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Resumen

Introduccion: en Espaia, el cancer colorrectal (CCR) es el segundo cancer con mayor
prevalencia tanto en hombres como en mujeres. El estadio tumoral al diagnéstico determina
la supervivencia de los pacientes; asi tras la reseccién quirdrgica, la supervivencia a 5
afios en estadio I es del 92-99 %, en estadio II del 63-87 %, en estadio III del 45-89 %,
disminuyendo al 8-12 % en estadios metastdsicos.

Actualmente, se recomienda un seguimiento a los pacientes con CCR no metastdsico
sometidos a reseccion quirdrgica de forma que se identifiquen de forma precoz las recaidas.
Se estima que entre un 30 % - 50 % de los pacientes con cdncer de CCR localizado
presentardn una recaida y morirdn por la enfermedad. El seguimiento debe ser intensivo en
los primeros tres afios después de la cirugia y continuar con vigilancia hasta los 5 afios. Las
pruebas indicadas en el seguimiento son: la determinacion de antigeno carcinoembrionario
(CEA), cada 3-6 meses en los tres primeros afios y cada 6-12 meses hasta 5 afios después de
la cirugia; tomograffa computarizada (TC) toraco-abdomino-pélvico cada 6-12 meses en
los tres primeros afios y cada 12 meses hasta 5 aflos después de la cirugia; y colonoscopia: a
partir del afio de la cirugia y si no hay hallazgos realizar cada 3-5 afios. La sensibilidad del
CEA para detectar recidivas en estadios tempranos es del 50-80 % con una especificidad
del 80 %, mientras que la adicién del TC tampoco parece aportar beneficios adicionales.
En los ultimos afios se ha investigado la posibilidad de incrementar la sensibilidad en
la deteccién de la llamada enfermedad minima residual (EMR) a partir de muestras de
fluidos corporales mediante la técnica denominada biopsia liquida (BL). El propésito de
esta técnica es detectar células tumorales circulantes (CTC) o moléculas liberadas por los
tumores (ADN tumoral circulante (ADNtc), ARN tumoral circulante(ARNtc), exosomas,
proteinas...) a los fluidos corporales (sangre, orina, heces...). De esta forma se lograria una
estratificacion precoz y precisa de los pacientes con CCR en grupos de alto y bajo riesgo
de recidiva y se podria indicar la quimioterapia (QT) después de la cirugia a aquellos
pacientes con alto riesgo.

En el caso del cancer avanzado, las agencias reguladoras de medicamentos obligan
a la realizacion de marcadores farmacogendmicos especificos para el tratamiento de
los pacientes con farmacos como el cetuximab o el panitumumab. El andlisis de estos
marcadores se realiza a partir de muestras de tejidos obtenidas mediante biopsia. Este
andlisis estd limitado debido a que la informacién procede de un corte del tejido que
se puede ver condicionado por la intra-heterogeneidad tumoral y por la dificultad de
identificar las mutaciones. La BL se propone como fuente complementaria de informacién
que permitiria el andlisis de marcadores farmacogendmicos en el material genético (ADNtc
0 ARNItc) o en las células tumorales aisladas.

Las pruebas de BL se encuentran englobadas en la categoria de productos sanitarios
para diagnéstico in vitro (PSDIV), que se regulan de acuerdo a lo establecido en el
Reglamento (UE) 2017/746, del Parlamento europeo y del Consejo de 5 de abril de 2017,
sobre los productos sanitarios para diagnostico in vitro. En el momento actual no es
posible conocer de forma exhaustiva que pruebas estdn comercializadas en Espafia. A
nivel europeo, tampoco es posible conocer de forma exhaustiva que pruebas disponen de
certificado CE para su comercializacion.

Objetivos: los objetivos de este informe son i) evaluar el uso de la BL para la deteccién
de la EMR tras la cirugia frente a la practica clinica habitual (marcadores tumorales y
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técnicas de imagen) en pacientes con CCR en estadio I-III durante fase de seguimiento
(valor pronéstico y utilidad clinica); ii) comparar la validez diagndstica de la BL respecto
a la biopsia de tejido en la deteccién de marcadores farmacogendmicos para la seleccion
del tratamiento en pacientes con CCR en estadio avanzado (estadio IV);y iii) evaluar el
coste-efectividad y el impacto organizativo de la incorporacién de la BL al seguimiento y
manejo de pacientes con CCR estadios I-IV.

Meétodos: se ha realizado una revision de la literatura cientifica desde 2013 hasta diciembre
de 2023 en bases de datos especializadas en revisiones sistematicas e informes de evaluacion
de tecnologias sanitarias, tales como International HTA database o la Cochrane Library;
y en bases de datos generales, como Medline, Embase, Web of Science. Se han identificado
estudios primarios sobre el valor prondstico de las pruebas de BL frente al CEA; sobre el
uso para indicar QT frente al estadio clinico y sobre la validez diagndstica frente a la biopsia
de tejido. Se ha utilizado la escala QUAPAS para los estudios de prondstico, la herramienta
RoB?2 para los ensayos clinicos, la herramienta QUADAS-2 para los estudios diagndsticos
y las Fichas de Lectura Critica (FLC 3.0 de Osteba) para los estudios econémicos.

Se utiliz6 el programa COVIDENCE para el cribado por pares de referencias por titulo
y resumen, asi como para el cribado a texto completo. La extraccion de datos se realizé
por pares y la informacion se volcé en tablas de evidencia. Los resultados se metanalizaron
cuando fue posible.

Resultados: la busqueda recuperé 3460 referencias, de las que se leyeron 233 a texto
completo y se incluyeron finalmente 35 articulos: 17 que respondian a la pregunta sobre el
valor pronéstico de las pruebas; un ensayo clinico para el apartado de utilidad clinica de
las pruebas; 12 estudios sobre validez diagndstica en comparacion con la biopsia de tejido;
y un estudio de coste-efectividad.

En validez prondstica, los estudios incluyeron a pacientes con estadios I-IV. Las pruebas
evaluadas fueron la identificacion de ADNitc, la identificacion de CTC y la metilacion de
ADN. La principal limitacién identificada se relaciond con el reclutamiento de los pacientes.
Se metanalizaron los resultados de cinco de los estudios (con pacientes en estadios I1-11T)
encontrando un Hazard Ratio (HR) combinado de 9,61 (IC95 %: 5,67 — 16,30), indicando
que la identificaciéon de ADNtc se asocia a una menor probabilidad de supervivencia
frente a la no presencia del marcador. La heterogeneidad fue alta (I2 = 76 %), indicando
diferencias entre los estudios, que bajaba al eliminar uno de los estudios del andlisis
(I2 = 27 %), manteniéndose la significacion del efecto combinado del metanalisis.

En cuanto a la utilidad clinica de la prueba para identificar a pacientes en estadios II
candidatos a QT después de la cirugia, solo se encontré un ensayo clinico aleatorizado de
455 pacientes y con riesgo de sesgo bajo en todos los dominios, excepto en el ocultamiento
de la secuencia de asignacion. En el andlisis por intencion de tratar no se encontraron
diferencias en la supervivencia ni en la recurrencia entre el grupo al que se le asigné la QT
solo si se identificaba ADNtc frente al grupo en que la QT se asignaba segtn el estdndar
de cuidado. El grupo de QT guiada por el ADNtc recibié menos nimero de tratamientos
que el estandar (15 % vs. 28 %; RR = 1,82; IC95 %: 1,25 - 2,65).

Respecto a la validez diagnéstica de la identificacion de las mutaciones en el gen
RAS o BRAF en plasma frente a la biopsia de tejido, los 12 estudios (14 publicaciones)
incluidos realizaron el andlisis mediante la prueba de ADNtc. Entre las fuentes de sesgo
identificadas en los estudios destaca el intervalo de tiempo entre la realizacion de la biopsia
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y la extraccion de plasma para la identificacion del ADNtc, que en uno de los estudios llegd
a 5 afos. Se hall¢ la sensibilidad combinada (86,4 %; IC95 %: 82,1-89,8) y la especificidad
combinada (92,4;1C95 %:88,6 - 95) para la deteccion de mutaciones RAS en ADNtc frente
a biopsia de tejido. Los estudios se dividieron en funcion del tipo de prueba utilizada (NGS
y dPCR/qPCR/PCR/ddPCR), no encontrandose diferencias en la sensibilidad de los test,
pero si en la especificidad. El andlisis por subgrupos realizado en funcién del tipo de test
(PCR 0 NGS) mostro6 que podrian existir diferencias importantes en el rendimiento a favor
del NGS y que las pruebas parecen tener un rendimiento mas favorable en pacientes con
alta proporcion de metdstasis hepaticas. El andlisis de sensibilidad mostré que, comparado
con NGS, la PCR reduce ligeramente la especificidad de la prueba y la precision, y que la
presencia de metdstasis hepdticas en una proporcion mayor del 50% mejora la capacidad
diagnostica.

El estudio de coste-efectividad identificado, realizado en el contexto australiano, calculd
los costes y beneficios en salud de tres estrategias de tratamiento que incluian la prescripcion
de QT segtin recomendaciones de las guias de préctica clinica, la prescripcion en pacientes
positivos para ADNtc y la prescripcion guiada por ADNtc considerando las preferencias
del paciente. Las dos estrategias guiadas por ADNtc fueron dominantes, observandose una
diferencia de costes con respecto al estandar de -4055 dodlares australianos y de -2280, en el
caso de tener en cuenta las preferencias del paciente.

Conclusiones:

Se identificaron 17 estudios para evaluar la validez prondstica de las pruebas, que
mostraron que la identificacion de ADNtc después de la reseccion quirtrgica se asocia
con una menor probabilidad de supervivencia. Se identificé un estudio (1IECA, n =455
pacientes) para evaluar la utilidad de la identificaciéon de ADNtc en la prescripcion de
quimioterapia en pacientes con CCR estadio II, que sugiere la misma efectividad en
términos de supervivencia que su prescripcion basada en el riesgo clinico. Se identificaron
12 estudios que evaluaron el rendimiento diagndstico de la deteccion de mutaciones en
el gen RAS en ADNitc frente a la biopsia de tejido en pacientes con CCR en estadio
IV que deban recibir terapia anti-EFGR. Los resultados muestran una sensibilidad del
86,4 % (IC95 %: 82,1-89,8) y una especificidad del 92,4 % (IC95 %: 88,6-95), por lo que el
rendimiento diagndstico es similar a la deteccion de mutaciones en tejido sélido.

Solo se ha localizado un estudio de coste-efectividad del enfoque guiado por
ADNItc para el tratamiento de quimioterapia adyuvante (QTA) realizado en Australia y
reporta que es mds coste efectivo que el tratamiento estdndar basado en caracteristicas
clinicopatoldgicas tradicionales de alto riesgo. Seria necesario contextualizar los datos
economicos al escenario espafol, una vez que se definan los tipos de pruebas que se
utilizaran.

Los principales aspectos a tener en cuenta en la implementacion de las pruebas de
identificacion de ADNtcy CTCen pacientes con CCR en el Sistema Nacional de Salud estdn
relacionados con la definicién de un modelo de prestacion especifica para estas pruebas,
que deberd incluir qué pruebas serdn las que se usen. El tipo de pruebas determinard las
necesidades en recursos humanos y en materia de infraestructuras.
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Summary

Introduction: colorectal cancer (CRC) is the second most prevalent cancer in both men
and women in Spain. Tumor stage at diagnosis determines patient survival: after surgical
resection, S-year survival in stage I is 92-99 %, in stage II 63-87 %, in stage III cancer
45-89 %, decreasing to 8-12 % in metastatic stages. Currently, follow-up is recommended
for patients with non-metastatic CRC who undergo surgical resection to identify relapses
early. It is estimated that 30 %-50 % of patients with localized CRC will relapse and
die from the disease. Follow-up should be intensive in the first three years after surgery
and surveillance should continue until 5 years. The recommended tests for follow-up are:
carcinoembryonic antigen (CEA) determination every 3—-6 months in the first three years
and every 6-12 months until 5 years after surgery; thoracic-abdominal-pelvic computed
tomography performed every 6-12 months during the first three years and every 12 months
up to 5 years after surgery; and colonoscopy: starting one year after surgery and, if there
are no findings, performed every 3-5 years. The sensitivity of CEA for detecting early-
stage recurrences is 50-80 % and the specificity is 80 %, while the addition of computed
tomography does not appear to provide additional benefits. In recent years, the possibility
of increasing sensitivity in the detection of so-called minimal residual disease (MRD) from
body fluid samples has been investigates using a technology called liquid biopsy (LB).
The purpose of LB is to detect circulating tumor cells (CTCs) or molecules released by
tumors (circulating tumor DNA (ctDNA), circulating tumor RNA (ctRNA), exosomes,
proteins, etc.) in body fluids (blood, urine, faeces, etc.). This would allow an early and
accurate stratification of CRC patients into groups at high and low risk of recurrence, and
chemotherapy (CT) could be prescribed after surgery for those at high risk.

In the case of advanced cancer, medicines regulatory agencies require specific
pharmacogenomic biomarkers for the treatment of patients with drugs such as cetuximab
or panitumumab. The analysis of these biomarkers is performed on tissue samples obtained
by biopsy. This analysis is limited because the information comes from a tissue section,
which can be influenced by tumor intra-heterogeneity and by the difficulty of identifying
mutations. LB is proposed as a complementary source of information that would allow the
analysis of pharmacogenomic biomarkers in genetic material (ctDNA or ctRNA) or in
isolated tumor cells.

LB tests fall under the category of in vitro diagnostic medical devices (IVDMDs),
which are regulated in accordance with Regulation (EU) 2017/746 of the European
Parliament and of the Council of April 5,2017 on IVDMDs. At present, it is not possible to
comprehensively determine which tests are marketed in Spain. At the European level, it is
also not possible to know exhaustively which tests have CE marking.

Objectives: the objectives of this report are i) to evaluate the use of LB for the detection
of MRD after surgery versus standard clinical practice (tumour biomarkers and imaging
techniques) in patients with stage I-III CRC during the follow-up phase (prognostic
validity and clinical utility); ii) to compare the diagnostic validity of LB versus tissue
biopsy in the detection of pharmacogenomic biomarkers for treatment selection in
patients with advanced stage (stage IV) CRC; and iii) to evaluate the cost-effectiveness
and organisational impact of incorporating LB into the follow-up and management of
patients with stage I-IV CRC.
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Methods: A review of the scientific literature has been conducted from 2013 to December
2023 in databases specialised in systematic reviews and health technology assessment
reports, such as the International HTA database or the Cochrane Library; and in general
databases, such as Medline, Embase, Web of Science. Primary studies have been identified
on the prognostic value of LB versus CEA determination; on the LB use to indicate CT
versus clinical stage and on the LB diagnostic validity versus tissue biopsy. The QUAPAS
scale has been used for prognostic studies, the RoB2 tool for clinical trials,the QUADAS-2
tool for diagnostic studies and the Critical Reading Cards (Osteba’s FLC 3.0) for economic
studies.

The COVIDENCE programme was used for peer review of references by title
and abstract, as well as for full-text screening. Data extraction was peer-reviewed and
information was entered into evidence tables. Results were meta-analysed when possible.

Results: the search retrieved 3460 references, of which 233 were read in full text and 35
articles were finally included: 17 studies on the prognostic value; one randomized clinical
trial (RCT) on the clinical utility of the LB; 12 studies on diagnostic validity compared to
tissue biopsy; and one cost-effectiveness study.

For prognostic validity, the studies included patients with stage I-IV.The tests evaluated
were ctDNA, CTC and DNA methylation. The main limitation identified was related to
patient recruitment. The meta-analyses of five of the studies (patients in stages II-III)
resulted in a pooled Hazard Ratio (HR) of 9.61 (95 %CI: 5.67 - 16.30), indicating that
ctDNA identification is associated with a lower probability of survival compared to no
marker. Heterogeneity was high (I2 =76 %), indicating differences between studies, which
decreased when one study was removed from the analysis (I2 = 27 %), maintaining the
significance of the pooled effect result of the meta-analysis.

Regarding the clinical utility of ctDNA to identify stage 11 patients who are candidates
for CT after surgery, only one RCT with 455 patients was found (low risk of bias in all
domains except allocation sequence concealment). In the intention-to-treat analysis, no
difference in survival or recurrence was found between the group that was assigned CT
only when ctDNA was identified and the group that was assigned CT according to the
standard of care. The ctDNA-guided CT group received fewer treatments than the standard
(15 % vs.28 %; RR = 1.82;95 % CI: 1.25 - 2.65).

Regarding the diagnostic validity of identifying RAS or BRAF gene mutations in
plasma versus tissue biopsy, all 12 included studies (14 publications) performed the analysis
using the ctDNA test. Sources of bias identified in the studies included the time interval
between biopsy and plasma extraction for ctDNA identification, which in one of the studies
was as long as 5 years. Pooled sensitivity (86.4%; 95%CI 82.1-89.8) and pooled specificity
(92.4%;95%CI 88.6-95) were found for the detection of RAS mutations in ctDNA versus
tissue biopsy. The studies were divided according to the type of test used (NGS and dPCR/
gPCR/PCR/ddPCR) and no differences were found in test sensitivity, but differences in
specificity were found. Subgroup analysis by test type (PCR or NGS) showed that there
may be important differences in performance in favour of NGS and that the tests appear to
have a more favourable performance in patients with a high proportion of liver metastases.
Sensitivity analysis showed that compared to NGS, PCR slightly reduces test specificity
and accuracy, and that the presence of liver metastases in a proportion greater than 50%
improves diagnostic ability.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 15



The identified cost-effectiveness study, conducted in the Australian setting, estimated
the costs and health benefits of three treatment strategies including prescription of CT
according to clinical practice guideline recommendations, prescription in ctDNA-positive
patients and ctDNA-guided prescribing based on patient preference. The two ctDNA-
guided strategies were dominant, with a cost difference from the standard of -A$4055 and
-A$2280 when patient preferences were taken into account.

Conclusions: seventeen studies were identified to assess the prognostic validity of the
evidence, which showed that ctDNA identification after surgical resection is associated
with a lower likelihood of survival. One study (1RCT, n=455 patients) was identified to
assess the clinical utility of ctDNA identification in prescribing CT in patients with stage 11
CRC, suggesting the same effectiveness in terms of survival as prescribing based on clinical
risk. Twelve studies were identified that evaluated the diagnostic performance of ctDNA
detection of RAS gene mutations versus tissue biopsy in patients with stage IV CRC who
should receive anti-EGFR therapy. The results show a sensitivity of 86.4 % (95 %CI 82.1-
89.8) and a specificity of 92.4 % (95 %CI 88.6-95), making the diagnostic yield similar to
detection of mutations in solid tissue.

Only one cost-effectiveness study of the ctDNA-guided approach to adjuvant CT
conducted in Australia has been located and reports that it is more cost-effective than
standard treatment based on traditional high-risk clinicopathological features. It would be
necessary to contextualise the economic data to the Spanish setting, once the types of tests
to be used are defined.

The main aspects to be taken into account in the implementation of ctDNA and CTC
identification tests in patients with CRC in the National Health Service are related to the
definition of a specific provision model for these tests, which should include which tests
will be used. The type of tests will determine the needs in terms of human resources and
infrastructure resources.
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Resumo

Introducion: en Espafia, o cancro colorrectal (CCR) é o segundo cancro con maior
prevalencia tanto en homes como en mulleres. O estadio tumoral ao diagndstico determina
a supervivencia dos pacientes; asi tras a reseccion cirurxica, a supervivencia a 5 anos en
estadio I € do 92-99 %, en estadio II do 63-87 %, en estadio III do 45-89 % e diminte ao
8-12 % en estadios metastasicos.

Actualmente, recoméndase un seguimento aos pacientes con CCR non mestatdsico
sometidos a reseccion cirtrxica de forma que as recaidas se identifiquen de forma tempera.
Estimase que entre o 30 %-50 % dos pacientes con CCR localizado presentardn unha
recaida e morrerdn pola enfermidade. O seguimento debe ser intensivo nos tres primeiros
anos despois da cirurxia e continuar coa vixilancia ata os 5 anos. As probas indicadas
no seguimento son: a determinacién do antixeno carcionoembrionario (CEA) cada 3-6
meses nos tres primeiros anos e cada 6-12 meses ata 5 anos despois da cirurxia; tomografia
computarizada (TC) toraco-abdomino-pélvico cada 6-12 meses nos tres primeiros anos e
cada 12 meses ata 5 anos despois da cirurxia, e colonoscopia: a partir do ano da cirurxia e, se
non hai achados, realizarase cada 3-5 anos. A sensibilidade do CEA para detectar recidivas
en estadios temperdns € do 50-80 % cunha especificidade do 80 %, mentres que a adicion
do TC tampouco parece achegar beneficios adicionais. Nos ultimos anos investigouse a
posibilidade de incrementar a sensibilidade na deteccion da chamada enfermidade minima
residual (EMR) a partir de mostras de fluidos corporais mediante a técnica denominada
biopsia liquida (BL). O propésito da BL € detectar células tumorais circulantes (CTC)
ou moléculas (ADN tumoral circulante (ADNtc), ARN tumoral circulante (ARNtc),
exosomas, proteinas...) liberadas polos tumores aos fluidos corporais (sangue, ourifios,
feces...). Desta forma, lograriase unha estratificacién precoz e precisa dos pacientes con
CCR en grupos de alto e baixo risco de recidiva e poderiase indicar a quimioterapia (QT)
despois da cirurxia a aqueles pacientes con alto risco.

No caso do cancro avanzado, as axencias reguladoras de medicamentos obrigan &
realizacion de marcadores farmacoxendmicos especificos para o tratamento dos pacientes
con farmacos como o cetuximab ou o panitumumab. A andlise destes marcadores realizase
a partir de mostras de tecidos obtidas mediante biopsia. Esta andlise estd limitada debido
a que a informacion procede dun corte do tecido que se pode ver condicionado pola intra-
heteroxeneidade tumoral e pola dificultade de identificar as mutaciéns. A BL proponse
como fonte complementaria de informaciéon que permitiria a andlise de marcadores
farmacoxendmicos no material xenético (ADNtc ou ARNtc) ou nas células tumorales
illadas.

As probas de BL atopanse englobadas na categoria de produtos sanitarios para
diagnéstico in vitro (PSDIV), que se regulan de acordo co establecido no Regulamento
(UE) 2017/746, do Parlamento Europeo e do Consello, do 5 de abril de 2017 sobre
PSDIV. No momento actual non € posible cofiecer de forma exhaustiva que probas
estdn comercializadas en Espafia. A nivel europeo, tampouco € posible cofiecer de forma
exhaustiva que probas dispofien de certificado CE para a stia comercializacion.

Obxectivos: os obxectivos deste informe son i) avaliar o uso da BL para a deteccién da
EMR tras a cirurxia fronte a practica clinica habitual (marcadores tumorais e técnicas
de imaxe) en pacientes con CCR en estadio I-III durante a fase de seguimento (valor
prognéstico e utilidade clinica); ii) comparar a validez diagndstica da BL respecto a biopsia
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de tecidos na deteccion de marcadores farmacoxenéticos para a seleccion do tratamento
en pacientes con CCR en estadio avanzado (estadio IV); e iii) avaliar o custo-efectividade
e o impacto organizativo da incorporacion da BL ao seguimento e manexo de pacientes
con CCR estadios I-IV.

Métodos: realizouse unha revision da literatura cientifica desde o 2013 ata decembro de
2023 en bases de datos especializadas en revisions sistemadticas e informes de avaliacion de
tecnoloxias sanitarias, tales como International HTA database ou a Cochrane Library; e
en bases de datos xerais, como Medline, Embase, Web of Science. Identificironse estudos
primarios sobre o valor prognoéstico das probas de BL fronte ao CEA; sobre o uso para
indicar QT fronte ao estadio clinico e sobre a validez diagndstica fronte 4 biopsia de tecido.
Utilizouse a escala QUAPAS para os estudos de progndstico, a ferramenta RoB2 para os
ensaios clinicos, a ferramenta QUADAS-2 para os estudos diagnésticos e as fFichas de
lectura critica (FLC 3.0 de Osteba) para os estudos econémicos.

Utilizouse o programa COVIDENCE para o cribado por pares de referencias por titulo
e resumo, asi como para o cribado a texto completo. A extraccion de datos realizouse por
pares e a informacion envorcouse en taboas de evidencia. Os resultados metanalizdronse
cando foi posible.

Resultados: a procura recuperou 3460 referencias, das que se leron 233 a texto completo
e incluironse finalmente 35 artigos: 17 que respondian 4 pregunta sobre o valor progndstico
das probas; un ensaio clinico aleatorizado (ECA) para o apartado de utilidade clinica das
probas; 12 estudos sobre validez diagndstica en comparacion coa biopsia de tecido; e un
estudo de custo-efectividade.

En validez prognostica, os estudos incluiron pacientes con estadios I-IV. As probas
avaliadas foron a identificacion de ADNtc, a identificacién de CTC e a metilacion de
ADN. A principal limitacién identificada relacionouse co recrutamento dos pacientes.
Metanalizdronse os resultados de cinco dos estudos (sé pacientes estadio II-III)
atopando un Hazard Ratio (HT) combinado de 9,61 (IC95 %: 5,67 — 16,30), indicando
que a identificacion de ADNtc se asocia a unha menor probabilidade de supervivencia
fronte 4 non presenza do marcador. A heteroxeneidade foi alta (I12 =76%), indicando
diferenzas entre os estudos, que baixaba ao eliminar un dos estudos da andlise (12 =27 %),
e manténdose a significacion do efecto combinado da metanalise.

En canto 4 utilidade clinica da proba para identificar pacientes en estadios II candidatos
a QT despois da cirurxia, s6 se atopou un ECA de 455 pacientes e con risco de nesgo baixo
en todos os dominios, excepto no ocultamento da secuencia de asignacion. Na andlise por
intencidn de tratar non se atoparon diferenzas na supervivencia nin na recorrencia entre
o grupo ao que se lle asignou a QT sé cando se identificaba ADNtc fronte ao grupo no
que a QT se asignaba segundo o estdndar de coidado. O grupo de QT guiada polo ADNtc
recibiu menos nimero de tratamentos que o estandar (15 % vs. 28 %; RR = 1,82; IC95 %:
1,25 -2,65).

Respecto 4 validez diagnoéstica da identificacion das mutacions no xene RAS ou BRAF
en plasma fronte & biopsia de tecido, os 12 estudos (14 publicaciéns) incluidos realizaron
a andlise mediante a proba de ADNtc. Entre as fontes de nesgo identificadas nos estudos
destaca o intervalo de tempo entre a realizacion da biopsia e a extraccion de plasma para
a identificacion do ADNtc, que nun dos estudos chegou a 5 anos. Achouse a sensibilidade
combinada (86,4 %;1C95 %: 82,1-89,8) e a especificidade combinada (92,4; IC95 %: 88,6 - 95)
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para a deteccién de mutacions RAS en ADNtc fronte a biopsia de tecido. Os estudos
dividironse en funcién do tipo de proba utilizada (NGS e dPCR/qPCR/PCR/ddPCR)
sen atopar diferenzas na sensibilidade dos test, pero si na especificidade. Estes resultados
suxiren que as probas baseadas en PCR poderian presentar mdis falsos positivos (FP) que
as probas de NGS (10,5 % vs 2,2 %; p = 0,001).

O estudo de custo-efectividade identificado, realizado no contexto australiano, calculou
os custos e beneficios en saude de tres estratexias de tratamento que incluian a prescricion
de QT segundo recomendaciéns das guias de practica clinica, a prescricion en pacientes
positivos para ADNtc e a prescricion guiada por ADNtc considerando as preferencias do
paciente. As duas estratexias guiadas por ADNtc foron dominantes e observouse unha
diferenza de custos con respecto ao estdndar de -4055 dolares australianos e de -2280, no
caso de ter en conta as preferencias do paciente.

Conclusiéns: identificaronse 17 estudos para avaliar a validez prognostica das probas, que
mostraron que a identificacion de ADNtc despois da reseccion cirtrxica se asocia cunha
menor probabilidade de supervivencia. Identificouse un estudo (1IECA, n = 455 pacientes)
para avaliar a utilidade da identificacion de ADNtc na prescricién de quimioterapia en
pacientes con CCR estadio II, que suxire a mesma efectividade en termos de superivencia
que a sua prescricion baseada no risco clinico. Identificironse 12 estudos que avaliaron
o rendemento diagndstico da deteccion de mutacions no xene RAS en ADNtc fronte a
biopsia de tecido en pacientes con CCR en estadio IV que deban recibir terapia anti-
EFGR. Os resultados mostran unha sensibilidade do 86,4 % (IC95 %: 82,1-89,8) e unha
especificidade do 92,4 % (IC95 %: 88,6-95), polo que o rendemento diagnéstico € similar
4 deteccion de mutacions en tecido solido.

S6 se localizou un estudo de custo-efectividade do enfoque guiado por ADNtc para
o tratamento de quimioterapia adxuvante (QTA) realizado en Australia e reporta que é
mais custo efectivo que o tratamento estdndar baseado en caracteristicas clinicopatoldgicas
tradicionais de alto risco. Seria necesario contextualizar os datos econdmicos no escenario
espafiol, unha vez que se definan os tipos de probas que se utilizaran.

Os principais aspectos que compre ter en conta na implementacion das probas de
identificacion de ADNtc e CTC en pacientes con CCR no Sistema Nacional de Saude
estdn relacionados coa definicion dun modelo de prestacion especifica para estas probas,
que deberd incluir que probas serdn as que se usen. O tipo de probas determinard as
necesidades en recursos humanos e recursos en materia de infraestrutura.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 19



Justificacion

En Espaiia, el cancer colorrectal (CCR) es el cdncer con mayor incidencia teniendo en
cuenta ambos sexos. Se estima que en el afio 2023 se diagnostiquen 42.724 nuevos casos
(26.357 en hombres y 16.364 en mujeres). El estadio tumoral es uno de los principales
factores que determinan la supervivencia de los pacientes con CCR. Tras la reseccion
quirurgica, la supervivencia a 5 afios en estadio I es del 92-99 %, en estadio II del 63-
87 %, en estadio I1I del 45-89 %, disminuyendo al 8-12 % en estadios metastasicos. Estas
diferencias en supervivencia en los estadios II y III se deben a la enfermedad minima
residual (EMR), que hace referencia a las células tumorales que quedan en el cuerpo tras
el tratamiento quirdrgico y/o quimioterapico.

Actualmente, las guias de practica clinica (GPC) recomiendan que, para la deteccion
de recurrencia local y metéstasis a distancia, se realice un seguimiento estrecho a los
pacientes con CCR no metastasico sometidos a reseccion quirurgica durante los tres afios
siguientes a la cirugia. El seguimiento incluye la deteccion en suero del marcador antigeno
carcinoembrionario (CEA) y la realizacion de una tomografia computarizada (TC)
abdominal. Sin embargo, la sensibilidad de estas pruebas es limitada. La sensibilidad del
CEA para detectar recidivas en estadios tempranos es del 50-80 % con una especificidad
del 80 %, mientras que la adiccién de la TC tampoco parece aportar beneficios adicionales.

En los ultimos afios se ha investigado la posibilidad de incrementar la sensibilidad
en la deteccién de la EMR a partir de muestras de fluidos corporales mediante la biopsia
liquida (BL). El propésito de esta técnica es detectar células tumorales circulantes (CTC)
o moléculas liberadas por los tumores (ADN tumoral circulante (ADNtc), ARN tumoral
circulante (ARNTtc), exosomas, proteinas...) a los fluidos corporales (sangre, orina, heces...).
De esta forma se lograria una estratificacion precoz y precisa de los pacientes con CCR en
grupos de alto y bajo riesgo de recidiva.

En el caso del cdncer avanzado, las agencias reguladoras obligan a determinar
marcadores farmacogendmicos especificos para la administraciéon de tratamiento
farmacoldgico como el cetuximab o el panitumumab. El andlisis de estos marcadores se
realiza a partir de muestras de tejidos obtenidas mediante biopsia. Este anélisis estd limitado
debido a que la informacién procede de un corte del tejido que se puede ver condicionado
por la intra-heterogeneidad tumoral y por la dificultad de identificar las mutaciones. La
BL se propone como fuente complementaria de informacién que permitiria el andlisis de
marcadores farmacogendmicos en el material genético (ADNtc o ARNtc) o en las células
tumorales aisladas.

Este informe surge a peticion de la Comision de Prestaciones, Aseguramiento y
Financiaciéon (CPAF) en el proceso de identificacién y priorizacién de necesidades de
evaluacion que se lleva a cabo para conformar el Plan de Trabajo Anual de 2021 de la Red
Espafiola de Agencias de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias y Prestaciones (RedETS)
del Sistema Nacional de Salud (SNS).
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1. Descripcion del problema de salud:
el cancer colorrectal

1.1. El cancer colorrectal

El céncer se ha referenciado como un ecosistema complejo, en cuyo inicio y evolucién
participan no solo las células que se han convertido en cancerigenas, sino también el
microambiente que las alberga. Aunque es necesario que se produzcan alteraciones
genéticas y epigenéticas en las células que les confieren ventajas competitivas en cuanto
a la supervivencia, en los ultimos tiempos se ha reconocido el papel fundamental del
microambiente tumoral en todos los estadios del cancer. Las células mutadas adquieren
propiedades que le permiten no solo sobrecrecer “in situ’; sino colonizar otros tejidos
(CTC), siendo el resultado de esta caracteristica, la capacidad de metastatizar, la principal
causa de mortalidad (90 % de los pacientes) (1-5).

El término CCR (CIE C18-C20) abarcard los tumores que se producen en el colon o
en el recto. En su manifestacion intervienen en mayor o menor medida una predisposicion
genética, factores ambientales y dependientes del estilo de vida como puede ser la dieta,
que influyen en la microbiota y en el nivel de inflamacién sistémica, variables intimamente
relacionadas con la génesis del cancer.

La acumulacién de alteraciones genéticas (mutaciones de genes y amplificaciones en
protoncogenes o genes supresores tumorales) y alteraciones epigenéticas (metilacién de
ADN aberrante o modificaciones de la cromatina) van a modificar los procesos que regulan
la proliferacion celular. En algunos casos, la célula estd predispuesta a la proliferacién
anormal por mutaciones en la linea germinal. En el caso del CCR, la forma hereditaria es
la menos comtn (2-3 % de incidencia), el agrupamiento familiar se presenta en un 10 a
30 % de los casos y el resto seria CCR esporadico (6).

El CCR es un cancer heterogéneo a diferentes niveles. Se ha logrado identificar
cierto grado de asociacion entre determinadas alteraciones genéticas y el fenotipo
celular observado, que se traduce en diferencias especificas a nivel histolégico y en la
localizacién donde se inicia el tumor. Esta asociacion se traslada al pronodstico observado
en el CCR. Este se origina en las células madre de la base de las criptas (invaginaciones
del intestino grueso) generando una lesidon precancerosa, denominada focos de cripta
aberrantes, la mayoria de las cuales sobrecrecen formando pélipos. Tras una acumulaciéon
exitosa de alteraciones genéticas, en un ambiente favorable, estos pueden evolucionar a
adenocarcinomas y posteriormente a carcinomas (7).

¢ Cuales son los factores de riesgo para la progresion de la enfermedad?

Los factores relacionados con el entorno donde las personas viven juega un rol importante
en la aparicion de este cancer, lo que significa que un porcentaje importante se puede
atribuir a factores de riesgo modificables. Una dieta caracterizada por un consumo alto
de frutas y verduras, cereales integrales, frutos secos y legumbres se ha asociado a un
menor riesgo de CCR, mientras que una ingesta elevada de carne roja y procesada junto
con cereales y azticares refinados se asocia a una mayor probabilidad de CCR (8, 9). Un
estudio sobre la carga global del CCR identific6 10 factores que contribuian a los afios de
vida ajustados por discapacidad (AVAD), aunque su impacto relativo variaba en funcién
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de la region geografica y el sexo. En el andlisis de los paises del oeste de Europa, la carga
de enfermedad por sexos (hombres y mujeres) se atribuy6 al consumo de alcohol (19.4 %
y 10.5 %), al tabaquismo (18.9 % y 11.9 %), a un indice de masa corporal alto (13.9 % y
5.3 %),aun nivel de glucosa elevado (10.7 % y 9.6 %), a un bajo consumo de leche (10.3 %
y 10.4 %), a una actividad fisica baja (6.1 % y 8.9 %), a una dieta rica en carne roja (7.1 %
y 6.8 %) y carne procesada (6.1 % y 6.4 %),y a una dieta baja en calcio (5.9 % y4 %)y en
fibra (2 % y2 %) (9).

¢ Cual es el curso clinico (estadios) del CCR?

El CCR surge tras la progresion de la mucosa normal a un tumor invasivo, a través de la
sucesion de diferentes estadios intermedios de lesiones premalignas y malignas invasivas.
El tumor crece a la vez hacia el lumen y hacia la pared del intestino, ademds de su posible
extension a organos adyacentes. La aparicion de manifestaciones clinicas se asocia a
tumores de tamafio relativamente grande y/o con enfermedad avanzada. Los sintomas
pueden no ser especificos del CCR, siendo los mds frecuentes: cambios en el hébito
intestinal, dolor abdominal, pérdida de peso, debilidad, déficit de hierro y anemia. Los
sintomas estdn influenciados por la localizacion y estadio del tumor primario (10).

El sistema por estadios TNM del American Joint Committe on Cancer (AJCC) es el
recomendado por la European Society for Medical Oncology (ESMO) para clasificar la
progresién del CCR (10). Este sistema considera la extension del tumor primario (T), el
estado de los ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia o ausencia de metastasis (M), y
en funcidn de estos parametros, clasifica a los pacientes en cinco estadios,del 0 al IV (1,11, 12):

— Estadio 0 (pTis): carcinoma in situ. Las células cancerigenas estdn limitadas a la
membrana basal glandular de la mucosa (tumor intraepitelial) o invaden la ldmina
propia, sin extension a través de la capa muscular de la mucosa hacia la submucosa.

— Estadio I: el cancer infiltra la submucosa (T1 NO M0) y puede también haber
crecido hasta la capa muscular. (T2 NO MO)

— Estadio II:se subdivide en tres categorias segtin su patron de invasion (en los tejidos
pericolorrectales o el peritoneo visceral, 0 adheridos a otros drganos y estructuras).

e [Ia (T3, NO, MO): el tumor invade, a través de la muscular propia, la pared del
colon o del recto.

e [IIb (T4a,NO, M0): el tumor penetra en la superficie del peritoneo visceral.

e [lc (T4b,NO,MO): el tumor invade directamente o se adhiere a otros érganos o
estructuras cercanas.

— Estadio I1I: cualquier grado de penetracion de la pared intestinal con metdstasis en
los ganglios linféticos regionales.

m Nl:metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales (N1a: 1 ganglio linfatico
regional; N1b: 2-3 ganglios linfdticos regionales; N1c: depdsitos tumorales
en la subserosa, el mesenterio no recubiertas por peritoneo, sin metastasis
de ganglios linféticos regionales).
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m N2:metastasis en =4 ganglios linfaticos (N2a: 4-6 ganglios linfaticos; N2b: 7
o mas ganglios linfaticos).

e [IIla

— T1 T2, N1/Nlc, MO: el tumor ha crecido a través de la mucosa hasta la
submucosa (T1) o hasta la muscular propia (T2); se ha diseminado ade 1 a
3 nédulos linfaticos adyacentes (N1) o hacia dreas de grasa cercanas a los
ganglios (N1c). No hay propagacién a distancia (MO).

— T1, N2a, MO: el tumor ha crecido a través de la mucosa hasta la submucosa
(T1), hay diseminacién a 4-6 ganglios linfaticos cercanos (N2a). No hay
propagacion a distancia (MO).

e IIIb

— T3-T4a, N1/Nlc, MO: el tumor ha crecido hacia las capas mds externas del
colon o del recto (T3), o a través del peritoneo visceral (T4a), pero sin
alcanzar 6rganos adyacentes; se ha diseminado a de 1 a 3 nédulos linfaticos
adyacentes (N1) o hacia dreas de grasa cercanas, pero a los gnaglios en si
(N1c). No hay propagacién a distancia (MO).

— T2-T3, N2a, MO; el tumor ha crecido hacia la muscular propia (T2) o hacia
las capas mas externas del colon o del recto (T3); hay diseminacién a 4-6
ganglios linfaticos cercanos (N2a). No hay propagacion a distancia (MO).

— T10T2,N2b,MO: el tumor ha crecido a través de la mucosa hasta la submucosa
(T1) o hasta la muscular propia (T2); hay diseminacién a siete o mas ganglios
linfaticos adyacentes (N2b). No hay propagacién a distancia (MO).

o llc

— T4a, N2a, MO: el tumor ha crecido a través del peritoneo visceral (T4a), sin
alcanzar los 6rganos adyacentes; hay diseminacion a 4-6 ganglios linfaticos
adyacentes (N2a). No hay propagacién a distancia (MO).

— T3 o T4a, N2b, MO: el tumor ha crecido hacia las capas mds externas del
colon o del recto (T3), o a través del peritoneo visceral (T4a), sin alcanzar
los 6rganos adyacentes; hay diseminacion a siete o mas ganglios linféticos
adyacentes (N2b). No hay propagacion a distancia (MO).

— T4b, N1 o N2, MO: el tumor ha crecido a través de la pared del colon o del
recto y esta unido o crece hacia otros tejidos u érganos adyacentes (T4b);
hay diseminacion por lo menos a un ganglio linféatico cercano o hacia 4reas
de grasa cercanas a los ganglios linfaticos (N1 o N2). No hay propagacién a
distancia (MO).

— Estadio IV: cualquier invasion de la pared intestinal, con o sin metdstasis en los
ganglios linfaticos regionales, pero con evidencia de metéstasis a distancia.

e [Va(cualquierT,cualquier N,M1a): metastasis en un solo foco u 6rgano metastasico.
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e IVb (cualquier T, cualquier N, M1b): metéstasis en dos o mds focos u érganos
sin metdstasis peritoneales.

e [Vc (cualquier T, cualquier N, M1c): metastasis en la superficie peritoneal solo
0 con metdstasis en otro foco u érgano.

¢ Cual es el prondstico de cada uno de los estadios del CCR?

El pronéstico del CCR varia en funcién de la localizacion donde se inicia y del estadio
tumoral en que se diagnostica. El estadio tumoral al diagndstico es uno de los principales
factores que determinan la supervivencia de los pacientes. Tras la reseccion quirtrgica, la
supervivencia a 5 afios en estadio I es del 92-99 %, en estadio II del 63-87 % y en estadio
IIT del 45-89 %, disminuyendo al 8-12 % en estadios metastasicos (10, 13, 14).

Alrededor del 30-50 % de los pacientes diagnosticados con céncer localizado recaerdn
o falleceran debido al cancer. El principal objetivo de los protocolos de seguimiento es
la deteccion temprana de la recaida. Sin embargo, los datos indican una pequefia mejora
en la deteccién de recurrencias aisladas con un seguimiento intensivo (15 % vs 9 %,
ratio de riesgo = 1.61, p = 0.011). Solo los estudios que incluian evaluacién del antigeno
carcinogénico embrionario (CEA) solo o con imdgenes hepdticas obtuvieron mejoras en
la supervivencia significativas (10).

Estas diferencias en la supervivencia se deben a la aparicién de metdstasis (15). No se
conoce todavia como se produce la aparicion de las metdstasis y actualmente algunos datos
indican que esta puede suceder de forma paralela a la apariciéon de tumores primarios y
antes de la deteccion clinica de los mismos (15).

Los datos estratificados por estadio de la Sociedad Americana del cdncer muestran
que entre los afios 2012 y 2016, el 31-37 % de los pacientes fueron diagnosticados en un

estadio local, el 34-38 % en estadio regional y el 19-26 % en estadio distante, quedando
entre el 5-9 % de los pacientes sin estadiaje (16).

1.2. Manejo actual del problema de salud

1.2.1. Diagnéstico del CCR
¢, Como se diagnostica el CCR?
Las recomendaciones de la ESMO sobre el proceso diagndstico del CCR incluyen (10):

— Larealizacion de una colonoscopia completa que confirme la presencia del tumor
primario y descarte la presencia de otros tumores sincronos.

Si no se realiza esta colonoscopia completa inicial, porque es necesaria una reseccion
urgente por obstruccion intestinal, se realizard una en los 3-6 meses siguientes a la cirugia.

— Larealizacién de un examen fisico completo, ademds de una analitica que incluird

recuento de células sanguineas, pruebas de coagulacion y bioquimica general con
pruebas hepdticas, renales y niveles de albtimina.
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— Los niveles de CEA no son diagndsticos de CCR en ausencia de una biopsia de
confirmacidn, debido a su baja sensibilidad y especificidad, pero se recomienda su
medicion previa a la cirugia y su monitorizacion después de esta. Estas mediciones
serdn de utilidad para la deteccion precoz de enfermedad metastdsica. Ademads,
los niveles CEA tienen interés para establecer el prondstico de la enfermedad. Un
nivel de CEA después de la cirugia por encima de 5 ng/ml (o incluso >2,35 ng/ml)
sugiere un peor prondstico.

— Para valorar la extension del CCR se realizard TC tordcico, abdominal y pélvico
con contraste. En el caso de la evaluacion del grado de afectacion de las estructuras
adyacentes al intestino o cuando existen lesiones hepéticas no definidas,la RM con
contraste es la técnica de imagen de referencia.

— Los resultados del examen fisico, junto los resultados del laboratorio serviran
para guiar el manejo terapéutico definitivo de cada paciente. La extension de la
enfermedad también condicionard la aproximacion terapéutica segin se trate de
tumor primario resecable o existan metdstasis a distancia no susceptibles de cirugia.

En el caso de diagndstico de CCR metastdsico, a las anteriores pruebas hay que afadir
el analisis de los siguientes biomarcadores (17):

— Deteccion de defectos en la reparacion del ADN (dMRI) y de inestabilidad de
microsatélites (MSI), asi como identificaciéon de las mutaciones del gen RAS
(KRAS; NRAS ex6n 2,3y 4) y BRAF.

— Opcionalmente, se puede afiadir la deteccién del antigeno carbohidrato, CA 19-9,
a la deteccion de CEA.

— EIPET-FDG puede ser util para definir la extension de la enfermedad metastésica
en pacientes con lesiones resecables. Ademds, puede ayudar a la caracterizacion de
pacientes con marcadores tumorales elevados, sin evidencia de metdstasis en las
otras pruebas de imagen.

1.2.2. Tratamiento y seguimiento del CCR

Las opciones terapéuticas dependen del estadio al diagndstico, de su localizacion
(principalmente recto o colon) y de determinadas alteraciones genéticas (10).

Cancer de colon localizado
Manejo terapéutico de tumores de colon localizados

Las recomendaciones de la ESMO para el manejo de tumores de colon localizados van a
depender del estadio del tumor (10):

En el caso de polipos adenomatosos o hiperpldsicos y adenocarcinomas no invasivos/
in situ (pTis) se realizard una resecciéon mediante endoscopia. Si hay presencia de
adenocarcinoma invasivo (pT1), las caracteristicas morfologicas e histoldgicas de los
polipos determinardn si es necesaria la reseccidon quirtrgica, para garantizar la total
eliminacién del tejido tumoral.
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Los tumores de colon infiltrantes requieren cirugia para la resecciéon del segmento
de intestino afectado, junto con los vasos linfaticos que lo drenan. En ausencia de
contraindicacion, la reseccidén puede ser laparoscdpica siempre que exista disponibilidad y
experiencia en el uso de esta técnica. La colectomia laparoscdpica ha demostrado menor
morbilidad, mejor tolerancia y similares resultados oncolégicos.

Para decidir la indicacion de terapia sistémica adyuvante se evaluard el riesgo de
recurrencia frente a las complicaciones relacionadas con la terapia adyuvante. El riesgo de
recurrencia se estima a partir de las caracteristicas clinicopatolégicas del tumor (estadio
TNM) junto con los marcadores moleculares MSI o de dMRI.

El estadiaje TNM representa el criterio mds relevante para definir el riesgo de
recurrencia. De forma general se considera que la terapia sistémica adyuvante con
S-fluoracilo (5-FU) produce una disminucién absoluta del riesgo de muerte entre un 3 % y
un 5 % en el estadio II de alto riesgo y, en el caso de estadio III, entre un 10 % y un 15 %.
La combinacion con oxaliplatino disminuye un 4-5 % adicional el riesgo de muerte en
estadio III.

Después del estadiaje, la condiciéon molecular del tumor respecto a la inestabilidad
de MSI o a defectos en los mecanismos de reparacion de dMRI es el segundo factor en
relevancia para la indicacion de terapia adyuvante. Se recomienda su determinacién en
el estadio II, ya que permite identificar a un pequefio grupo de pacientes (10 %-15 %)
con bajo riesgo de recurrencia y sin beneficio demostrado de terapia con 5-FU, por lo que
la quimioterapia (QT) no estd indicada en los pacientes en estadio II, de riesgo bajo o
intermedio, que presentan MSI/dMRI.

La determinacion de las mutaciones RAS y BRAF no estd indicada en el manejo del
cancer de colonlocalizado,adiferenciadel cancer de colon metastasico. Otros biomarcadores
como la firma genética o el uso de la herramienta Inmunoscore, basada en la identificacion
de linfocitos especificos en el tumor y margenes, no han demostrado utilidad para la
préctica clinica habitual, aunque podrian proporcionar informacién complementaria de
interés en los pacientes en estadio II con riesgo intermedio (10). El potencial papel de la
determinacion del ADNtc en el manejo del CCR estaria en la identificacion de pacientes
con alto riesgo de recurrencia.

Previamente al inicio del tratamiento con 5-FU, se recomienda la determinacion de
los niveles de dihidropirimidina deshidrogenasa, enzima principal del metabolismo de la
fluoropirimidina (10). La edad considerada sola no ha demostrado valor predictivo a favor
o en contra del tratamiento, aunque la toxicidad del tratamiento se incrementa con la
edad. Por esto, se recomienda valorar la indicacion de terapia en el contexto del riesgo de
recurrencia, la esperanza de vida y las comorbilidades presentes.

En base al riesgo de recurrencia, en el estadio III estaria indicado la QT con una
combinaciéon de fluoropirimidinas (5-FU o capecitabina) con oxaliplatino, durante un
periodo de 3 a 6 meses segtin el esquema aplicado y el subgrupo especifico de riesgo (T1-3,
N1;T4;N2).

En pacientes con estadio II de bajo riesgo, no se recomienda QT solo seguimiento, y en
pacientes con estadio II de riesgo intermedio se recomiendan 6 meses de fluoropirimidinas
(sinoxaliplatino). Finalmente, en estadio II de alto riesgo, se recomienda la adicién de
oxaliplatino, independientemente del estado de la inestabilidad de microsatélites. La
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terapia adyuvante debe iniciarse tan pronto como sea posible después de la cirugia, y no
mas tarde de 8 semanas.

Seguimiento del cancer de colon localizado

El objetivo principal del seguimiento es identificar de forma precoz las recaidas, ya que
entre un 30 % - 50 % de los pacientes con cancer de colon localizado presentardn una
recaida y morirdn por la enfermedad. Se recomienda un seguimiento intensivo en los
primeros tres afios después de la cirugia y continuar la vigilancia hasta los 5 afios después.
Las pruebas indicadas en el seguimiento son:

— Determinacion de CEA:cada 3-6 meses en los tres primeros afios y cada 6-12 meses
hasta 5 afios después de la cirugia.

— TC toraco-abdomino-pélvico: cada 6-12 meses en los tres primeros afios y cada 12
meses hasta 5 afios después de la cirugia.

— Colonoscopia: a partir del afio de la cirugia y si no hay hallazgos realizar cada 3-5 afios.
Cancer colorrectal metastasico

En el momento del diagnostico, sobre un 20 % de los pacientes van a presentar metdstasis
y, entre los pacientes que presentaron enfermedad localizada, hasta un 50 % desarrollaran
metdstasis. La principal localizaciéon de las metdstasis es el higado, seguido del pulmon,
peritoneo y metdstasis linfaticas a distancia. La enfermedad metastdsica suele ser no
curable y la mediana del tiempo de supervivencia no excede los 30 meses (17, 18).

Manejo de la enfermedad resecable o enfermedad potencialmente resecable

La cirugia es el tratamiento de eleccion en los pacientes con metdstasis resecables y criterios
prondsticos favorables, sin que sea necesario afiadir terapia sistémica. Solo se recomienda
anadir QT perioperativa que incluya oxaliplatino cuando el prondstico es incierto (17).

En el caso de metdstasis potencialmente resecables, se recomienda un régimen
QT dirigido a obtener una alta respuesta. Los anticuerpos antiEGFR estdn indicados
adicionalmente a la doble QT en pacientes con CCR de lado izquierdo sin mutacién RAS.
En pacientes con CCR del lado derecho y sin mutacion RAS presente, el tratamiento de
eleccion es el doblete de QT con o sin bevacizumab. En casos seleccionados pueden estar
indicados los anticuerpos anti-EFGR afiadidos al doblete de QT o el triplete de QT con o
sin bevacizumab. En el caso de pacientes con RAS mutado, se indicard doble o triple QT
con o sin bevacizumab (18).

Elmanejo especifico para cada paciente debe ser discutido en equipos multidisciplinares
de profesionales expertos en CCR y revisado periddicamente a través de revaluaciones
radioldgicas que permitan valorar la posible aplicacion de cirugia u otras técnicas para el
tratamiento local de la enfermedad (17).

Manejo de la enfermedad metastasica avanzada

En esta fase avanzada de la enfermedad, ademds de los tratamientos anteriormente
indicados, leucovorin/fluoropirimidinas (o su profarmaco, capecitabina) en combinacién
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con oxaliplatino, se afiaden otras opciones terapéuticas, ya sean otros citotéxicos como el
irinotecan o farmacos dirigidos a una diana especifica, anticuerpos monoclonales entre los
que se encuentran los farmacos anti-EGFR (cetuximab y panitumumab), contra la ruta
VEGF (bevacizumab, ramucirumab o aflibercept) o de unién a PD1 (pembrolizumab) (17).

Para decidir la mejor terapia en enfermedad metastdsica avanzada es necesaria
la caracterizacion de las mutaciones RAS y BRAF en la biopsia del tumor. También
se requiere la determinacion del estado del tumor con respecto a MSI/dMRI. Estos
marcadores farmacogendmicos estdn aprobados por las agencias del medicamento y
son de andlisis obligado (segun ficha técnica) para el uso de diferentes farmacos como el
cetuximab, el panitumumab o la inmunoterapia en el tratamiento de pacientes en fases
metastasicas (19, 20).

Localizado en el recto

Elmanejo del cancer localizado en el recto dependerd del riesgo de recurrencia, establecido
en base a los hallazgos descritos en la resonancia magnética (21):

— cT1INO muy precoz, de bajo grado (G1/G2): procedimientos dirigidos a la escision
local del tumor son apropiados como aproximacion Unica de manejo en tumores
“tempranos” Si la evaluacion pTNM es desfavorable después de la escision
local, la quimioterapia adyuvante (QTA) no ha demostrado beneficios anadidos.
La radioterapia (RT) local podria ser una alternativa a la cirugia local, sola o
combinada con QT.

— Céncer precoz no candidato a escision local [T1-cT2; cT3a/b si medio o alto, NO (o
cN1sialto),fascia mesorectal limpia, sin invasion venosa extramural |: se recomienda
escision mesorectal total radical (extirpacion de toda la grasa mesorectal y de todos
los nédulos linfaticos) por el alto riesgo de recurrencia.

— Cancer intermedio/localmente mas avanzado [cT3a/b (muy bajo recto, elevadores
limpios, fascia mesorectal limpia) o cT3a/b en recto medio o alto, cN1-2 (no
extranodal),sininvasion venosa extramural) (22): Elusode QTy RT concocomitante
con la opcién de realizar un tratamiento neoadyuvante (administracion de QT
antes de la cirugia) ha demostrado un disminucién del desarrollo de metéstasis a
distancia y una mayor tasa de respuesta completa patoldgica.

— Cancer rectal localmente avanzado (>cT3b, con invasiéon venosa extramural),
caracterizada como la presencia de invasion vascular y subestadios T3 avanzados
(T3c/T3d) en la RNM. Segtin un ensayo de Reino Unido (UK CRO07) se sugiere
que la escision mesorectal completa con un margen circunferencial de resecciéon
negativo permitiria mantener en el 5% las tasas de recurrencia sin la administracion
de RT previa a la cirugia.

— Cancer de recto no resecable (22) Los tumores que afectan a estructuras adyacentes
no resecables como el sacro proximal, la pared pélvica lateral, el suelo pélvico, la
prostata o la vejiga urinaria no se consideran éptimos para la reseccion completa
y curativa. Un ensayo aleatorizado que comparaba RT frente a CRT mostré
resultados favorables a favor de la CRT. Ademas, un ensayo ha mostrado beneficio
en la supervivencia a 3 afios en pacientes tratados con RT de curso corto y QT de
consolidacion basada en oxaliplatino.
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1.3. Prevalencia, incidencia y poblacion diana
Prevalencia e incidencia del CCR

El CCR ocupa el tercer lugar entre los tumores diagnosticados en hombres y el segundo
lugar en mujeres, de forma que representa un 10 % de todos los diagndsticos de cancer
a nivel mundial, con 1,1 millones de casos nuevos por afio. En cuanto a la mortalidad, se
estima que causa 600.000 muertes a nivel global cada afio, por lo que supone la segunda
causa de muerte por cancer (10, 17).

En la Unién Europea (UE), la tasa de mortalidad se encuentra entre 15-20 muertes
por cada 100.000 hombres y entre 9-14 muertes por 100.000 mujeres. En cuanto a
la supervivencia agrupada a 5 afios, la cifra para hombres es del 46.8 %, mientras que
para mujeres es del 48.4 % (10). La mortalidad en Europa ha decrecido desde el 2012,
principalmente debido a los programas de cribado y a la mejora de las alternativas
terapéuticas (17).

En Espaiia, el CCR es el segundo cdncer con mayor prevalencia tanto en hombres
como en mujeres. Segun las previsiones de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
(SEOM) para el afio 2024, los canceres més frecuentemente diagnosticados en Espafia
serian los de colon y recto con 44.294 nuevos casos (27.009 en hombres y 17285 en
mujeres). En cuanto a mortalidad, en el afio 2022 el nimero de fallecimientos por cédncer
de colon y recto fue de 11.142 personas, siendo el segundo tumor con mas muertes por
detras del cancer de pulmon (22.727 fallecimientos) (23). Un estudio de costes asociados
al CCR en Espaiia estim6 en 986 millones de euros el coste derivado de la atencién al
CCR. Los costes estaban fuertemente influenciados por el estadio al diagnostico, siendo
la mediana del coste total en los estadios I-II1 de 8.458,8€ y en el estadio I'V de 28.700,7€
(24).

¢ Cual seria la poblacién diana? ;Cuantos pacientes constituyen la poblacién diana?

La BL busca realizar una estratificacion precoz y mds precisa de los pacientes con CCR en
grupos de alto y bajo riesgo de recidiva, a través de la identificacion en la sangre de material
procedente del tumor. Ademds, en base al resultado obtenido se puede personalizar el
tratamiento sistémico adyuvante al identificar a aquellos pacientes que, por la composicion
genética del tumor, pueden beneficiarse o no de los tratamientos existentes (25-30). Por lo
tanto, la poblacion diana serian las personas diagnosticadas de CCR en estadios I-11I, para
identificar recidivas lo més precozmente posible, y personas con estadio avanzado para
identificar marcadores farmacogendmicos que guiardn las terapias indicadas en esta fase
de la enfermedad.

En Espafa, segtin datos del Observatorio del Cancer de la Asociacion Espafiola contra
el Cancer (AEC), en el afio 2023 se diagnosticaron 40.203 nuevos casos de CCR (13). El
porcentaje de pacientes diagnosticados en cada uno de los estadios es variable. Alrededor
del 60-75 % de los pacientes son diagnosticados en estadios localizados y regionales
(estadios I-IIT) (31), mientras que el 15-30% de los pacientes presenta enfermedad
metastésica (estadio IV) en el momento del diagnéstico. Ademads se estima que hasta un
20-50 % de los con enfermedad inicialmente localizada acaban desarrollando metdstasis
(18).
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2. La prueba 0mica: biopsia liquida

2.1. Caracteristicas técnicas de la biopsia liquida
Definicién de biopsia liquida

El término de BL fue acuiiado por Pantel K y Alix-Panabieres C en 2010 (3) para el
analisis de CTC en la sangre. Estas CTC son células cancerosas que el tumor primario o
sus metdstasis liberan a la circulacion. Algunas de las células que el tumor libera al torrente
sanguineo presentan las caracteristicas de las células madre (stem cells), por lo que reciben
el nombre de células tumorales stem circulantes (CTSC) (32).

Actualmente la denominacién de BL no solo engloba el estudio de las CTC sino
también la utilizacién de material circulante derivado del tumor, que se encuentra en
sangre, orina..., para obtener informacion diagndstica a cerca del tumor (33). Este
material incluiria, ademds de las CTC/CTSC, el ADNtc y otros productos derivados del
microambiente tumoral como el ARNTtc, vesiculas extracelulares o plaquetas educadas por
el tumor (28). Por lo tanto, la BL es un concepto muy amplio que de forma general abarca
el andlisis de los dcidos nucleicos circulantes, las células tumorales o productos derivados
de las células como los exosomas, con la intencidén de caracterizar molecularmente los
tumores y utilizar esa caracterizacion para guiar la toma de decisiones clinicas (29).

Este informe aborda las pruebas dirigidas a la identificacion de ADNtc,la identificacion
de patrones de metilacién en el ADNtc o la identificacion de CTC en muestras de sangre.

Identificacion de ADNtc

En el plasma o el suero, se pueden encontrar vesiculas extracelulares, proteinas, ADNtc,
ARNtc, ARN mensajero (ARNm) y plaquetas educadas en tumores (TEP) (2).

En circunstancias normales existe ADN libre circulante (ADNIc) en el torrente
circulatorio, que son fragmentos de ADN de pequefio tamafo que se liberan a la circulaciéon
cuando se produce la muerte celular. La existencia de algin proceso oncolégico en marcha
implica la liberacion al torrente circulatorio de fragmentos de ADN procedentes del tumor
(ADNTtc). Por tanto, la fraccion de ADNIc que proviene de células tumorales, es la referida
como ADNtc. Este ADNtc contiene mutaciones especificas de las células tumorales
que no estdn presentes en el ADN de las células somadticas y tiene una vida media de
aproximadamente 2h, lo que permite su utilizacion como biomarcador de la presencia del
tumor (34). Menos del 1 % del ADN total presente en la sangre representaria ADNtc.
Ademds, la relacion ADNtc/ADNIc varia en funcion del estadio tumoral y respuesta a la
terapia (0.01 % - 90 %) (35).

El ADNtc puede ser analizado para identificar las alteraciones presentes en el tumor
a nivel de secuencia, de conformacién del ADN o los patrones de metilaciéon, ademds de
cuantificar su presencia (36).

Se han desarrollado dos métodos para el andlisis de ADNtc: técnicas que informan a

partir del tumor (tumor-informed techniques) y técnicas independientes del tumor (tumor-
agnostic o tumor-naive techniques):
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— En las técnicas que dependen del tumor (por ejemplo: prueba Signatera o método
Safe-SeqS), primero se identifican mutaciones somaticas en el tejido tumoral,
para a continuacion identificar secuencias especificas de ADN usando un ensayo
personalizado (34). Para realizar el perfil genético inicial la mayoria de las pruebas
utilizan la secuenciacion de alto rendimiento (NGS) o la secuenciaciéon de genoma
completo de una muestra del tejido tumoral resecado. Una vez que las alteraciones
genéticas Unicas del tumor son identificadas, se utilizan pruebas basadas en PCR
o paneles personalizados de NGS para monitorizar el ADNtc. Las diferentes
pruebas difieren en los umbrales utilizados para considerar una muestra positiva,
lo que puede influir en la sensibilidad y especificidad de la prueba. Por otro lado,
el centrarse en mutaciones identificadas previamente incrementa la cobertura de
las alteraciones consideradas de interés, aumentando la sensibilidad. Ademas, al
ser un test informado por el tumor, se incrementa la especificidad reduciendo la
posibilidad de identificar ADN no procedente del tumor, como el procedente de la
hematopoyesis clonal de la serie blanca de la sangre (37).

— En el marco no dependiente del tumor, el anélisis del ADNtc se realiza sin conocer
el perfil molecular del tejido tumoral del paciente (por ejemplo: prueba Plasma
SeqSensei™ o ensayo de Guardant Reveal) (34). Estos ensayos generalmente
usan la plataforma NGS y segun la prueba, utilizan diferentes estrategias para
incrementar la sensibilidad y especificidad. Se estima que las técnicas de deteccion
tipo NGS permiten la deteccion de moléculas de ADN mutado en concentraciones
entre 0.02 y 0.1 % del total del ADN estudiado (38) (32).

Identificacion de células tumorales circulantes

En la fraccion celular de la sangre se pueden identificar CTC, células inmunitarias
circulantes (CIC) y células endoteliales circulantes (CEC), asi como fibroblastos asociados
al cancer (CAF) (2).

Las CTC son células que se liberan en la sangre a partir de los tumores. Pueden
encontrarse aisladas o formando agregados con fibroblastos, plaquetas, etc., que las
protegen del estrés oxidativo y del sistema inmune. La mayoria de estas células perduran
en la circulacion solo 1 - 2,5 horas antes de ser destruidas por el sistema inmune. Las
que consiguen evadir el sistema inmune, pueden sobrevivir y crecer en localizaciones
metastésicas distantes (39, 40).

Dado que las CTC son las células originarias de las metdstasis, su analisis puede permitir
la deteccion de subclones agresivos con alto potencial metastdsico con mayor probabilidad
que el andlisis de biopsias de tejido u otros analitos como el ADNtc (liberado de células
no viables). Sin embargo, debido a su bajo nimero en los diferentes fluidos corporales es
necesario su enriquecimiento antes de proceder a su andlisis. Su concentracion puede ser
tan baja como 1 CTC por cada 100 millones de leucocitos, por lo que su aislamiento es
relativamente complicado (32).

Existen varios métodos de deteccion de CTC que se dividen principalmente en dos
categorias:

1. Independientes de antigenos. La seleccion se basa en propiedades fisicas como

el tamarfio, carga, densidad o elasticidad de las células. La técnica de deteccion
de acidos nucleicos (principalmente del ARNm ya que su presencia sefiala la
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presencia de células viables) con la reacciéon en cadena de la polimerasa de la
transcriptasa inversa (RT-PCR) se considera la mds sensible. Esta técnica es rapida
y requiere una pequefia cantidad de sangre, pero es un método indirecto porque es
necesaria la lisis de las CTC, con lo que no es posible contar el nimero de CTC, ni
conservar las células para un andlisis molecular posterior. Desafortunadamente, su
especificidad es baja porque existe un nimero alto de resultados falsos positivos
por contaminaciéon o porque los genes diana también pueden encontrarse en
células no tumorales. Otra limitacidn para su uso en el entorno clinico es la falta de
estandarizacién y de reproductibilidad (32).

Entre las técnicas indirectas estarian también los ensayos de proteinas (por ejemplo,
el EPISPOT).

2. Dependientes antigenos. La seleccion se basa en la expresion diferencial de
antigenos respecto a las células normales. Entre los métodos de deteccién directa
destaca la separacion inmunomagnética que utiliza la unién de un anticuerpo con
un marcador (proteina) en la superficie de las CTC. Estos anticuerpos se conjugan
con unas perlas magnéticas y las CTC son separadas del resto de células sanguineas
mediante una fuerza magnética (tecnologias CellSearch® de Janssen Diagnostics,
LLC, IsoFlux™ Liquid Biopsy System de Fluxion Biosciences, Inc., Adna-Test™ de
AdnaGen AG, MACS™ de Miltenyi Biotec, MagSweeper™, etc.) (32).

Otros métodos directos son, por ejemplo, la separacion inmunoldgica mediante la
unién de un anticuerpo a un sustrato solido, la captura microfluidica, la seleccién basada
en la morfologia celular o en las caracteristicas fisicas de las CTC independientemente
de los marcadores celulares, como son la filtracién basada en el tamafio, la separacion
dielectroforéticaolacentrifugacionengradiente de densidad;yelandlisisinmunocitoquimico
(32).

Consideraciones técnicas respecto a las pruebas de identificacion de ADNtc y CTC

Un articulo del National Cancer Insitute de EE. UU. sefiala aspectos a considerar que
pueden afectar tanto la validez clinica y analitica como la utilidad clinica de los ensayos
basados en el ADNtc. El articulo clasifica estos aspectos en variables preanaliticas,
caracteristicas de los ensayos y andlisis bioinformatico (41).

Requerimientos en cuanto a personal y nivel asistencial

Las pruebas serdn empleadas principalmente en el 4mbito de atencion especializada a
pacientes oncoldgicos.

Segun la declaracion de consenso del 2019 de la Sociedad Espafiola de Patologia
(SEP) y de la SEOM, los profesionales que administren las pruebas deberdn cumplir con
los requerimientos de conocimiento, funcionamiento y entrenamiento relativos a cada una
de las fases en las que se ha dividido el desarrollo de las pruebas de BL (42):

— Fase preanalitica: los requerimientos estdn relacionados con el tipo de muestra, su
recogida, manejo y almacenamiento

— Fase de ensayo: los requerimientos estardn relacionados con el tipo de prueba que
se vaya a utilizar (PCR en tiempo real o digital o NGS)
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— Fase de analisis bioinformatico

Respecto a la interpretacion de los resultados, este consenso SEP-SEOM ha sefialado
la necesidad de crear comités moleculares de tumores, que incorporen profesionales de
diferentes disciplinas (anatomia patoldgica, oncologia, biologia molecular, etc.) para
abordar las pruebas genéticas dirigidas a tumores. Estos comités ayudardn en el anélisis de
los resultados de la prueba y de su contextualizacién en el manejo del paciente (42).

Instalaciones requeridas para la realizacion las pruebas

El consenso de SEP y SEOM sefiala la importancia de que las instalaciones donde se
realizan las pruebas dispongan de programas externos de control de calidad, que abarquen
tanto la fase preanalitica como las metodologias de cuantificacion y genotipado (42).

2.2. Finalidad asistencial de las pruebas de identificacion de
ADNtc o de CTC

En el manejo de los tumores sdlidos, la cirugia suele ser el primer nivel de tratamiento con
intencion curativa. En ocasiones, después de la cirugia se puede considerar la QT sistémica
o la RT. El papel de los biomarcadores moleculares seria ayudar en la toma de decisiones
sobre la alternativa terapéutica mas apropiada (38). La presencia de EMR se define como
cancer que persiste en un paciente después del tratamiento y que no se puede detectar
con las modalidades de imédgenes médicas actuales y, por lo tanto, es una etapa oculta
de la progresion del cancer (43). Es decir, se trataria de micro-metéstasis no detectables
clinicamente que contintan presentes después de haber realizado un tratamiento definitivo,
como la cirugia o terapia sistémica adyuvante, que podrian causar la recurrencia del cancer
(33,34).

La probabilidad de EMR aumenta con el estadio del cdncer, debido a una mayor carga
tumoral, y por ende la probabilidad de recidiva. Esto supone el mayor obstaculo en el
manejo de la enfermedad dado que mds de la mitad de los pacientes son diagnosticados en
estadios avanzados Il y IV (14).

Un aumento en la deteccidon y monitorizacion de la EMR podria mejorar la adecuacion
del tratamiento, permitiendo una intervencion precoz de las recidivas y/o metéstasis, lo
cual impactaria en el prondstico y calidad de vida de los pacientes.

La guia ESMO de manejo del CCR localizado, publicada en 2020, recogia que la
determinacion del ADNtcdespués de la cirugia muestra algtiin beneficio en la determinacion
del riesgo de recurrencia (10). Por lo tanto, la deteccién de ADNtc podria considerarse
de forma complementaria al estdndar de tratamiento para ayudar en la decision sobre la
indicacién de tratamiento adyuvante en casos dificiles. Sin embargo, no recomienda el uso
rutinario del ADNtc en la identificacion de EMR ya que considera que es necesaria mas
evidencia sobre su utilidad clinica (29, 38).

De acuerdo al MedTechBrief de la NICE referente a la prueba Signatera™, este test no
se utiliza de forma rutinaria en su Servicio Nacional de Salud (NHS). Los cinco expertos
que revisaron el documento indicaron que falta la evaluacion de la utilidad clinica del test
en estudios prospectivos que demuestren el valor del ADNtc para indicar la QT. Mientras
no exista esta evidencia, la indicacion de QT debe realizarse siguiendo los hallazgos
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radioldgicos. Esto les parece de relevancia, porque realizar la prueba y no administrar
tratamiento a pesar del resultado positivo puede tener consecuencias negativas para el
paciente (38).

Los usos de las pruebas de identificacion de ADNtc o de CTC en sangre que se
evaluardn en este informe serdn, por una parte, como biomarcadores en el contexto de la
valoracién prondstica de los estadios I-111 y su uso para guiar la QT después de la reseccion
quirurgica y, por otra parte,su uso en el andlisis de farmacogendmica para la determinacion
de mutaciones en el gen RAS en estadio IV de CCR, previo al tratamiento con anticuerpos
anti-EFGR.

2.3. Tecnologias relacionadas con las pruebas de identificacion de
ADNtc o de CTC

Descripcion de las pruebas de referencia

La BL representa una alternativa a la biopsia del tejido del tumor primario y/o de sus
metdstasis. Entre las limitaciones de la biopsia de tejido sdlido reflejadas en la literatura se
encuentra que es un método invasivo e incomodo, que puede conllevar un alto riesgo de
eventos adversos. Ademds, pueden ser dificiles de realizar segun la localizacion del tumor.
Esto es de especial importancia cuando el tumor progresa y no se puede realizar un perfil
genomico debido a limitaciones en la obtencion de nuevas muestras de tejido tumoral.
El andlisis de tejido solo incluird las lesiones tumorales ya detectadas. En ocasiones, es
necesario biopsiar diferentes localizaciones del tumor para poder captar la heterogeneidad
tumoral. Se ha visto que hasta en el 25 % de los casos la biopsia realizada en el tejido sélido
inicial es inadecuada para el andlisis molecular. También se ha sefialado como limitacién el
alto coste econémico de la biopsia de tejido (2,32,42,44,45).

La sencillez en la realizacion de la BL y el anélisis potencial del perfil molecular del
tumor sin el sesgo de seleccion que conlleva el muestreo del tejido tumoral, ya que las
mutaciones que confieren mayor agresividad pueden estar presentes tan solo en algunas
de las lesiones, son algunas de las ventajas asociadas a la técnica. Ademds, comparado con
las biopsias quirurgicas, la recogida de muestras es menos costosa y se puede realizar de
forma seriada permitiendo monitorizar la efectividad del tratamiento y la progresion de
la enfermedad. Por lo tanto, la tecnologia de BL tiene el potencial de proporcionar una
mejor comprension de la enfermedad y superar las limitaciones de la recogida de muestras
de tejido de una unica lesién en un tnico sitio anatémico (46). Otras ventajas se asocian
con una mayor seguridad para el paciente y con un menor tiempo de procesamiento de la
muestra respecto a la biopsia en tejidos (47).

Ademads de la caracterizacion del tumor, la BL se propone como una fuente de
informacién complementaria para el diagnéstico y estratificacion del CCR (48,49) a través
de la identificacién de la EMR (50). Actualmente el seguimiento de los pacientes se basa
en la determinaciéon de biomarcadores como el CEA y en la realizacion de pruebas de
imagen como la TC. La sensibilidad de estas técnicas es limitada. La literatura indica que
el CEA no es efectivo para detectar recidivas en estadios tempranos, siendo la sensibilidad
del 50-80 % vy la especificidad >80 %,y que la adiccion de la TC tampoco parece aportar
beneficios adicionales, teniendo que considerar ademads, los efectos secundarios de la
exposicion a la radiacién (51-53).
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Tipo de tecnologia en relacion con tecnologias previas

En el caso de la valoracién prondstica, las pruebas de identificacion de ADNtc o CTC
serian complementarias a las escalas de valoracion pronéstica utilizadas actualmente en la
clinica (estadiaje, perfil molecular...).

En el caso del andlisis farmacogendmico, las pruebas de identificacion de mutaciones
en gen RAS en las muestras de sangre podrian ser sustitutorias de la determinacion de la
mutacion en la muestra de tejido tumoral.

2.4. Grado de desarrollo y aspectos relativos a la regulacion y
financiacion de la prueba émica

¢En qué fase de desarrollo se encuentra la biopsia liquida respecto al CCR?

El auge en la investigacion de la técnica de BL se refleja en el elevado numero de ensayos
clinicos que se estdn llevando a cabo. Una revision publicada en 2022 sobre los posibles
usos de BL en cancer, identificé 1129 ensayos clinicos registrados en la base de datos de
la U.S. National Institutes of Health (clinicaltrials.gov) y unos 241 en la base de datos de la
European Medicines Agency (EMA) (fecha de busqueda del 25-02-2021) (54).

Las principales pruebas en el &mbito de la BL son las relacionadas con la deteccion
de ADNtc y de CTC en sangre. En relacién a estas dos pruebas, en el afio 2020, habia
registrados mds de 557 ensayos en la web del National Cancer Institute (NCI). Ademas, la
utilidad clinica de la deteccién de CTC y ADNtc se estd investigando a través de diferentes
estudios de intervencion (28).

Desde el afio 2019, la Food and Drug Administration (FDA) ha incorporado a su
Programa para Dispositivos Innovadores varios test dirigidos a la identificacion de ADNtc.
Entre estos, se encuentran el test Signatera™ de Natera. Ademas, en diciembre de 2022
autorizé el primer test dirigido a la identificacion de ADNtc en cdncer de pulmén de célula
no pequena (55). Medicare, el programa de cobertura médica para mayores de 65 afios de
los EE. UU., incluye en su financiacion pruebas de identificacion de ADNct de Natera Inc
y Guardant Inc dirigidas a la identificacion de EMR en pacientes con CCR, entre otros
tumores (56)

Las pruebas objeto de este informe se clasificarian en el nivel 9 de la escala de
madurez tecnoldgica TRL (7echnology Readiness Level),que es el nivel que se asigna a las
tecnologias cuando ya han sido comercializadas.

Regulacion: licencias y autorizaciones

Las pruebas de BL se encuentran englobadas en la categoria de productos sanitarios para
diagnéstico in vitro (PSDIV), que se regulan de acuerdo a lo establecido en el Reglamento
(UE) 2017/746, del Parlamento europeo y del Consejo de 5 de abril de 2017, sobre los
productos sanitarios para diagnoéstico in vitro.

Ademas, en Espafia, se aplica el Real Decreto 1662/2000, de 29 de septiembre, por el

que se regulan los PSDIV, a aquellos aspectos en los que esté justificado y no contravengan
el citado Reglamento.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 35


http://clinicaltrials.gov

Sin embargo, actualmente siguen existiendo en el mercado productos que cumplen
con la anterior Directiva 98/79/CE por encontrarnos en un momento de transicion hacia
el Reglamento (UE) 2017/746. Las pruebas de BL se clasificarian como “otros productos
de uso profesional” de acuerdo a la directiva, donde es el propio fabricante el que auto-
certifica que sus productos cumplen con la normativa, sin la intervenciéon de un Organismo
Notificado (ON) que evalie dicha conformidad.

Este tipo de PSDIV clasificados como “Otros” no tienen obligaciéon de notificarse
al Registro de comercializacion de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS), por lo que no es posible conocer los PSDIV englobados dentro de
las pruebas de BL que se encuentran comercializados en Espaia.

En todo caso, estos PSDIV deben disponer de una declaraciéon de conformidad
del fabricante, conforme a la Directiva, con fecha previa al 26 de mayo de 2022; de un
etiquetado e instrucciones de uso en espafiol, necesario para comercializarse en Espaiia,
que debe contener todos los datos obligatorios segtn la legislacion.

Con el nuevo Reglamento (UE) 2017/746, sin embargo, los PSDIV se clasificaran
segun su finalidad y riesgos inherentes en 4 clases: D, C, B y A, de mayor a menor riesgo.
Solo los de menor riesgo, clase A no estériles, serdn de auto-certificacion por el fabricante,
mientras que para el resto se exigird la participacion de un ON que emita un certificado

UE de conformidad.

Las pruebas de BL pasardn a considerarse productos de clase C, por lo que cuando
finalice el plazo transitorio, el 31 de diciembre de 2028, deberdn ser conformes al nuevo
Reglamento y disponer de una declaracion de conformidad del fabricante; de un certificado
CE emitido por un ON que habrd evaluado el producto y del etiquetado e instrucciones
de uso en espaiol, para poder comercializarse en Espafia con todos los datos obligatorios
(anexo I capitulo III).

El periodo transitorio estard vigente para aquellos PSDIV que cumplan las condiciones
legalmente establecidas, que incluyen una serie de requisitos en distintas fechas, que se
exponen a continuacion:

a) dichos productos siguen cumpliendo lo dispuesto en la Directiva 98/79/CE.

b) no hay cambios significativos en su disefio ni en su finalidad prevista.

c) los productos no presentan un riesgo inaceptable para la salud o la seguridad de

pacientes, usuarios u otras personas, 0 para otros aspectos de la proteccion de la

salud publica.

d) a mas tardar el 26 de mayo de 2025, el fabricante ha puesto en marcha un sistema
de gestion de la calidad.

e) el fabricante o el representante autorizado ha presentado al ON una solicitud
formal para la evaluacion de la conformidad de un producto a fecha 26 de mayo

de 2026.

f) el ONy el fabricante hayan firmado un acuerdo escrito el 26 de septiembre de 2026.
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Por lo anterior, no es posible conocer de forma exhaustiva que pruebas estidn
comercializadas en Espafia. A nivel europeo, tampoco es posible conocer de forma
exhaustiva que pruebas disponen de certificado CE para su comercializacion en la UE. En
el momento de elaborar este informe ninguna de estas pruebas estaba registrada en la base
de datos EUDAMED ni bajo el actual reglamento (PSDIV, clase C) ni bajo el anterior
reglamento (PSDIV, clase general), ya que por el momento no es obligatorio el registro en
EUDAMED (57).

Financiacién de la tecnologia en la cartera de servicios del Sistema Nacional de Salud

Las pruebas de BL estdn enmarcadas en el Catdlogo Comun de Pruebas Genéticas y
Genodmicas aprobado por el Consejo Interterritorial del 23 de junio de 2023 y modificado
el 11 de octubre de 2024 (58).

El catdlogo recoge, como tipo de muestra a utilizar para el andlisis genético, la biopsia
liquida o el tejido tumoral en cdncer de pulmén no microcitico subtipo no escamoso o
en no fumadores avanzado/metastdstico de novo o recaida después de enfermedad
locoregional para evaluar la respuesta al tratamiento. También se recoge como opcién en
cancer de mama avanzado RH positivo HER?2 negativo cuando la situacion clinica de la
paciente impida volver a biopsiar el tejido. No estdn incluidos otros tipos tumorales ni
otras indicaciones en el catdlogo. No obstante, dicho catdlogo se actualiza periédicamente
desde un punto de vista técnico.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 37



3.

3.1.

Alcance, objetivos y usarios

Alcance del informe

Las pruebas de BL evaluadas en este informe son las referidas a la deteccion de
CTCy de ADNtc en sangre periférica.

Se estudiara el valor prondstico de las pruebas en el seguimiento de los pacientes
con CCR en estadios I a III, 1a utilidad clinica en la seleccién de pacientes para
QT en estadios II-111 y la validez para la identificacion de pacientes en estadio IV
susceptibles de tratamiento anti-EFGR.

Se analizard el posible impacto econdmico y organizacional derivado de la
incorporacion de los test de BL (pruebas de identificacién de CTC y ADNtc) a la
préctica clinica habitual.

El informe no contemplard el andlisis de la utilidad clinica de las pruebas de

identificacién de CTC y ADNtc para el cribado y diagndstico precoz de pacientes con
CCR. Tampoco se realizardn recomendaciones de practica clinica sobre las pruebas de
identificacion de CTC y ADNtc en el manejo de CCR.

3.2. Objetivos

El objetivo principal es evaluar el uso de las pruebas de detecciéon de CTC y ADNtc en el
manejo del CCR frente a la practica clinica habitual.

38

Los objetivos especificos serian:

Evaluar el valor prondstico de las pruebas de deteccion de CTC y ADNtc para
la deteccién de la EMR tras la cirugia total o parcial, frente a la préctica clinica
habitual (marcadores tumorales), en pacientes con CCR en estadios I-III en fase
de seguimiento y previamente a la administraciéon de QT.

Evaluar la utilidad clinica, en términos de efectividad y seguridad, de las pruebas
de deteccion de CTC y ADNitc, para la identificacion de pacientes con CCR en
estadios II-11I susceptibles de QT, frente a la practica clinica habitual.

Evaluar la validez clinica, en términos de efectividad y seguridad, de las pruebas
de deteccion de CTC y ADNTtc respecto a la biopsia de tejidos en la deteccién de
marcadores farmacogendmicos para la seleccion del tratamiento con anticuerpos
anti-EFGR en pacientes con CCR en estadio IV avanzado.

Evaluar el coste-efectividad y el impacto organizativo de la incorporaciéon de
las pruebas de deteccién de CTC y ADNtc al manejo de pacientes con CCR en
estadios II-III previo a la indicaciéon de QT,y en estadio IV previo a la indicaciéon
de anticuerpos anti-EFGR.
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3.3. Usuarios

El presente informe estd dirigido tanto a la Comision de Prestaciones, Aseguramiento y
Financiacion (CPAF), como apoyo a las decisiones sobre el catdlogo de pruebas genéticas
y gendmicas del SNS, como a profesionales clinicos del SNS involucrados en el manejo
diagndstico y terapéutico del cdncer CCR.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 39



4. Método

El informe se realizé siguiendo la metodologia descrita en la “Guia para la elaboracién
y adaptaciéon de informes rdpidos de evaluaciéon de tecnologias sanitarias” (59),
complementada con la metodologia propuesta por la “Guia de procedimientos y métodos
para evaluacién de pruebas de dmicas” (36).

Las consideraciones econdmicas se evaluaron mediante la revision de estudios de
coste-efectividad.

Para valorar las cuestiones organizativas se realiz6 una revision de la informacion
recuperada en los estudios incluidos en los apartados de efectividad, seguridad y coste-
efectividad, y también se considero la informacion recuperada en la busqueda bibliografica
global.

4.1. Estrategia de busqueda bibliografica

Para dar respuesta a los objetivos de este informe se disefié una estrategia de busqueda
bibliografica especifica en las principales bases de datos y repositorios de literatura: bases
de datos especializadas en revisiones sistemdticas e informes de evaluacion y organismos
elaboradores de GPC, bases de datos generales y bases de datos de proyectos de
investigacion en marcha, que se especifican en la tabla 1.

Tabla 1: Bases de datos bibliograficas de literatura biomédica

Tipos Bases

Cochrane Library (Wiley)
International HTA database

Bases de datos especializadas en revisiones RedETS
sistematicas, informes de evaluacién y guias G-I-N
de practica clinica NICE

Sociedades relacionadas®

Medline (Ovid)

Embase (Ovid)

Web of Science Core Collection (All editions, Clarivate Analytics)
suscripcion Fecyt

Bases de datos generales

ClinicalTrials.gov
Bases de datos de proyectos de ICTRP (OMS)

investigacion en curso
9 REec

ancluye: Scottish Intercollegiate Guidelines Network (SIGN), National Comprehensive Cancer Network® (NCCN), American Society of Colon and Rectal Surgeons
(ASCR) y European Society for Medical Oncology (ESMO)

Abreviaturas: G-I-N: Guidelines International Network; |\CTRP: International Clinical Trials Registry Platform; OMS: Organizacion Mundial de la Salud; RedETS: Red
de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias; REec: Registro Espariol de Ensayos Clinicos

Fuente: elaboracion propia

En la estrategia de busqueda se emplearon diferentes descriptores y términos libres
como: colorectal, colon, rectal, rectum, cancer, neoplasms, malignancy, carcinoma, tumor,
adenocarcinoma, circulating tumor DNA, plasma DNA, tumor biomarkers, liquid biopsy,
residual disease, minimal residual, minimal disease, residual neoplasms, pharmacogenetic,
pharmacogenomic, entre otros. Las estrategias de busqueda de cada base de datos estdn
recogidas en el Anexo A.
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La busqueda de evidencia se realizé de manera escalonada. En primer lugar, se realizé
una busqueda de revisiones sistematicas e informes de evaluacion (ETS) con el objetivo de
identificar documentos que cubriesen los objetivos fijados en este estudio. Esta biusqueda
no fue limitada por afio de publicacion. Por otra parte, y teniendo en cuenta el periodo
de desarrollo de la tecnologia, en la busqueda de estudios primarios se establecié una
limitacién temporal considerando los ultimos 10 afios, desde 2013 hasta diciembre de 2023.

La busqueda de revisiones sisteméticas e informes de ETS se realiz6 el 09 de enero
de 2023, y la busqueda de estudios primarios el 11 de agosto de 2023. Esta ultima fue
actualizada en diciembre de 2023.

Para complementar el proceso se revisaron las citas bibliograficas referenciadas en los
estudios seleccionados usando la herramienta Citation chaser (60).

Para la revision de estudios en marcha y no publicados se realiz6 una busqueda en
bases de datos de registros de ensayos clinicos como Clinicaltrials.gov, ICTRP y REec.

Para el tratamiento de los resultados se utiliz6 un gestor de referencias bibliograficas,
EndNote desktop 20.6,con el fin de eliminar los duplicados y facilitar la gestion documental.

4.2. Criterio de seleccidon de estudios

La seleccion de estudios fue realizada de acuerdo a los criterios especificados en las
preguntas PICOD (Paciente, Intervencién, Comparador, Variables de resultado) definidas
para contestar a cada uno de los objetivos especificos del informe. Las preguntas se
muestran en las tablas 2,3 y 4, que incluyen también los criterios de seleccion de estudios
en cuanto a disefio, tipo de publicacion, idioma y limite temporal.

Tabla 2: Criterios de seleccion de estudios para evaluacion del valor prondstico

Aspecto considerado Criterio

crEsiiens el Pacientes con diagnéstico de CCR en estadios |-l sometidos a cirugia de reseccion total o parcial

pacientes
Intervencion Pruebas de deteccion de CTC y ADNtc
Comparador Practica clinica habitual: marcadores tumorales

Variables de resultado
Recurrencia, supervivencia libre de enfermedad

Inclusién: revisiones sistematicas, meta-analisis, GPC, estudios con grupo de comparacion:

ensayos clinicos aleatorizados y controlados, estudios cuasi-experimentales, estudios
Disefo del estudio observacionales prospectivos

Exclusion: revisiones narrativas, estudios primarios sin grupo control y estudios primarios

retrospectivos

Inclusién: articulos publicados en revistas con revision por pares, informes de evaluacion de
Tipo de publicacion tecnologias sanitarias y GPC
Exclusién: articulos de opinion, cartas, editoriales y comunicaciones a congresos

Inclusién: inglés y castellano

Idioma L. -
Exclusién: otros idiomas

Inclusién: revisiones sistematicas e informes de evaluacion sin limite temporal. Estudios primarios:
Limite temporal Ultimos 10 anos (desde 2013)
Exclusion: fuera del rango de inclusion

Abreviaturas: ADNtc: ADN circulante tumoral; CCR: cancer colorrectal; CTC: células circulantes tumorales; GPC: guias de practica clinica
Fuente: elaboracion propia
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Tabla 3. Criterios de seleccion de estudios para evaluacion de la utilidad clinica

Aspecto considerado

Criterio

Caracteristicas de los
pacientes

Intervencion

Comparador

Variables de resultado

Disefo del estudio

Tipo de publicacién

Idioma

Limite temporal

Pacientes con diagnéstico de CCR en estadios II-ll sometidos a cirugia de reseccion total o
parcial

Identificacion de CTC y ADNtc para seleccion de pacientes para quimioterapia

Practica clinica habitual (marcadores tumorales, técnicas de imagen, estadiaje clinico, perfil
molecular...)

— FEfectividad (utilidad clinica): mortalidad global y especifica, supervivencia libre de recurrencia,
aceptabilidad y satisfaccion, calidad de vida

— Seguridad: mortalidad especffica y eventos adversos relacionados con la realizacion de la
prueba

Inclusién: revisiones sistematicas, meta-andlisis, GPC, estudios con grupo de comparacion:
ensayos clinicos aleatorizados y controlados, estudios cuasi-experimentales, estudios
observacionales prospectivos

Exclusién: revisiones narrativas, estudios primarios sin grupo control y estudios primarios
retrospectivos

Inclusién: articulos publicados en revistas con revision por pares, informes de evaluacion de
tecnologias sanitarias y GPC

Exclusién: articulos de opinion, cartas, editoriales y comunicaciones a congresos

Inclusién: inglés y castellano
Exclusion: otros idiomas

Inclusién: revisiones sistematicas e informes de evaluacion sin limite temporal. Estudios
primarios: Ultimos 10 afios (desde 2013)
Exclusién: fuera del rango de inclusion

Abreviaturas: ADNtc: ADN circulante tumoral; CCR: cancer colorrectal; CTC: células circulantes tumorales; GPC: guias de practica clinica

Fuente: elaboracién propia

Tabla 4. Criterios de seleccion de estudios para evaluacion de la validez clinica

Aspecto considerado

Criterio

Caracteristicas de los
pacientes

Intervencion

Comparador

Variables de resultado

Disefio del estudio

Tipo de publicacién

Idioma

Limite temporal

Pacientes con diagnéstico de CCR en estadio IV avanzado

Pruebas de deteccion de CTC y ADNtc para el andlisis de marcadores farmacogendémicos
(mutacion RAS y BRAF)

Pruebas de identificacion de mutaciones mediante biopsia de tejido

Rendimiento de la prueba (validez clinica): sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo
Seguridad: falsos positivos, falsos negativos

Inclusién: revisiones sistematicas, meta-analisis, estudios prospectivos con grupo de comparacion

Exclusion: revisiones narrativas, estudios primarios sin grupo control y estudios primarios
retrospectivos

Inclusién: articulos publicados en revistas con revision por pares, informes de evaluacion de
tecnologias sanitarias y GPC

Exclusién: articulos de opinion, cartas, editoriales y comunicaciones a congresos

Inclusién: inglés y castellano
Exclusion: otros idiomas

Inclusién: revisiones sistematicas e informes de evaluacion sin limite temporal. Estudios primarios:
Ultimos 10 afos (desde 2013)
Exclusion: fuera del rango de inclusion

Abreviaturas: ADNtc: ADN circulante tumoral; CCR: cancer colorrectal; CTC: células circulantes tumorales; GPC: guias de practica clinica

Fuente: elaboracién propia
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El proceso de seleccion de estudios fue realizado de manera independiente y ciega
por dos investigadoras. En caso de discrepancia, una tercera investigadora reviso las
referencias y resolvio el conflicto. La seleccion de estudios se realizé utilizando el software
COVIDENCE (61) y siguiendo los criterios de inclusién/exclusion definidos en base a la
pregunta PICOD, ademas de los requisitos en el tipo de publicacidn, idioma y fecha de
publicacién acordados.

El primer cribado se realiz6 a partir del titulo y del resumen. Las referencias
seleccionadas se leyeron a texto completo para proceder a la seleccion definitiva.

4.3. Valoracion del riesgo de sesgo de los estudios

El riesgo de sesgo de los estudios incluidos se evalio utilizando diferentes escalas y
herramientas en funcion del disefio del estudio:

— Escala QUAPAS para los estudios de prondstico (62).
— Herramienta RoB 2 de la Colaboraciéon Cochrane para los ensayos clinicos (63).

— Herramienta QUADAS-2 para los estudios de farmacogenética (validez
diagnéstica) (64).

— Fichas de Lectura Critica (FLC 3.0 de Osteba) para los estudios econémicos (65).

La evaluacion se realiz6 por dos autoras de forma ciega e independiente, resolviendo
los desacuerdos mediante discusion y consenso.

4.4. Sintesis de la evidencia

La extraccion y sintesis de la informacién relevante de los estudios incluidos la realizo
una investigadora y la revisé una segunda. Para el proceso de extraccion de datos se
utilizaron tablas disefiadas ad hoc para este proyecto. Las tablas incluian las principales
caracteristicas de los estudios analizados: disefio, poblacion, intervencion, comparador,
resultados y conflictos de interés, entre otros.

Se realiz6 un anélisis cuantitativo mediante un metandlisis en aquellas variables en las
que fue metodoldgicamente factible (igual unidad de medida). Los métodos estadisticos
de metanalisis incluyeron el modelo de efectos aleatorios donde cada estudio proviene
de poblaciones diferentes y cada estudio tiene una gran variabilidad. El programa de
metandlisis utilizado dependid de las variables analizadas. Asi para la parte de diagndstico
se utilizé el programa Metadisc (https://ciberisciii.shinyapps.io/MetaDiSc2/) de efectos
aleatorios y andlisis bivariante. Mientras que para los resultados referidos al valor
prondstico de las pruebas (recidivas y supervivencia libre de enfermedad) se utilizé el
programa RevMan 5.4, también con anélisis de efectos aleatorios. En este caso se llevo a
cabo un anélisis de sensibilidad (leave one out) para valorar el impacto del tamafio ademas
de los sesgos de riesgos. Se realizé un estudio del sesgo de publicacién cuando el nimero
de estudios metanalizados fue mayor o igual a 10.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 43


https://ciberisciii.shinyapps.io/MetaDiSc2/

5. Resultados

5.1.

Resultados de la busqueda

La busqueda de revisiones sistemadticas e informes de evaluacion recupero 454 referencias
de las cuales ningtin estudio respondia a los criterios de inclusion. La busqueda de estudios
primarios arrojo, una vez eliminados duplicados, un total de 3681 referencias bibliograficas
de las cuales, tras el cribado por titulo y resumen, 237 fueron seleccionadas para su lectura
a texto completo. De estas, uno de los estudios no se pudo recuperar a texto completo.
Finalmente, tras la lectura de los articulos, 33 estudios fueron incluidos en el analisis. Los
estudios excluidos y sus motivos pueden consultarse en el anexo F.

Los resultados de la busqueda bibliogrdfica descrita anteriormente se reflejan en el

diagrama de flujo (figura 1) elaborado siguiendo las recomendaciones PRISMA (66).

Figura 1: Diagrama de flujo de la busqueda y seleccién de estudios
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Fuente: Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt PM, Boutron |, Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. The PRISMA 2020 statement: an updated guideline for reporting systematic

reviews. BMJ. 2021;372:n71. PubMed PMID: 33782057
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5.2. Valor pronéstico de las pruebas

5.2.1. Caracteristicas de los estudios incluidos

Se han identificado 17 publicaciones que aportaron datos sobre el valor prondstico de la
identificacion de ADNtcy CTC para predecir la recurrencia, que también aportaban datos
sobre la validez pronéstica de la determinacion de CEA, tinico biomarcador identificado
en los estudios. En la tabla 5 se muestran las caracteristicas de las 17 publicaciones, que han
sido agrupadas en 9 estudios.

Los estudios identificados se centraron en la utilizacién de la identificaciéon de ADNftc,
CTCy pruebas de metilacion de ADN para estudiar su valor en la deteccion de recurrencia
en pacientes con CCR después de someterse a cirugia. Todos los estudios aportaron la
comparacion frente a la determinacion de CEA. En cuanto el disefio de los estudios, cinco
eran estudios observacionales prospectivos (67-71), dos cohortes prospectivas (72, 73), un
estudio multicéntrico (74) y un andlisis combinado de mdltiples cohortes (75), realizados
en distintos paises como Japoén, China, Dinamarca, Espafia, Australia, EE.UU., Chile,
Suecia y Taiwdn. La mayoria de los estudios abarcaban pacientes con CCR en estadios
II-11I, aunque algunos incluyeron estadios I y IV o recurrencias tratables quirirgicamente.
Los tamafios muestrales variaron desde 58 hasta 1039 pacientes. Las poblaciones tuvieron
una mediana o media de edad en torno a los 60-70 afios y una distribucién de género

generalmente con mayor proporcién de hombres (alrededor del 50-62 % ).

Tabla 5: Caracteristicas de los estudios incluidos

AUtP K, pais, Diseno Poblacion incluida ez kbl e
ano, ref pruebai resultado
1.039 pacientes con CCR
Estudio observacional estadios II-lll (con reseccion .
Kotani D et al. prospectivo: cohorte curativa), estadio IV (DN Ee Lt Supervivencia
’ GALAXY, brazo (resecable quirirgicamente) ~ Signatera de libre de
SRS, A observacional del o CCR recurrente, tambien ~ Natera (prueba enfermedad
(68) estudio CIRCULATE- resecable NEE e et 2 Recurrencia
Japan 52,9 % hombres e s IR
69 anos (mediana de edad)
299 pacientes con CCR en . .
Mo S et al. . estadios I-lll con seccién Metilacién en %rge(;v;venma
China, 2023 multicén[t)ricop RO ADNitc con e s
(74) 62,2 % hombres Prueba Colon AiQ Recurrencia
60,1 afos (media de edad)
Henriksen et al. 160 pacientes con CCR ADNtc con kit Supenvivencia
Dinamarca y Espana, 2022  Estudio de cohorte estadio lll en los que se Signatera de Iil:rz delv I
(72) prospectivo resecaba el tumor. Natera (prueba enfermedad
Estudios asociados: (27, (27, 76) 59,4 % hombres NGS acoplada a Recurrencia
76) 41,9 % >70 afios multiplex PCR)
Pedersen et al. : 549 pacientes con CCR Deteccién de
Australiay EE. UU, 2022 Estudiodeconorte - primario sometidos a metilacién por
(75) Prospectivo, incluye dos - i gia en seguimiento PCR enregiones  Recurrencia

Estudios asociados:
(77-79)

cohortes independientes
(77-79)
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Autor, pais, L L. . Tipo de Variables de
afio, ref Diseno Poblacioén incluida pruebaf resultado
;ﬁ;gﬁ;;om 485 pacientes con CCR Supervivencia
- ’ Andlisis combinado de estadios II-ll ADNtc con liore de
(79) : : _ tres cohortes (80-82) 59,2 % hombres prueba Safe-SeqS ~ enfermedad
Estudios asociados: 63,3 afios (media de edad) Recurrencia
(80-82)
181 pacientes con CCR . . .
Murray et al. Estudio observacional con estadio Il gcl;g ﬁm;gﬁé %rzec;\gvenc'a
« : 0, - -
Chile, 2020 (69) prospectivo SEEOITIACS anti-CD45, DAKO)  enfermedad
68 afios (mediana de edad)
130 pacientes con CCR
Wang D et al. . i i
Y Estudio observacional con estadio [I-Ill SR el
China, 2019 . CTC libre de
prospectivo 57 % hombres
(70) ~ . enfermedad
74 anos (mediana de edad)
58 pacientes con CCR
Wang Y et al. . . estadio I-lll, después de la
. Estudio observacional [ ADNtc con .
Suecia, 2019 r0SPACHVO cirugia rueba Safe-SeaS Recurrencia
(71) prosp 59 % hombres P a
69 afios (mediana de edad)
298 pacientes con CCR
Chang YT et al. e CTC mediante
Taiwan, 2016 Estudio prospectivo 56 % hombres Chlp biomarcador  Recurrencia
(67) multi-gen

64,4 anos (media de edad)

Abreviaturas: ADNtc: ADN tumoral circulante; ADNIc: ADN libre circulante; CCR: Céancer colorectal; CTC: células circulantes tumorales; Safe-SeqS: Safe-
Sequencing System
Fuente: Elaboracion propia

5.2.2. Riesgo de sesgo de los estudios incluidos

El riesgo de sesgo de los estudios sobre prondstico se evaltio utilizando la herramienta
QUAPAS (62). Esta herramienta incluye cinco dominios: participacion, prueba indice,
medicion de variables de resultado, flujo/tiempo y anélisis.

El riesgo de sesgo fue medido en los 17 estudios. La mayoria de los estudios fueron
adecuados en los dominios de flujo,evento diana, test indice y andlisis, pero el reclutamiento
mostré mas variabilidad, con 6 estudios clasificados como inciertos (68, 69, 74, 76, 77, 80),
uno de ellos (77) asociado al estudio de Pedersen et al. (73) con riesgo de sesgo alto, como
los otros dos estudios asociado a el (78,79).

En cuanto a la aplicabilidad, respecto al reclutamiento de pacientes la mayoria de los
estudios tenian alta aplicabilidad en este criterio, ya que los estudios incluyeron la poblaciéon
objeto de la pregunta (aunque solo dos estudios incluyeron pacientes con estadio I) (11
con alto reclutamiento) (64,7 %) (27,65, 68-72, 74,75, 77,81, 82), mientras que solo 1 (79)
presentaba baja aplicabilidad, no detalla si el reclutamiento fue aleatorio o representativo
y cinco (73,76-78, 80) tuvieron un nivel incierto, debido a que reclutaron pacientes de una
clinica especifica, en ambos casos (bajo e incierto) pueden limitar la generalizacién de los
resultados a otras poblaciones. Respecto al valor del test indice, once estudios (65, 68, 71-
77,80, 82) tenian alta aplicabilidad del test indice (64,7 %), tres baja aplicabilidad (70, 78,
79), porque los estudios no especificaban si los tests fueron realizados de manera ciega, y
tres eran inciertos (27, 65, 67, 69). Respecto al evento diana, las 17 publicaciones (100 %)
tenian alta aplicabilidad en la identificacion del evento diana, que es la recurrencia de la
enfermedad. Por tultimo, el flujo también present6 alta aplicabilidad, ya que 14 estudios
(82,4 %) en este criterio presentaron alta aplicabilidad (27,67-70, 72, 74,75, 77-82).
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En general podemos decir que la mayoria de los estudios presentaron una alta
aplicabilidad en los criterios evaluados, especialmente en el evento diana y el flujo. Sin
embargo, el reclutamiento de pacientes y la aplicabilidad del test indice presentaron
algunas limitaciones y dreas de incertidumbre. La figura 2 presenta una representacion
gréafica del riesgo de sesgo y la aplicabilidad de los estudios. Ademds, en el anexo D1
podemos consultar el detalle de la evaluacién individual de cada estudio.

Figura 2. Riesgo de sesgo y aplicabilidad de los estudios sobre pronéstico
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5.2.3. Valor pronéstico de identificacion de ADNtc, CTC y pruebas de metilacion

Se pudieron analizar conjuntamente los resultados de 6 publicaciones (68-73, 75), cuyas
caracteristicas se muestran en la tabla 6. El anélisis se realiz6 para las variables de resultado:
Odds Ratio (OR) de recurrencia y Hazard Ratio (HR) de recurrencia. En funcién de la
variable, se seleccionaron los resultados aportados por los estudios reportados de forma
conjunta o por las cohortes individuales. En el andlisis se tuvo en cuenta el estadio de CCR
de los pacientes (11, I1I o II-11IT) y la prueba realizada (pruebas de identificacién de ADNtc,
de identificacién de CTC y de identificacion de marcadores de metilacion).

Tabla 6. Caracteristicas y datos de los estudios para el andlisis

Recurrencias

Autor, pais, . . Recurrencias Recurrencia
e Ny Estadio Tipo de prueba ADNtc (HR) CEé) g—;R)/ ADNtc (OR)
ADNtc (DNA tumoral circulante)
ADNtc con kit Signatera
1039 de Natera (prueba NGS 10 ni 2,28
Estadio II-1ll acoplada a multiplex (7,7-14) (0,97-5,57)
PCR)
ADNtc con kit Signatera
Kotani D et al. Japon, 2023 420 de Natera (prueba NGS 18 ni ni
(68) Estadio Il acoplada a multiplex (8,7-35)
PCR)
ADNtc con kit Signatera
499 de Natera (prueba NGS 9,6 ni ni
Estadio Il acoplada a multiplex (5,8-16)
PCR)
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Autor, pais,

Recurrencias

Recurrencias

Recurrencia

afio, ref N y Estadio Tipo de prueba ADNtc (HR) CE& g—;R)/ ADNitc (OR)
ADNtc con kit Signatera
Henriksen et al. Dinamarcay 140 de Natera (prueba NGS 7 ni 14,11
Espana, 2022 (72) Estadio Il acoplada a multiplex (3,7-13,5) (4.67-42,63)
PCR)
Tie J et al. Australia, 2021 485 ADNtc con prueba Safe- 4,84 ni ni
(75) Estadio lI-1ll SeqS (2,38-9,85)
Tie J et al. Australia, 2016 230 ADNtc con prueba Safe- 18 HR (IC95 %): 33,92
82) Estadio Il SeqS (7,9-40) 1,6 (0,37-6,8) (8,56-134,4)
Tie J et al. Australia, 20192 159 ADNItc con prueba Safe- 13 ni 14,67
(81) Estadio lI-1lI SeqS (5,5-31) (4,96-43,45)
Tie J et al. Australia, 2019b 96 ADNtc con prueba Safe- 3,8 HR (IC95 %): 18
(80) Estadio Il SeqsS (2,4-21) 3,4 (1,5-50) (4,74-68,4)
Pruebas basadas en andlisis epigenético
Deteccion de metilacion
Pedersen et al. Australia y 549 por PCR en regiones de ni ni 19,5
EE.UU., 2022 (73) CCR primario  BCAT1 y de 1KZF1 de (11,1-34.7)
ADNIc
122 Prueba de metilaciéon de ni OR (IC95 %): ni
Estadio IV ADN BCTA1 y IKZF1 6,9 (2-22)
Young GP et al. Australia, 40 Prueba de metilacion de ni ni €)
2016 (79) Estadio Il ADN BCTA1 y IKZF1 (0,94-86,53)
47 Prueba de metilacion de ni OR (IC95 %): 5,76
Estadio Il ADN BCTA1 y IKZF1 6,9 (2-22) (1,32-25,19)
Musher et al. EE.UU., 2020 322 Prueba de metilacion de ni OR (IC95 %): 18,4
(77) Estadio II-1ll ADN BCTA1 y IKZF1 24 (9,1-63) (7,6-44,4)
Sy el 144 ctDNA metilado (BCAT1/ ni OR (IC95 %): 155,7 (17,9-
v ' Estadio II-IV IKZF1) vs. CEA 2,5 (0,3-20,6) 1360,6)
Pruebas basadas en CTC
) 181 CTC (anti-CEA clon 11-7 . ) 34,39
Murray et al. Chile, 2020 (69) . . y no-anti-CD45, DAKO) ™ L (13,16-89,83)
Wang D et al. China, 2019 130 ) : 5,63
(70) Estadio Il CTC o o (1,53-20,62)

Abreviaturas: ADNtc: ADN tumoral circulante; ADNIc: ADN libre circulante; CCR: Cancer colorectal; CTC: células circulantes tumorales; HR: Hazard Ratio; ni: no

informa; OR: Odds Ratio; Safe-SeqS: Safe-Sequencing System

Fuente: Elaboracién propia

Se pudo analizar el impacto de la identificacion de ADNtc en plasma y de la
determinacion de CEA sobre la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con CCR,
se realizé un metanélisis donde se agruparon los resultados de los estudios que evaluaron
el HR. En el metanalisis se utiliz6 el HR univariante de los estudios, ya que el HR ajustado
a otros factores que presentaban los estudios, incluia distintas variables de ajuste segun
el estudio que se tratara. Esto hace que metodoldgicamente no sean comparables los
HR ajustados, y su combinacion puede introducir sesgos. En este contexto, combinar HR
univariantes en lugar de multivariantes permite evitar la heterogeneidad metodoldgica
derivada del uso desigual de ajustes (83, 84).

Para el metanalisis se utilizé un modelo de efectos aleatorios con el fin de incorporar
la posible variabilidad entre los estudios. No se evalud el sesgo de publicacion, ya que el
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numero de estudios incluidos en el metandlisis fue menor a 10, lo que limita la validez de
las herramientas para su deteccion.

La figura 3 muestra el andlisis del HR asociado a la identificacion de ADNtc. Este
andlisis se llevo a cabo utilizando cinco estudios que proporcionaron datos suficientes para
ser incluidos en un metanélisis (68, 72, 80-82). El estudio de Kotani et al. (68) también se
incluyo al proporcionar datos para dividir a los pacientes en funcion del estadio. En todos
los estudios, la deteccion de ADNtc se realizé cuatro semanas después de la cirugia.

Figura 3. Forest Plot del HR para la identificacién de ADNtc

Hazard Ratio Hazard Ratio ias
Study or Subgroup  log[Hazard Ratio] SE Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI E
Heriksen 2023 19459 03253 171% 7.00[3.70,13.24] == +
Kotani 2023 (Il 28904 0371 159% 18.00[8.70,37.25) T *
Kotani 2023 {Ill) 22618 02571 188% 9.60[5.80,15.89] = ®
Tie 2016 28904 04202 146% 18.00(7.90,41.02) — -
Tie 2018 a 25649 04389 142% 13.00[5.50,30.73] —_— 1]
Tie 2019 b 1.335 02345 19.4% 3.80([2.40,6.02] ==
Total (95% CI) 100.0%  9.61[5.67,16.30] &>
Heterogeneity: Tau®*= 0.32; Chi*= 20.46, df=5 (P = 0.001); F=76% '0.01 071 1-0 1EIIJ'

Testfor overall effect: Z= §.40 (P < 0.00001)

Risk of bias legend

(A) Reclutamiento participantes
(B) Test indice

(C) Evento diana

(D) Flujo del estudio

(E) Analisis

Los resultados indicaron que la identificacion de ADNtc (prueba positiva) se asocia
significativamente con una menor supervivencia libre de enfermedad en comparacién con la
no identificacion de ADNtc (prueba negativa), con un HR combinado de 9,61 (5,67-16,30).
Esto sugiere un riesgo considerablemente elevado en pacientes con ADNtc detectable.
Sin embargo, se observé una alta heterogeneidad entre los estudios incluidos (I? =76 %)
y un resultado significativo en el test de Chi? (p =0,001), lo que indica la existencia de
diferencias reales entre los estudios. Estas discrepancias podrian atribuirse a variaciones
en las caracteristicas de los pacientes (por ejemplo, el estadio del cancer) o en los tiempos
de seguimiento, entre otros factores.

Dado el alto grado de heterogeneidad, el efecto combinado podria no ser representativo
de todos los estudios. No obstante, un anélisis de sensibilidad (tipo “leave-one-out’] en el
que se eliminan estudios del andlisis uno a uno) disefiado para evaluar el impacto del
tamafio muestral y posibles sesgos no mostré diferencias significativas en los resultados
generales. Solo la exclusion del estudio de Tie 2019b (80), redujo la heterogeneidad a un
nivel moderado (I? = 27 %), y aunque este cambio no fue estadisticamente significativo
(p =0,24), sugiere que las diferencias reales entre los estudios son manejables. Ademas,
al eliminar este estudio, el efecto combinado del metandlisis permanecié altamente
significativo (Z = 13,35;p < 0,00001), reforzando la existencia de una fuerte asociacién en
la direccion del efecto.

Como las caracteristicas de los pacientes podrian contribuir a la heterogeneidad entre
estudios, se realiz6 un anélisis por subgrupos en funcién del estadio del cancer (II, III o
combinado II-I1T) (figura 4), incluyendo solo los estudios que aportaban datos separados
de los estadios II-11I. Los resultados del metanélisis sugieren diferencias importantes en
el impacto del ADNtc segtin el estadio del tumor y en cémo estos subgrupos contribuyen
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a la heterogeneidad global. En los pacientes con estadio 11, el ADNtc positivo se asocia
con un riesgo 18 veces mayor de recurrencia en comparacion con el ADNtc negativo.
La ausencia de heterogeneidad (I =0 %) indica que los resultados de los dos estudios
incluidos (68, 82) son altamente consistentes y no presentan variabilidad significativa. Sin
embargo, el andlisis de solo dos estudios no es del todo correcto y el resultado agrupado
debe interpretarse con cautela. En los pacientes con estadio I1I, el ADNtc positivo se
asocia con un riesgo casi 6 veces mayor de recurrencia en comparacion con el ADNtc
negativo. Sin embargo, la heterogeneidad moderada-alta (I =73 %) indica diferencias
significativas entre los tres estudios incluidos (68, 72, 80). Como en el andlisis anterior,
la eliminacion del estudio de Tie 2019b (80), redujo la heterogeneidad (12 = 0 %), por lo
que se puede considerar el responsable de las discrepancias, que podria explicarse, por
ser el estudio de menor tamafio muestral. El andlisis del subgrupo combinado II-11I, al
ser un unico estudio (81) limita la generalizacién de estos hallazgos. Ademds, el andlisis
anterior mostré diferencias en el valor pronéstico del ADNtc segin el estadio de los
pacientes.

Figura 4. Forest Plot de recurrencia segun estadio. Valores HR

Hazard Ratio Hazard Ratio Risk of Bias
Study or Subgroup log[Hazard Ratio] SE_ Weight IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI ABCDE
1.4.1 estadio ll
Kotani 2023 (lI) 28904 0371 123% 18.00[8.70,37.25) —— RO
Tie 2016 28904 04202 9.6% 18.00([7.90, 41.02] — 99900
Subtotal (95% Cl) 21.8% 18.00 [10.44, 31.05] &>
Heterogeneity, Chi*= 0.00, df=1 (P = 1.00); P= 0%
Test for overall effect. Z= 1039 (P < 0.00001)
1.4.2 estadio Il
Heriksen 2023 1.9459 03253 16.0%  7.00[3.70,13.24] —— T
Kotani 2023 (Il 22825 0.2728 22.7%  9.90[5.80, 16.90] - (11 1]
Tie 2019 b 1.335 0.2345 30.7% 3.60 [2.40, 6.02] -- ee
Subtotal (95% CI) 69.4% 5.8 [4.41, 8.12] *
Heterogeneity, Chi*= 7.39, df= 2 (P = 0.02); F= 73%
Test for overall effect Z=11.46 (P < 0.00001)
1.4.3 estadio I111l
Tie2019a 25649 0.4389  8.8%  13.00[5.50, 30.73] — POPP®
Subtotal (95% CI) 8.8% 13.00 [5.50, 30.73) -
Heterogeneity. Not applicable
Test for overall effect Z= 5.84 (P < 0.00001)
Total (95% CI) 100.0%  8.15[6.31, 10.51] *
Heterogeneity, Chi*= 20,56, df= 5 (P = 0.0010); F= 76% YT YT

Test for overall effect Z=16.14 (P < 0.00001)

Test for subgroup differences: Chi*=13.18,df= 2 (P = 0.001), F= 84.8%
Risk of bias legend

(A) Reclutamiento participantes

(B) Test indice

(C) Evento diana

(D) Flujo del estudio

(E) Andlisis

No se pudieron metanalizar en funcién del HR los estudios con pruebas basadas
en CTC, ni los estudios que realizan pruebas basadas en la identificaciéon de metilacion
por lo que se procedi6 a calcular el OR para representar la probabilidad de recurrencia
sin considerar el tiempo, en todos aquellos estudios que aportaban datos. El metandlisis
(figura 5) se realizé en funcion del tipo de prueba realizada lo que podria despejar dudas
sobre el valor prondstico de cada una de ellas. Se siguié un modelo de efectos aleatorios
y se pudo evaluar el sesgo de publicacion, ya que el nimero de estudios incluidos fue de
10 (figura 6).
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Figura 5. Forest Plot de recurrencia segun la prueba. Valores OR

0Odds Ratio 0Odds Ratio Risk of Bias
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Figura 6. Funnel Plot de estudios segun la prueba
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El metandlisis mostr6 una heterogeneidad general moderada (I2=64 %), con
contribuciones significativas de las pruebas basadas en ADNtc y CTC. Segun el andlisis de
sensibilidad, al eliminar las pruebas basadas en ADNtc o CTC, la heterogeneidad se redujo
a cero, mientras que al excluir las pruebas epigenéticas, aumenté al 54,9 %, destacando
su consistencia entre estudios (I2 =0 %). Los OR combinados indicaron que las pruebas
basadas en ADNtc (OR = 9,04), epigenéticas (OR = 12,95),y CTC (OR = 18,14) tenian un
efecto positivo significativo en la deteccidn del riesgo de recurrencia, aunque con mayor
variabilidad en ADNtcy CTC.

En cuanto al sesgo de publicacién, aunque la mayoria de los estudios tenian bajo
riesgo, aunque los estudios basados en pruebas epigenéticas presentaban mayor riesgo en
variables de resultado y andlisis, lo que podria influir en la interpretacion global.

Para el andlisis de los datos del CEA se pudieron metanalizar por un lado los HR
de 3 estudios y por otro los OR de otros tres. Como en los casos anteriores se realizé un
metandlisis de efectos aleatorios y con datos univariantes (sin ajustar).

El metandlisis (figura 7) demuestra un efecto combinado significativo (HR = 2,15,
p =0,007) con baja heterogeneidad (I>?=5 %), lo que indica que los resultados son
consistentes entre los estudios incluidos. El mayor peso lo produce el estudio de Tie 2019b
(80) lo que sugiere que este estudio tiene una influencia importante en el resultado global,
pero no hay indicios de sesgo significativo. Pacientes con CEA > 5 ng/mL presentan mayor
riesgo de recurrencias.

Figura 7. Forest Plot de recurrencia segin CEA. Valores HR

Hazard Ratio Hazard Ratio Risk of Bias
Study or Subgroup  log[Hazard Ratio] SE Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI ABCDE
Heriksen 2023 (Il 03988 04233 423%  1.49 (065, 3.42) 1 [ITTTIT]
Tie 2016 (Il 047 07471 14.3% 1.60(0.37, 6.92) —t— eoeee
Tie 2018 b (Il 12238 04175 434%  3.40[1.50,7.71] —— o+
Total (95% CI) 100.0%  2.15[1.23,3.77] <
Heterogeneity: Tau®= 0.01; Chi*=211,df= 2 (P=0.35); F=5% -0401 051 1-0 100'

Testfor overall effect: Z= 2.68 (P = 0.007)

Risk of bias legend

(A) Reclutamiento

(B) Pruebaindice

(C) Variables de resultado
(D) Flujo y tiempo

(E) Andlisis

En el andlisis mediante el OR de recurrencia, el metanélisis (figura 8) demostré un
efecto combinado significativo (OR = 717 p = 0,008), aunque con una heterogeneidad
alta (I? = 84 %). Esto sugiere que el riesgo asociado de presentar recurrencia en el grupo
con CEA > 5 ng/mL es mayor, pero las diferencias entre los estudios incluidos limitan la
solidez de las conclusiones. La heterogeneidad podria estar relacionada con diferencias en
el disefio de los estudios, o las poblaciones analizadas (estadios). Sin embargo, al ser solo
tres estudios (72, 80, 82), el anélisis de sensibilidad no arrojé diferencias entre ellos.
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Figura 8. Forest Plot de recurrencia CEA. Valores OR

Odds Ratio Odds Ratio Risk of Bias
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Para el anélisis de la concordancia entre las recurrencias en ADNtc positivo y CEA
> 5 ng/mL, se utiliz6 un test de McNemar en un total de 4 estudios (85). Los datos sugieren
que ADNtc es mds sensible que CEA para predecir recurrencias, y esta diferencia es
estadisticamente significativa en todos los estudios analizados (tabla 7).

Tabla 7. Correlacién entre recurrencias del ADNtc positivo y recurrencias en pacientes con CEA > 5ng/mL

Estudio 2 Valor p
Tie 2016 (82) 6,23 0,0126
Tie 2019b (80) 6,00 0,0143
Young 2016 (79) 20,57 0,00001
Musher 2020 (77) 10,00 0,0016

*Test de McNemar
Fuente: Elaboracion propia

5.3. Utilidad clinica de la biopsia liquida en la indicacién
de la quimioterapia post-cirugia en estadios II-llI

Se localizé un estudio (86) que respondia a la pregunta de utilidad clinica de la identificacion
de ADNItc para la seleccion de pacientes con CCR estadio II candidatos a QT después de
la reseccion quirtrgica del CCR. El estudio se corresponde con el ECA DYNAMIC que
se realiz6 en 23 centros australianos. La prueba utilizada fué la identificacion del ADNtc
con el sistema Safe-SeqS. El estudio compar6 la supervivencia libre de enfermedad a los
dos afios en el grupo que recibié la QT guiada por el resultado del ADNtc frente al grupo
que recibi6 la QT segun el estindar de tratamiento, es decir siguiendo criterios clinico-
patoldgicos.

El estudio incluyé a 455 pacientes con CCR estadio II confirmado (T3/T4,N0,MO0), que
se distribuyeron en un grupo de intervencion con QT guiada por ADNtc (302 pacientes) y
un grupo control con QT segtin estandar clinico (153 pacientes). La mediana de seguimiento
de los pacientes fue de 37 meses en el grupo de intervencion y de 38 meses en el grupo
control. La variable de resultado principal fue la supervivencia libre de recurrencia a los
dos afios. En el anexo B se puede consultar la tabla de extracciéon de datos del estudio.

Las caracteristicas basales de los pacientes de los dos grupos eran similares, excepto
en el porcentaje de pacientes con tumores en el colon derecho, que fue mayor en el grupo
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de intervenciéon. En términos generales, el riesgo de sesgo del estudio se valor6 como
moderado (tabla 8). En el anexo D2 se puede consulta la valoracién del riesgo de sesgo
detallada.

Tabla 8: Riesgo de sesgo de Tie J, 2022

Dominio Riesgo de sesgo Tie et al. 2022

Generacion de la secuencia Bajo

Sesgo de seleccion
Ocultamiento de la asignacion Moderado

Sesgo de realizacion Cegamiento de los participantes y del personal Bajo

Sesgo de deteccion Cegamiento de los evaluadores del resultado Bajo

Sesgo de desgaste Datos de resultados incompletos Bajo

Sesgo de notificacion Notificacion selectiva de los resultados Bajo

Otros Otras fuentes de sesgo FITEITEEGI 07 [ UEmiEs

gubernamentales
Valoracion global Moderado

Fuente: Elaboracion propia
Recurrencia y supervivencia libre de recurrencia
En global, ocurrieron 43 eventos de recurrencia o muerte entre los participantes en estudio.

El anadlisis por intencion de tratar incluy6 a 302 pacientes del grupo de intervencién
y a 153 pacientes del grupo control. La diferencia absoluta en la supervivencia libre
de recurrencia a los 2 afios entre el grupo intervencion y el control fue de 1,1 %
(IC95 %:-4,1 — 6,2). El porcentaje de pacientes con recurrencia a los dos afios fue
similar entre grupos, siendo la diferencia absoluta del 0,7% (IC95 %: -4,3 — 5,7).
También fueron similares los porcentajes de pacientes que sobreviven sin recurrencia
a los dos y a los tres aflos entre los grupos. A los 3 afios, el 91,7 % de los pacientes del
grupo guiado por ADNtc y el 92,4 % del grupo control estaban libres de recurrencia
(HR =0.96; IC95 %:0,51 - 1,82).

El analisis por protocolo mostré resultados similares. En el grupo de intervencion, se
analizaron las variables de recurrencia o muerte y de supervivencia libre de recurrencia
segun los resultados del ADNtc. El andlisis mostré que la supervivencia libre de recurrencia
a los 3 afios fue mayor en el subgrupo de pacientes con ADNtc negativo frente al subgrupo
con ADNtc positivo (92,5 % vs. 86,4 %; HR = 1,83; 1C95 %: 0,79 — 4,27). La recurrencia a
los 3 afios también fue mayor en el subgrupo en el que no se detectaba el ADNtc (7 % vs
14 %; HR =2,45; 1C95 %:1,00-5,99).

El estudio analiz6 los resultados dentro del subgrupo que presentaba ADNtc
negativo para los pacientes que presentaban tumores T3 frente a T4 y para los pacientes
que presentaban bajo riesgo clinico frente a alto riesgo. Los resultados mostraron que
los pacientes con cancer de bajo riesgo tienen una supervivencia libre de recurrencia
a los 3 afios del 96,7 % frente al 85,1 % de los de alto riesgo (HR = 3,04; IC95 %:
1,26 — 734). Al igual, los pacientes con tumores T3 tenian una supervivencia libre de
enfermedad a los 3 afios frente al 81,3 de los pacientes con tumores T4 (HR = 2,60;
I1C95 %:1,01 - 6,71).
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Seguridad

En relacion a la seguridad, el estudio no describié eventos adversos asociados a la
intervencion (identificaciéon de ADNtc). Lo que se recoge es el porcentaje de pacientes
que reciben QT en cada uno de los grupos, siendo menor en el grupo guiado por ADNtc
(15 % vs 28 %; RR =1,82; IC95 %: 1,25 — 2,65). Esta diferencia en favor de una menor
prescripcion de QT en el grupo de intervencién se observd en todos los subgrupos
considerados, excepto en los pacientes con menos de 12 ganglios linfdticos extraidos y en
los mayores de 70 afios. La diferencia mds acusada fue en el grupo de pacientes con T4 o
tumores pobremente diferenciados (RR:2,57 y 5,06, respectivamente).

5.4. Validez diagndstica en la deteccidén de mutaciones
en gen RAS o BRAF en pacientes con CCR en estadio
avanzado (IV) en comparacién con la biopsia de tejido

Globalmente, se incluyeron 13 estudios (con 15 publicaciones asociadas) que aportaron
informacion sobre la validez diagnostica de la identificacion de mutaciones del tumor
en plasma. Todos los estudios recuperados compararon el rendimiento diagnéstico del
genotipado RAS/BRAF basado en la identificacion de ADNtc en muestra de plasma con
el genotipado basado en la biopsia de tejido para guiar la elegibilidad del tratamiento en
pacientes con CCRm (87-101).

Todos los estudios incluidos fueron de cardcter observacional y prospectivo, la mayoria
multicéntricos (69 %.,9/13), y se realizaron principalmente en Europa (84 %,11/13).
El tamafio muestral oscilé entre los 30 y los 412 pacientes, superando 8 estudios los
100 pacientes (87 92-95, 98, 99, 101). En cuanto al método de andlisis utilizado para la
identificacion de ADNtc, se observo cierta heterogeneidad en la plataforma empleada: el
85 % (11/13) aplic6 un método dependiente del tumor basado en PCR, destacando el test
OncoBEAM RAS CRC,y dos estudios utilizaron diferentes test basados en secuenciacion
de nueva generacion o NGS (87,95,96). En cuanto al nimero o panel de genes secuenciados,
todos los estudios incluyeron la secuenciacion de los exones 2,3 y 4 para KRAS y NRAS
(codones 12, 13,59, 61, 117 y 161) y 4 estudios incluyeron el exén 15 para BRAF (codén
V600) (8790, 93, 95).

En la tabla 9 se describen las principales caracteristicas de los estudios incluidos, y en
el anexo B se puede consultar una descripcion mas detallada de cada estudio.

Tabla 9: Caracteristicas generales de los estudios incluidos

Intervencion Comparacion
Autor, Aho Disefi N . = .
Pais isefio Prueba Mutaciones Prueba en tejido Muta_cmnes
en plasma analizadas analizadas
Observacional 53 mutaciones
Aoki et al. (87) (SCRUM- Guardant360 74 genes RASK,ET'B KRA?" TSA{S
. Japan GOzZILA) 2" (NGs) RAS y BRAF (PCR inversa y SN B
2023 Japdn (mEItiCéntrico) Y Luminex) 61,117 y 146)
BRAF VE6E
34 mutaciones
Lastraioli et al. Observacional SEEOBEAM jias KRAS y NRAS Myriapod Colon 216 mutaciones
(88, 89) Prospectivo 62 (dPCR: (BEAMIing) (codones 12, Status KRAS, NRAS,
2023, 2021 Italia  (multicentrico) ' N9 13,59,61,117  (NGS) BRAF y PIK3CA
y 146)
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Autor. AR Intervencion Comparacién
utor, Aho .
P a;l’s Diseino N Prueba Mutaciones Prueba en tejido Mutaciones
en plasma analizadas analizadas
KRAS/NRAS:
. exones 2,3y 4
Formica et al. (90) Observaqonal Easy PGX RSN MagCore (codones 12, 13,
. Prospectivo 45 exones 2,3y 4
A izl (1 centro) [ElPER BRAF: ex6n 15 (PCR) b 1 1 1282
’ BRAF: exon 15
(coddn 600)
KRAS: codones
Procaccio et al. Observacional ggf;CeEiIMMulti - ILTRX;S 5 g/lyriapod Colon KRAS/NRAS:
91) Prospectivo 30 ) 9 P geosones s exones 2, 3y 4
2021 Ital 1 - Kit 12,13y Q16 (MS/MS MALDI- BRAF: 6x6n 15
alia (1 centro) (ddPCR) BRAF: codén TOF) : exén
V600
34 mutaciones
Germetaki et al. Observacional OncoBEAM RAS KRAS y NRAS QUIAGEN KRAS/NRAS:
) Prospectivo 100 CRC CEVD (codones 12, Therascreen Pyro,  exones 2 y 3; para
2020 Reino Unido  (ni) (PCR; BEAMing) 18,59, 61,117  BEAMing exon 4 BEAMing
y 146)
Van't Erve et al. gbse“’afiona' KRAS: G12/G13, NGS
93) (&fgg‘; Vo 100 ddPCR Q61, A146 Sanger it
2020 Holanda (multicentrico) BRAF: V600 Curvas de fusion
’ 34 mutaciones
34 mutaciones KRAS/NRAS:
Bando et al. (94) Observacional OncoBEAMTM KRAS y NRAS MEBGENTM feeeaEs 12' 13
2019 Japd i Prospectivo 280 RAS CRC (codones 12, RASKET 59.61. 117 v 145
apon (multicéntrico) (dPCR; BEAMing) 18,59, 61,117  (BEAMing) o1, 117y
146) (excluye KRAS
J Q61R)]
Mas et al.
Bachet et al. (95 Observacional NGS
96) ’ ’ Prospectivo 2192 BPER 22 genes ni ni
(RASANC) (en ausencia de RAS/BRAF
2019’, 2018 (multicéntrico) mutacion dPCR)
Francia
KRAS/NRAS:
) 22 genes (504
®
Vitiello et al. (97)  DPservacional Idylla™ exones2, 3y 4 QUiamp® DNA mutaciones)
) Prospectivo 42 (codon 12, 13, FPPE KRAS NRAS
Al el (1 centro) (aPCR) 61,117 y 146) (NGS) BRAF Y
BRAF (codon 600)
34 mutaciones Pyrosequencing
Garcia-Foncillas Observacional OncoBEAM RAS KRAS y NRAS Cobas,
etal. (98) Prospectivo 236 CRC (dPCR; (codones 12, Therascreen ni
2018 Espafa (multicéntrico) BEAMing) 18, 59, 61, 117 Idylla
y 146) CLART-CMA
. 34 mutaciones "
Grassell et al. Sf;ﬁgig‘j;’]a' OncoBEAMRAS  KRAS y NRAS :}?R tiempo rsa"
(99) retrospectivo 146 CRC (dPCR; (codones 12, c ifascr ee:o Yo i
2017 Espafia SPect! BEAMing) 13,59, 61,117  Cobas(en
(multicéntrico) pacientes)
y 146)
Schmigel et al.
(100) ° Observacional SYMUEDONES | PYRSEREMCIE | enemrere
: o 98 dPCR (BEAMing)  KRAS/NRAS Sanger ’
2017 Australia y (multicéntrico) exones 2, 3y 4 NGS exones 2, 3y 4
Alemania Y
34 mutaciones
; . OncoBEAM RAS KRAS y NRAS Pyrosequencing .
\Z/I&a;i al. (~101) (Orr?jﬁgéﬁr(i)gg 115 CRC (dPCR; (codones 12, Cobas, g;ﬁse/sNgRAgS' 4
Spaie BEAMing) 13,59, 61,117  Therascreen oY
y 146)

Abreviaturas: BEAMing: por sus siglas en inglés, beads, emulsion, amplification, magnetics o perlas, emulsion, amplificacion y
magnetismo; CCR: cancer colorrectal; NGS: secuenciacion de nueva generacion; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa,
ddPCR: dropet digital PCR; dPCR: digital PCR

a: la plataforma Guardant Health detecta variaciones de un solo nucledtido (SNV), inserciones-delecciones, fusiones y alteraciones
del nimero de copias en 74 genes

Fuente: elaboracion propia
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5.4.1. Riesgo de sesgo de los estudios incluidos

Para valorar la calidad y aplicabilidad de los estudios se utilizé la escala QUADAS?2 de la
Cochrane (64). El riesgo de sesgo de la mayoria de los estudios fue moderado o incierto,
especialmente en los dominios relativos a la prueba indice y de referencia. Esto se debi6
principalmente a la ausencia de informacién sobre el umbral de corte para la interpretacion
del resultado o a la incertidumbre existente en la interpretacion cegada de los resultados.
En cuanto a la seleccion de los pacientes, solo un estudio mostré un riesgo de sesgo elevado
debido a exclusiones inapropiadas en la seleccion de los pacientes o a las dudas existentes
sobre si la muestra obtenida era consecutiva o no (97). Finalmente, en cinco estudios (87,
90, 94, 99, 101) se redujo la calidad del dominio flujo y cronograma principalmente por
no presentar un intervalo de tiempo adecuado entre la realizacion de la prueba indice y
la de referencia, es decir, entre la toma de muestra de sangre y de tejido. Este intervalo
oscil6 entre los 5 afios previos al reclutamiento para la extraccion de la muestra sangre y
los 3 meses o més de 1 afio. La aplicabilidad de los estudios fue en general alta y se bajé la
calidad en el reclutamiento de los pacientes por realizar exclusiones inapropiadas, como
pacientes con MSI y lesiones no medibles, o por permitir completar el tratamiento de QT
en los 6 meses previos (90, 96).

Enla figura 9 se muestra la representacion gréfica del riesgo de sesgo y aplicabilidad de
los estudios, y en el anexo D.2 se puede consultar la valoracion individual de cada estudio.

Figura 9: Riesgo de sesgo de los estudios de farmacogenética

Bajo = Alto ' Incierto

FLUJO Y CRONOGRAMA 2 5 6

TEST REFERENCIA

TEST INDICE

13

13

Dominios QUADAS

RECLUTAMIENTO PACIENTES 4 1 8 2 2 6
| | \ | | |

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80%

100%

RIESGO DE SESGO PREOCUPACIONES SOBRE APLICABILIDAD

5.4.2. Caracteristicas de los pacientes

La evidencia analizada procedi6 de 13 estudios que incluyeron un total de 1878 pacientes
con CCRm antes de iniciar o no tratados previamente con terapia anti-EGFR. Los estudios
incluyeron una mayor proporcién de hombres (60,6 % de media),entre 60 a 68 afios de edad
(65,3 anos mediana edad). E183.8 % de las muestras de tejido procedieron de la biopsia del
tumor primario y cerca del 12% de tejido metastdsico, destacando la localizacion hepética
(65 %) seguida de la pulmonar (26 %). En cuanto al estado mutacional, el 52,2 % de los
pacientes presentaron RAS mutado en la biopsia de tejido (87-93, 95-100).

En la tabla 10 se presentan a modo de resumen las principales caracteristicas de los

pacientes incluidos en los estudios y en el anexo B se puede consultar una descripcion mds
detallada de cada estudio.
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Tabla 10: Caracteristicas de los pacientes incluidos
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Biopsia tejido Edad Tejido n (%)
Localizacion Sexo

Autor, Afio Tumor  Mestas- - - N (pac) (Md BRAF
mestastasis ~ H (%
Primario tasis anos) (%) RAS mut mut
Schmigel et al. .
76 22 Higado: 18 (82 %)
(100 (78 %) (22 %) PuImon: 4 (18 %) % 66 o5 52 (53) na
2017
Higado: 86 (74.8 %)
) Pulmén: 44 (38.3 %)
Vidal et al.
84 12 Nodos: 17 (14.8 %)
101 115 67,8 70,4 59 (51,3
(2017) (73 %) (10,4 %) Peritoneo: 27 (51.8) na
(23.5 %)

Otros: 46 (14 %)

Abreviaturas: BL: biopsia liquida; Md: mediana; mut: mutado; ni: no informa; na: no aplica
a: 56 pacientes para andlisis KRAS y 61 pacientes para andlisis NRAS

b: el andlisis del estado BRAF se realiza sobre 406 pacientes

c: el 55 % (23/42) de los pacientes tenian >65 afios de edad y el 45 % menos de 65 afos
Fuente: elaboracion propia

5.4.3. Resultados clinicos

Para evaluar la concordancia entre los resultados de la identificacion de mutaciones en
ADNtc y la identificacion en la biopsia de tejido, se realiz6 un metandlisis especifico
para test diagndsticos. Se utilizo el software Meta-Disc y se asumié un modelo bivariante
(efectos aleatorios) que contempla tanto la variabilidad intraestudio como la variabilidad
interestudios.

Las variables analizadas fueron: la sensibilidad (sen), la especificidad (esp), el odd
ratio diagnéstico (DOR, del inglés diagnostic odd ratio) y las razones de verosimilitud
positiva (LR+) y negativa (LR-) tomando los valores de la biopsia de tejido como los
valores de referencia. La heterogeneidad se valoré mediante el valor MOR (del inglés,
measure of agreement) que mide la variabilidad entre los estudios y el valor I? bivariante
(variabilidad combinada de la sen y esp entre los estudios). Para el anélisis de los resultados
se consideraron las siguientes definiciones:

— verdadero positivo (VP): aquellos resultados que identifican RAS mutado (RAS
mut) tanto en la muestra de tejido como en el ADNtc.

— verdadero negativo (VN): aquellos resultados que identifican ausencia de RAS
mutado (es decir, RAS salvaje o RAS wt) tanto en la muestra de tejido como en el
ADNtc.

— falso positivo (FP): aquellos resultados que identifican RAS salvaje (RAS wt) en la
muestra de tejido y RAS mutado en el ADNtc.

— falso negativo (FN): aquellos resultados que identifican RAS mutado (RAS mut)
en la muestra de tejido y RAS salvaje en el ADNtc.

En la tabla 11 se presentan los resultados del rendimiento diagnéstico de la
identificacion de mutaciones en ADNtc comparado con la biopsia de tejido desglosados a

nivel de estudio y en funcién del gen secuenciado.

Doce estudios analizaron el estado mutacional del gen RAS (87,88, 90, 92-94, 96-101)
e incluyeron la secuenciacion de los exones 2,3 y 4 (codones 12, 13,59, 61, 117, 146), cuatro
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evaluaron mutaciones en BRAF (ex6n 15 codén V600) (87,90, 93, 95) y uno presentd los
resultados conjuntos para RAS/BRAF (91). Para realizar el metandlisis es necesario un
minimo de 5 estudios, por lo que los resultados sobre BRAF y el combinado RAS/BRAF
se presentan de forma narrativa.

Tabla 11: Resultados clinicos: exactitud y rendimiento diagnéstico del ADNtc versus biopsia de tejido

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS |-V
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o



Concor- Sen % Esp % VPP % VPN %

. O
Autor, Ao Test N VP FP VN FN danclao % (IC95%) (IC95%) (IC95%) (IC95 %)
(1C95 %)
Formicaetal. Easy PGX " 5 . . )
(90) 2021 (QPCR) 6 6 0 O 0 100 100 100
Van't Erve
etal. (93) ddPCR 3 3 0 0 0 1002 1002 = 1002 =
2020
76,7 98,9 85,2a 98,1a
Mas et al. 97,3 ’ ' ’ !
(92)S 2015 (EIZEGPSE)R 108 {28 ST T om0 aiog g | 2008 T BTSE L (rhBan 96,8
’ 7 90,1) 99,7) 98,5) 99,5)

Analisis mutacional RAS/BRAF

Procaccio 80 90 94 69
etal. (91) ddPCR 30 16 1 9 4 83 (62,4 a (71,4 a (82,9 a (441 a
2021 97,5)a 108,6)a 105,3)a 94,3)a

a: calculo propio realizado a partir de los datos aportados por el estudio
Fuente: elaboracion propia

Sensibilidad y especificidad

Para valorar la validez diagnoéstica del genotipado sobre RAS se realizé un metanalisis
bivariante (efectos aleatorios; 12 estudios, n = 1839 pacientes). El resultado del metanélisis

mostré que la prueba presenta un buen rendimiento diagnéstico en términos de sensibilidad
(86,6 %) y especificidad (92,2 %).

Se observé una heterogeneidad moderada tanto a nivel individual en la sensibilidad y
especificidad entre los estudios, como en la heterogeneidad combinada de la sensibilidad
y especificidad entre los estudios (I? bivariante = 0,364). Por otra parte, los resultados
mostraron una baja dispersion y parecen consistentes (curva SROC anexo E). Por todo ello
y a pesar de que existe cierta variabilidad en los resultados entre los estudios, especialmente
en la especificidad, la prueba parece tener una validez diagndstica consistente.

En la figura 10 se presenta el diagrama forest plot del metandlisis para la sensibilidad
y especificidad de RAS y en la tabla 12 un resumen con los resultados de los principales

estimadores del metanalisis.

Figura 10: Sensibilidad y especificidad identificacién mutacién RAS en ADNtc

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Aoki 2023 94 3 12 103 0.89 (0.81, 0.94) 0.97 [0.92, 0.99) - -
Bachet 2019 184 3 58 167 0.76 [0.70, 0.81) 0.98 [0.95, 1.00) - -
Bando 2019 110 14 24 132 0.82 [0.75, 0.88] 0.90 [0.84, 0.95) - =

Formica 2021 10 4 5 20 0.67 [0.38, 0.88] 0.83 [0.63, 0.95) —a —a
Garcia-Foncillas 2018 113 8 18 97 0.86 [0.79, 0.92) 0.92 [0.86, 0.97) - -
Germetaki 2020 4 7 7 42 0.86 [0.74, 0.94) 0.86 [0.73, 0.94] —= —

Grasselli 2017 48 9 6 83 0.89(0.77, 0.96) 0.90 [0.82, 0.95)] - -
Lastraiollii 2023 35 14 4 84 0.90 [0.76, 0.97) 0.82[0.72, 0.90) —= -

Schmiegel 2017 47 3 5 43 0.90 [0.79, 0.97) 0.93 [0.82, 0.99] - -
Vant Erve 2020 50 3 4 40 0.93 (0.82, 0.98) 0.93 [0.81, 0.99] —= -
Vidal 2017 53 6 2 54 0.96 [0.87, 1.00) 0.90 [0.79, 0.96) - —
Vitiello 2019 16 1 5 20 0.76 [0.53, 0.92) 0.95(0.76,1.00) , __, , ——®&— —=

T

0020406081 0020406081

Fuente: elaborado con el software RevMan 5.4
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Tabla 12: Resultados metanalisis identificacion mutacion RAS en ADNtc

Valor 1C95 % Heterogeneidad 12 bivariante Area Elipse

Var logit (sens) = 0,125
Sen 86,6 82,7 2 89,7
MOR sen=1,4
0,364 0,038
Var logit (esp) = 0,277
Esp 92,2 88,7 2 94,6
MOR esp = 1,65

Fuente: elaboracion propia a partir del metandlisis realizado con MetaDisc 2.0

En el caso de la secuenciacion BRAF no se pudo realizar un andlisis agregado: la
sensibilidad oscil6 entre el 66 % y el 100 % (4 estudios, 628 pacientes) (87,90, 93, 95)y la
especificidad fue superior al 97% (2 estudios, 619 pacientes) (87,95). Finalmente, Procaccio
et al. (91) notifica una sensibilidad y especificidad combinada RAS/BRAF del 80 % y
90 %, respectivamente (1 estudio, 30 pacientes).

Analisis por subgrupos

Solo fue posible realizar el andlisis por subgrupos para los estudios que realizaron la
secuenciacion RAS. Los subgrupos considerados fueron: la técnica analitica para la
identificacién de ADNtc (PCR y NGS), el porcentaje de pacientes que presentaba metastasis
hepaticas (>50 % de los pacientes=si 0 <50 % de los pacientes=no) y el riesgo de sesgo del
intervalo de tiempo entre la toma de muestra de sangre y tejido (alto-intermedio y bajo).

En las figuras 11-13 se presentan los respectivos diagramas forest plot para la
sensibilidad y especificidad de cada uno de los subgrupos y en las tablas 13-15 un resumen
de los principales resultados.

En funcién del tipo de test, la evidencia analizada procedi6 de 12 estudios (10 para PCR y
2 para NGS) con 1839 pacientes. A nivel individual no se observaron diferencias significativas
en términos de sensibilidad (p = 0,248), pero si a nivel de la especificidad (p =0), lo que
sugiere que la PCR podria tener mayor nimero de FP en comparacién con la NGS (FP %:
10,4 vs 2,2). Por otra parte, la comparacion global mostré que existen diferencias importantes
en su rendimiento (p = 0,001) que pueden ser debidas al impacto del resto de estimadores:
los valores DOR y LH+ fueron mucho menores en la PCR en comparacion con la NGS.

Figura 11: Analisis por subgrupo segun el tipo de test

NGS
Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Acki 2023 94 3 12 103 0.89 [0.81, 0.94) 0.97 [0.92, 0.99) - -
Bachet2019 184 3 58 167 0.76 [0.70, 0.81] 0.98 [0.95, 1.00] —t—t—t '%‘ i ——t—t—t !l
0020406081 0020406081
PCR
Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% CI)  Specificity (95% Cl)
Bando 2019 110 14 24 132 0.82 [0.75, 0.88]) 0.90 [0.84, 0.95) - -
Formica 2021 10 4 5 20 0.67 [0.38, 0.88) 0.83[0.63, 0.95) —_— —
Garcia Foncillas 2018 113 8 18 97 0.86 [0.79, 0.92) 0.92 (0.86, 0.97] e -
Germetaki 2020 4 7 7 42 0.86 [0.74, 0.94) 0.86 (0.73, 0.94] —& —&
Grasselli 2017 48 9 6 83 0.89(0.77, 0.96) 0.90[0.82, 0.95) - -
Lastraioli 2023 35 14 4 64 0.90[0.76, 0.97) 0.82[0.72, 0.90] - —
Schmiegel 2017 47 3 5 43 0.90[0.79, 0.97) 0.93[0.82,0.99] —= ~=
Vant Erve 2020 50 3 4 40 0.93(0.82,0.98) 0.93(0.81, 0.99] - -
Vidal 2017 53 6 2 54 0.96 [0.87, 1.00] 0.90[0.79, 0.96) - =
Vitiello 2019 16 1 5 20 0.76 [0.53,0.92) 0.95[0.76, 1.00] —t — : ‘—*-

T

t—t—tt
0020406081 002040608

-

Fuente: elaborado con el software RevMan 5.4
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Tabla 13: Estimadores del andlisis por subgrupos segun el tipo de test

PCR NGS
Sen 87,4 (83,3 2 90,6) 82,2 (72,8 288,9)
Esp 89,6 (87 a91,7) 97,8 (95,2 2 99)
DOR 59,7 (40,3 a 88,6) 205,0 (79,9 a 526,0)
LH+ 8,4 (6,7210,5) 37,4 (16,8 2 82,9)
LH- 0,14 (0,102 0,18) 0,18 (0,11 a2 0,28)
FP% 10,4 (8,3a13,0) 2,2(1a4,8)
Sen relativa 1,06 (0,958 a 1,181) p = 0,248

P =0,001

Esp relativa 0,916 (0,887 2 0,944) p=0

Abreviaturas: DOR: Odds ratio diagndstica; FP: falso positivo: LR+: razéon de verosimilitud positiva; LH-: razén de verosimilitud negativa.
Fuente: elaboracion propia a partir del metanalisis realizado con MetaDisc 2.0

En funcién del porcentaje de pacientes que presentaban metastasis hepaticas, la
evidencia analizada procedid de 11 estudios (9 para presencia en >50 % de los pacientes y

2 para presencia <50 % de los pacientes) con 1794 pacientes. A nivel individual tampoco se
observaron diferencias significativas en la sensibilidad y la especificidad. Sin embargo, en
el conjunto global se mostraron diferencias importantes y estadisticamente significativas
(p =0,035). En el subgrupo presencia de metdstasis hepéticas >50 %, la DOR y la LH+
fueron mucho mayores que para el subgrupo <50 %, lo que indica que la prueba tiene un
rendimiento mds favorable y es mds efectiva en identificar pacientes con RAS mutado en
el grupo en el que >50 % de los pacientes presenta metéstasis hepdaticas; ademads, la tasa de

falsos positivos y la LH- fueron mads bajas.

Figura 12: Analisis por subgrupo segun presencia de metastasis

Metastasis si

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% Cl)
Aoki 2023 94 3 12 103 0.89 [0.81, 0.94) 0.97 [0.92, 0.99] = -
Bachet 2019 184 3 58 167 0.76 [0.70, 0.81) 0.98 [0.95, 1.00] - -
Garcia-Foncillas 2018 113 8 18 97 0.86 [0.79, 0.92] 0.92 [0.86, 0.97] - =
Grasselli 2017 48 9 6 83 0.89 [0.77, 0.96] 0.90 [0.82, 0.95) - =
Lastraiolli 2023 35 14 4 64 0.90 [0.76, 0.97] 0.82[0.72, 0.90] —= -
Schmiegel 2017 47 3 5 43 0.90 [0.79, 0.97] 0.93 [0.82, 0.99] = —&
Vant Erve 2020 50 3 4 40 0.93 [0.82, 0.98) 0.93 [0.81, 0.99] - —=
Vidal 2017 53 6 2 54 0.96 [0.87, 1.00] 0.90 [0.79, 0.96] - -
Vitiello 2019 16 1 5 20 0.76 [0.53, 0.92) 0.95(0.76,1.00) |4 :_‘.— P T E—— T—ﬁl
0020406081 0020406081
Metastasis no
Study TP FP FN TN Sensitivity (95% CI) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Bando 2019 110 14 24 132 0.82[0.75, 0.88] 0.90 [0.84, 0.95] - i
Formica 2021 10 4 5 20 0.67 [0.38, 0.88] 0.83 [0.63, 0.95] —t ﬁ'T R S—— ¢_{'_=
0020406081 0020406081
Metastasis sin informar
Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% CI) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% ClI)
Germetaki 2020 44 7 7 42 0.86 [0.74, 0.94) 0.86 [0.73, 0.94) sl ==

| e s zrmn s e B s sume s e s
0020406081 0020406081

Fuente: elaborado con el software RevMan 5.4
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Tabla 14: Estimadores del analisis por subgrupos segun la presencia de metastasis

Metastasis si

Metastasis no

(>50 %) (<50 %)
Sen 88,1 (83,6 291,5) 80,6 (66,9 a 89,5)
Esp 93,3 (89,6 2 95.7) 89,6 (76,9 2 95,8)
DOR 102,7 (67,2 a 157,1) 35,9 (18,2a70,9)
LH+ 13,1 (8,56 a 20,1) 7,78 (3,62 16,7)
LH- 0,128 (0,09 a 0,174) 0,21 (0,132 0,36)
FP% 6,7 (4,32 10,4) 10,4 (4,2 223,1)
Sen relativa 1,093 (0,943 a 1,266) p = 0,162

P =0,0035

Esp relativa 1,041 (0,937 a 1,155) p = 0,39

Abreviaturas: DOR: Odds ratio diagndstica; FP: falso positivo: LR+: razdn de verosimilitud positiva; LH-: razén de verosimilitud negativa.
Fuente: elaboracion propia a partir del metandlisis realizado con MetaDisc 2.0

En funcion del intervalo de tiempo transcurrido entre la toma de muestra de sangre y de
tejido, la evidencia analizada procedi6 de 12 estudios (4 riesgo alto, 6 incierto y 2 bajo) con
1839 pacientes. En este caso, no se observaron diferencias significativas en el andlisis global
(p = 0,966), aunque a nivel individual se observé una pequefia mejoria en la DOR y LH+
en los estudios que realizaron la recogida de la muestra de sangre inmediatamente antes
de la biopsia de tejido.

Figura 13: Analisis por subgrupos segln el riesgo de sesgo en el intervalo de tiempo entre la toma de muestra de
sangre y tejido

Test sesgo alto

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% Cl)
Aoki 2023 94 3 12 103 0.89[0.81,0.94] 0.97 [0.92, 0.99] - -
Bando 2019 110 14 24 132 0.82[0.75, 0.88] 0.90 [0.84, 0.95] - -
Formica 2021 10 4 5 20 0.67 [0.38, 0.88] 0.83 [0.63, 0.95] —_— I
Vidal 2017 53 6 2 54 0.96 [0.87, 1.00] 0.90 [0.79, 0.96] —t—t—t—rt —ﬂl p—t—t—rt =
0020406081 0020406081
Test sesgo incierto
Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% Cl)
Bachet 2019 184 3 58 167 0.76 [0.70, 0.81] 0.98 [0.95, 1.00] - a
Garcia-Foncillas 2018 113 8 18 97 0.86 [0.79, 0.92) 0.92 [0.86, 0.97] - -
Germetaki 2020 4 3 7 42 0.86 [0.74, 0.94] 0.93[0.82, 0.99] —_ —=
Grasselli 2017 48 9 6 83 0.89[0.77, 0.96) 0.90 [0.82, 0.95] — =
Vant Erve 2020 50 3 4 40 0.93[0.82, 0.98] 0.93 [0.81, 0.99] —-= —=
Vitiello 2019 16 1 5 20 0.76 [0.53, 0.92] 0.95[0.76, 1.00]

0020406081 0020406081

test sesgo bajo

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% CI) Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% Cl)
Lastraioli 2023 35 14 4 64 0.90 [0.76, 0.97] 0.82[0.72, 0.90] —= —=
Schmiegel 2017 47 3 5 43 0.90 [0.79, 0.97) 0.93 [0.82, 0.99] e - -

002040608 10020406081

Fuente: elaborado con el software RevMan 5.4
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Tabla 15: Estimadores del andlisis por subgrupos segtin el intervalo de tiempo entre la toma de muestra de sangre y tejido

Sesgo alto-intermedio Sesgo bajo
Sen 86,9 (82,2 a 90,4) 86 (78,4 a91,2)
Esp 91,9 (87,4 2 94,9) 92,5 (86,5 a 96,0)
DOR 75,3 (45,8 2 123,8) 76,1 (38,01 a 152,3)
LH+ 10,76 (6,92 a 16,7) 11,56 (6,37 a 20,85)
LH- 0,143 (0,106 a 0,193) 0,151 (0,098 a 0,235)
FP% 8,1 (5,1a12,6) 7,5(4a13,51)
Sen relativa 0,99 (0,908 a 1,079) p = 0,818

P =0,966

Esp relativa 1,007 (0,945 a 1,072) p = 0,839

Abreviaturas: DOR: Odds ratio diagndstica; FP: falso positivo: LR+: razén de verosimilitud positiva; LH-: razén de verosimilitud negativa.
Fuente: elaboracion propia a partir del metanalisis realizado con MetaDisc 2.0

El andlisis de sensibilidad mostr6 que la PCR reduce ligeramente la especificidad de
la prueba y la precision (Esp: 92,4 vs 86,9 %; DOR: 76,9 vs 59,03), y que la presencia de
metdstasis hepdticas en una proporcion mayor del 50 % mejora la capacidad diagnostica,
especialmente la DOR (Sen: 86,4 vs 88,2; Esp: 92,4 vs 93,4; DOR: 76,9 vs 105,5). Finalmente,
los estudios que presentaron un riesgo de sesgo intermedio y alto en el intervalo de tiempo
entre la toma de las muestras de sangre y de tejido mostraron un ligero impacto negativo
en la especificidad (92,4 vs 91,8) y en la DOR (76,9 vs 70,9).

Precisién diagnostica

A nivel individual, el grado de concordancia entre los resultados de la biopsia de tejido y
de sangre fue elevado. En el caso de la secuenciacion RAS oscil6 entre el 80 % y el 93 %,
12 estudios (87-90, 92-94, 96-101), en la secuenciacion BRAF oscil6 entre el 96 % y el
100 %, 4 estudios (87,90, 93, 95),y en el combinado RAS/BRAF fue del 83 % (91).

Para evitar el impacto de la prevalencia en las medidas de resultado, la precision
diagnéstica se valord a partir de la odds ratio diagnostica (DOR) y de las razones de
verosimilitud positiva y negativa. La DOR es una medida global de la precision diagnoéstica
que indica el grado de intensidad entre el resultado de la prueba y la enfermedad, combina
la sensibilidad y la especificidad y no se ve influido por la prevalencia. Las razones de
verosimilitud positiva (LR+) y negativa (LR-), a diferencia de los valores predictivos,
tampoco dependen de la proporcion de enfermos sino de la sensibilidad y especificidad,
por lo que reflejan de manera correcta el valor de la prueba con independencia del grupo
al que se le aplique.

El resultado del metanadlisis mostré una DOR para RAS elevada (76,91), lo que indica
que la prueba tiene alta capacidad discriminativa entre la presencia de RAS mutado
(ADNTtc positivo) y salvaje (ADNtc negativo). Por otra parte, la LR+ fue de 11 lo que
indica que la probabilidad de que una persona con un resultado ADNtc positivo tenga
RAS mutado es 11 veces mayor que si tuviera un resultado negativo. Por su parte, la LR-
fue muy baja lo que sugiere que la probabilidad de tener mutaciones en RAS cuando el
resultado del ADNtc es negativo, es muy baja.
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5.5. Estudios en marcha

En la tabla 16 se resumen las principales caracteristicas de los estudios en marcha
identificados que cumplieron con los criterios de seleccion.

Tabla 16: Caracteristicas de los estudios en marcha
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Fuente: elaboracion propia
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6. Consideraciones de implementacion
6.1. Aspectos econdmicos

6.1.1. Estimacién del impacto presupuestario

¢ Cuales son los costes estimados de la tecnologia y de los recursos necesarios para
su implementaciéon?

En las referencias cribadas no se identificé ningin estudio que evaluase el impacto
presupuestario de la implementacion de la BL en el manejo de CCR estadios I-IV. En
el caso de las pruebas que requieren el envio de muestras a un laboratorio en EE. UU.
ademds del coste de la prueba deben considerarse los costes del envio, asi como los tiempos
asociados a la obtencion del resultado final.

6.1.2. Eficiencia de la tecnologia

Mediante la bisqueda bibliografica se identific6 un estudio de evaluacién econémica (102),
que estimo la eficiencia, en términos de coste-efectividad, de una estrategia guiada por
ADNItc para la toma de decisiones sobre el tratamiento adyuvante para el CCR en estadio
II. La evaluacion se realizé para el contexto australiano y calcularon los costes y beneficios
en salud (AVG y AVACs) de tres estrategias de tratamiento:

a) Tratamiento estandar (TS): cuando una proporcién de pacientes recibe QTA
(segin GPC australianas) y el resto pasa a vigilancia.

b) QT guiada por ADNtc (ADNItc): pacientes con marcador positivo reciben QTA y
aquellos con resultado negativo pasan a vigilancia.

c) QT guiada por ADNtc sensible a preferencias (SP-ADNtc): pacientes con marcador
positivo y una proporciéon de pacientes con ADNtc negativo reciben QTA (reflejo
de la variabilidad clinica con respecto al cumplimiento del resultado de la prueba).

Se utiliz6 un modelo semi-Markov con tres estados de salud (libre de recurrencia,
recurrencia y muerte), se aplicé la perspectiva del pagador (sistema de salud), una tasa de
descuento del 5 % (para salud y costes) y se asumié como horizonte temporal toda la vida
del paciente [simulacién de 160 ciclos de 3 meses (40 afios)]. Para la determinacion del
ADNtc, utiliz6 el test Safe-SeqS basado en una técnica dependiente del tumor.

Las estimaciones de las probabilidades del modelo se basaron en el estudio DYNAMIC,
realizado por Tie et al. (82) en 2016 sobre una corte inicial de 230 pacientes con CCR
estadio II, y se completaron con datos procedentes de la literatura y de registros clinicos
australianos (ACCORD para estadios tempranos y TRACC para enfermedad avanzada).
En la tabla 17 se muestran las probabilidades empleadas en el modelo. Se utilizaron los
datos del estudio DYNAMIC para determinar el tiempo hasta la recurrencia en base al
estado ADNtc y/o de recibir QTA,y para los pacientes ADNtc positivos que reciben QTA
asumieron una tasa de curacion del 50 %.
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Tabla 17: Probabilidades utilizadas en el modelo en el caso base

Parametros Valor Fuente
% pacientes ADNtc positivo (tras la cirugia) 8,69 % Tie et al. 2016
% pacientes que reciben QTA en TS 22,60 % Tie et al. 2016
9 ientes ADNT: ti i TA
59 (PRI ,e S, BMEZEAND VD S22 € 6,80 % estimacién en base a evidencia de cancer de mama
(no cumplimiento)
Utilidades
Libre de Recurrencia con QTA 0,82
Basadas en la literatura

Li R ia sin QT

BOCIFEICIe A 0,95 (estudio americano CCR estadio IlI)
Recurrencia 0,61
Costes
Coste test (AUD de 2019) 3000 Estimado del estudio Tie et al. 2016
GCoste QTA 13.253.29 Indice de precios australiano

Pharmaceutical Benefit Scheme (PBS 2021)

Proporcion curacién

TS con QTA 0,81 Tie et al. 2016
TS sin QTA 0,82 Tie et al. 2016
ADNtc negativo sin QTA 0,86 Tie et al. 2016
ADNtc negativo con QTA 0,86 Tie et al. 2016

Abreviaturas: ADNtc: ADN tumoral circulante; AUD: ddlares australianos; QT: quimioterapia; QTA: quimioterapia adyuvante; TS: tratamiento estandar
Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del modelo indicaron que las estrategias basadas en ADNtc fueron
las opciones mds coste-efectivas y, por tanto, dominantes sobre el tratamiento estdndar,
al estar asociadas con menores costes y mayor beneficio en salud (102). Se obtuvo una
diferencia de costes entre el TS y las estrategias basadas en ADNtc de 4055 AUD (2103 €)!
para la estrategia QTA guiada por ADNtc y de 2284 AUD (1184 €) para la estrategia SP-
ADNItc, que permitieron una ganancia de 0,20 y 0,19 AVAC respectivamente (tabla 18).

Tabla 18: Resultado modelo econémico

Estrategia Coste (AUD) AVAC luisiz el Cuiss izl RCEI (frente a TS)
(AUD) AVAC
TS 42.980 10,50
ADNtc 38.925 10,70 -4055 0,20 AVAC Dominante
SP-ADNtc 40.696 10,69  -2284 0,19 AVAC Dominante

Abreviaturas: ADNtc: ADN tumoral circulante; AUD: ddlares australianos; AVAC: afo de vida ajustado por calidad: RCEI: ratio coste efectividad incremental; SP-
ADNtc: QT guiada por ADNtc sensible a preferencias; TS: tratamiento estandar
Fuente: Elaboracion propia

El analisis de sensibilidad probabilistico estimé una probabilidad del 74 % y 69 %
de que las estrategias ADNtc y SP-ADNtc eran coste-efectivas para una disponibilidad a
pagar de 20.000 AUD/AVAC (10.400 € de 2024).

1. Los costes en dolares australianos fueron convertidos a euros de Espafia del 2024 usando el CCEMG -
EPPI-Centre Cost Converter (https://eppi.ioe.ac.uk/costconversion/).

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 69


https://eppi.ioe.ac.uk/costconversion/

El analisis de sensibilidad determinista (1 via) mostré que el TS era mas eficiente
(menos costoso y mas efectivo) que las estrategias de ADNtc sélo si la proporcién de
curacion del TS se acercaba al 100 % (caso base: 82 %) o cuando la proporcién de curacién
de los pacientes ADNtc negativos era inferior al 70 % (caso base: 88 %).

En la tabla 19 se recoge el perfil de la evidencia GRADE.

Tabla 19: Perfil de evidencia GRADE del estudio de coste-efectividad de la BL

L. o Incremental
Estudio I;'Ir:rllt;: Apl:;;zb"" Otros Coste Incertidumbre
Coste Efecto -
efectividad

Toetal.etal. Noserias Parcialmente Se utilizd Estrategia 0.20 AVAC  Dominante El andlisis de

2021 (102) aplicable' un arbol de ADNftc: sensibilidad

Estrategias decision para - 4055 AUD 019 AVAC  Dominante unidireccional

de QTA asignar la (-2.103 €) determinista

basadas cohorte de mostro que la

en ADNtc pacientes Estrategia SP- estrategia TS era

Comparadas a una serie ADNtc: menos costosa y

conTS de modelos ’ mas efectiva que
semi-Markov; 2284 AUD las estrategias
modelizaron (1.184€) de ADNtc solo si
tres estados la proporcion de
de salud curacion de TS
(libre de se acercaba al
recurrencia, 100 % o cuando

recurrencia y
muerte) y tres

la proporcion
de curacion del

estrategias de ADNtc negativo
tratamiento era inferior al
(TS, QA 70 %

guiada por En el andlisis
ADNtc y SP) probabilistico

la estrategia de
ADNtc resulté ser
coste-efectiva en
comparacion con
la TS con una
probabilidad del
74 %

Abreviaturas: ADNtc: ADN tumoral circulante; AVAC: anos de vida ajustados por calidad; QTA: quimioterapia adyuvante; SP: QT
guiada por ADNtc segun preferencias del paciente; TS: tratamiento estandar

La evaluacion se realiza para el contexto australiano

6.2. Aspectos organizativos

La guia para la evaluacién de procedimientos 6émicos de la RedETS establece en su marco
dos secciones diferenciadas en cuanto a cuestiones organizativas: aspectos relacionados
con los modelos de prestacion dentro de los cuales se va a ofrecer la prueba 6mica y
aspectos relacionados con la implementacion de la prueba émica en cuestion (36). Por este
motivo, se ha divido este apartado del informe en dos secciones para a abordar estos dos
aspectos por separado.

6.2.1. Modelos de prestacion para las pruebas

En el caso de incorporar las pruebas de deteccion de ADNtc, CTC o identificacion de

metilacion a la prestacion dentro del SNS, se deberd especificar el modelo sanitario en el
que se ofrecerdn estas pruebas de BL, por lo que deberd describirse:
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— Elitinerario clinico de los pacientes con CCR a través de los distintos profesionales
y servicios, incluyendo el circuito asistencial del servicio genémico bajo el cual se
aplicarian las pruebas desde su prescripcion, toma de muestra, realizacion, informe
e interpretacion de los resultados y, por ultimo, manejo del paciente en funcién de
los resultados.

— El ambito asistencial en el que se aplicard la prueba: en el caso de las pruebas para
guiar la QT en pacientes con CCR estadio II-I1I o prescribir un fdrmaco en estadio
IV, el ambito asistencial se corresponde a la atencidén oncoldgica de los pacientes.

6.2.2. Consideraciones de implementacién de las pruebas

Para la implementacion de las pruebas en la cartera gendmica se deberdn valorar los
recursos necesarios para implementar el programa donde se prescriba y aplique la prueba.
Ademads, deberdn contemplarse las posibles barreras y requerimientos adicionales en la
implementacion.

En el caso de las pruebas de identificacion de ADNtc, CTC o metilacion, los requisitos
de infraestructura necesaria para implementarlas y llevarlas a cabo podrian ser complejos
seglin sefialan algunos autores como Ignatiadis et al. (103), que indican que la integracién
real de este tipo de pruebas en los flujos de manejo clinico de los pacientes oncolégicos
serd compleja. Como ejemplo de esta complejidad sefialan las pruebas Oncotype Dx y
FoundationOne CDx (F1CDx) que actualmente se aplican a pacientes con cdncer de
mama. Ambas pruebas se realizan en un laboratorio central, al contrario que el enfoque
tradicional en el que el andlisis patoldgico de los tumores se realiza en el departamento de
patologia del hospital que atiende a las pacientes. Este nuevo marco refleja el hecho de que
las pruebas multi-gen, a diferencia de las pruebas dirigidas a un tnico gen, requieren una
importante inversioén de tiempo, conocimientos y recursos, no solo en su desarrollo sino
también en su implementacion clinica rutinaria. Esta inversion abarca los equipos NGS
de ultima generacion, el espacio de almacenamiento en la nube adecuado para los datos
de secuenciacion, personal técnico para las tareas de laboratorio y personal con perfil
bioinformaético para el andlisis de los datos generados, asi como un comité molecular para
la interpretacion de los resultados de las pruebas donde participen profesionales de los
ambitos de la medicina, biologia y bioinformatica.

En el articulo de Ignatiadis et al. (103) se pronostica que los laboratorios centrales
que proporcionen estos servicios a nivel nacional e incluso internacional, podrian
ahorrar costes al analizar un gran numero de muestras. En el modelo propuesto las
pruebas descentralizadas se utilizarian para uno o pocos genes (<5 genes) y las pruebas
centralizadas en un unico laboratorio prevaleceria para los ensayos multigénicos mds
grandes (103).

En cuanto a la capacitacion del personal, se ha sefialado que la implementacion clinica
de las pruebas de BL requerird la formacion y entrenamiento del personal hospitalario, que
incluird a personal de patologia, enfermeria y médicos/as, en la aplicacion e interpretacion
de las pruebas. Incluso en un modelo de pruebas descentralizado, el personal de enfermeria
hospitalaria que atiende al paciente deberd realizar la extraccion de sangre y el personal del
laboratorio realizard el procesamiento inicial de muestras, por lo que estos profesionales
deben conocer los protocolos de la prueba y cualquier aspecto preanalitico que pueda
afectar al rendimiento del ensayo. Ademads, el/la médico/a que recibird el informe de
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resultados necesitard capacitacion en la lectura del informe, interpretacion de resultados
y toma de decisiones apropiadas en el manejo del paciente (103).

Algunos servicios de salud han desarrollado comités de tumores moleculares
multidisciplinarios que estdn a cargo de la interpretacion de los resultados obtenidos
mediante NGS sobre el ADNtcy el ADN del tejido tumoral. Estos comités incorporan a
clinicos, expertos en genética molecular y expertos en anatomia patoldgica y proporcionan
soporte a los/las oncélogos/as para gestionar la rapida apariciéon de nuevo conocimiento
complejo sobre las pruebas (104, 105).

Ademas de las anteriores consideraciones, es necesario sefialar que las pruebas basadas
en la informacién del tumor, como Safe-SeqS, actualmente requieren el envio de muestras
a EE.UU. Las implicaciones del evio de muestras con finalidad clinica a un laboratorio
situado fuera del espacio de la UE deberian valorarse en relacion al Reglamento de
Proteccion de Datos.

72 BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV


http://EE.UU

7 Discusion

Parala redaccion de este informe se sigui6 la metodologia planteada para la elaboracion de
informes de evaluacién de tecnologias sanitarias en la RedETS (59), que se complementé
con las propuestas especificas para las pruebas genéticas que recoge la Guia para evaluacion
de pruebas 6micas de la RedETS (36).

Con el fin de asegurar la pertinencia de los resultados y de evitar pérdidas de
informacidn en el proceso de busqueda, se disefié una estrategia especifica que combinase
términos libres y descriptores, agrupando todos los sindénimos relevantes para nuestros
objetivos, y se adapté para interrogar las distintas bases de datos, tal y como se recomienda
en los principales manuales (106, 107).

La busqueda de estudios primarios se dividié en dos atendiendo a los principales
objetivos: una parte vinculada a los términos referidos a la EMR y a la recurrencia del
tumor, usando términos como residual disease, minimal residual, minimal disease o tumor
recurrence,y otra parte vinculada a términos de farmacogenética como pharmacogenetic o
pharmacogenomic.En el proceso de seleccion de estudios se comprobd que la segunda parte
de la busqueda, relacionada con la farmacogenética, no recuperaba estudios relevantes.
Por ello se decidié ampliar y complementar la estrategia de busqueda con vocabulario
adicional como ras mutation, anti-EGFR, anti EGFR o Anti-Epidermal Growth Factor
Receptor. Esta ultima estrategia proporcioné literatura pertinente. Se aplicé un limite
temporal justificado por la fecha de aparicion y desarrollo de la tecnologia, y se eliminaron
articulos de opinidn, editoriales, publicaciones a congresos y cartas, por no conllevar la
apropiada revision de expertos y no ofrecer la informacién completa.

Por ultimo, se recuperaron todas las referencias citadas en los articulos seleccionados
parasu inclusion en la revision, que se cribaron por pares. Por todo lo expuesto, se considera
que la busqueda bibliografica no ha supuesto una limitacion en esta revision.

7.1. Discusioén de los resultados sobre el valor prondstico
de la prueba

El valor prondéstico de las pruebas genéticas viene definido por su capacidad de predecir
el curso clinico y la posible evolucién de una enfermedad o condicién clinica que ya ha
sido diagnosticada (36). En este informe se ha evaluado el valor prondstico de las pruebas
de identificacion de ADNtc, CTC o pruebas de metilacion para predecir el riesgo de
recurrencia en pacientes con CCR estadios II-I11, con tumores susceptibles de reseccion
quirtrgica con intencion curativa. Las variables utilizadas fueron: la supervivencia libre de
enfermedad/recurrencia analizada mediante mediante el HR obtenido en los estudios, que
considera el riesgo relativo acumulado a lo largo del tiempo hasta que ocurre la recurrencia;
y la recurrencia, que se analiz6 mediante el OR, que representa la probabilidad de recidiva
sin considerar el tiempo.

Los estudios mostraron caracteristicas diversas pero complementarias sobre la validez
prondstica de BL en el CCR. La mayoria de los estudios identificados se centraron en la
identificacion del ADNtc (4/9 estudios) (68, 71, 72, 75), aunque también se recuperaron
estudios sobre CTC (3/9) (67, 69, 70) y anélisis de pruebas de metilaciéon (2/9) (73, 74,
77-79). Todos los estudios inclufan datos comparativos con la determinacién de CEA.
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Predominaron los disefios prospectivos (observacionales y cohortes), siendo este tipo
de disefio clave en la determinacion del valor prondstico, al permitir un seguimiento
estructurado y controlado, minimizando sesgos y asegurando la recopilaciéon de datos
temporales confiables. Las poblaciones estudiadas incluyeron pacientes con CCR en
estadios II-IIT (68-72, 75, 77), y en menor medida estadios I y IV (67, 73, 74, 78, 79). Los
datos sobre el estadio I no pudieron ser analizados al no presentar los estudios los datos
desagregados por estadio.

En general, la mayoria de los estudios evaluados presentaron un riesgo de sesgo
bajo en los dominios de test indice, evento diana y flujo, lo que sugiere una adecuada
calidad metodoldgica en estos aspectos. No obstante, se identificaron algunas limitaciones
importantes. El dominio de reclutamiento muestra variabilidad, con varios estudios
clasificados como de riesgo incierto (68, 69, 74) y al menos un estudio con riesgo alto (73),
lo cual podria afectar la validez interna si los participantes no fueron seleccionados de
forma adecuada o representativa. El dominio de andlisis también present6 incertidumbre
en algunos estudios (67, 69, 71), lo que puede influir en la solidez de los resultados. En
cuanto a la aplicabilidad, se observa que la mayoria de los estudios tienen valores altos
en todos los dominios evaluados (reclutamiento, test indice, evento diana y flujo), lo que
indica pocas dificultades para extrapolar los resultados a contextos clinicos mds amplios o
diferentes del entorno en que se realizaron. Solamente el estudio de Pedersen et al. (73)
presenté dos dominios con riesgo incierto, tanto en el reclutamiento como en el flujo, lo
cual sugiere una menor robustez y generabilidad de sus hallazgos.

Los resultados obtenidos a partir de 7 publicaciones (68-73, 75), muestran que la
presencia de ADNtc positivo estd asociada significativamente con un mayor riesgo de
recurrencia (HR combinado = 9,61;1C95 %:5,67 —16,30), aunque con alta heterogeneidad
(I2 =76 %), atribuida a variaciones que podrian deberse al estadio del cancer o al tipo
de test utilizado. Una revisién previa sobre este tema realizada por Chidharla et al.
en 2023 (34), muestra también una relacion significativa a la identificacién de ADNtc
después de la cirugia y una menor supervivencia libre de enfermedad, con un HR de 727,
IC95 % (5,49-9,62) (evidencia procedente de 23 estudios). Aunque también encuentran
heterogeneidad (55%) entre los estudios, su valor fue mas moderado que el identificado
en nuestro andlisis (76 %), que podria deberse a que los nuevos estudios incluidos tienen
caracteristicas diferentes. En cualquier caso, estos resultados indicarian que la presencia
de ADNtc después de la cirugia predeciria un riesgo mayor de recurrencia de CCR frente
a la ausencia de este marcador.

Elandlisis por subgrupos revel6 que en estadio I1, el valor prondstico de la identificacion
de ADNtc (HR = 18; IC95 % (10,44-31,05)) seria méas elevado que en el estadio III
(HR = 6; IC95 % (4,41-8,12)). En los estudios de pruebas basadas en CTC y epigenética,
el OR también sugiere mayor probabilidad de recurrencia, aunque con heterogeneidad
moderada.

En la evaluacion del valor prondstico de la identificacion de ADNtc, CTC o metilacion
se incluyeron solo estudios que recogieran el valor del CEA, de forma que se pudiera
comparar el desempefio prondstico de ambas determinaciones. Los resultados muestran,
como era de esperar, que los niveles elevados de CEA (> 5 ng/mL) también se asocian
con un mayor riesgo de recurrencias (HR =2,15; IC95 % (1,23-3,77)), pero el valor
prondstico seria menor que en el caso de la identificacion de ADNtc. Ademas, el andlisis
de concordancia utilizando el test de McNemar sugiere que el ADNtc es mds sensible que
el CEA para detectar recurrencias. La diferencia estadisticamente significativa en todos los
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estudios analizados refuerza la idea de que el ADNtc podria predecir mejor la recurrencia
en comparacion con el CEA.

Es relevante sefialar que el requisito de que los estudios incluyeran al CEA como
biomarcador de comparacion pudo haber reducido el nimero de estudios elegibles. Por
lo tanto, la cantidad de investigaciones potencialmente pertinentes para evaluar el valor
prondstico de las pruebas en sangre podria ser considerablemente mayor que la finalmente
analizada.

Asi mismo, el analisis realizado ha considerado como biomarcador tnico al ADNTtc,
a las CTC o a la presencia de metilacion. Sin embargo, en la predicciéon de recurrencia
del CCR no se utiliza un unico biomarcador, si no que se emplean modelos prondsticos
que incluyen diferentes variables (estadio, perfil molecular del tumor...). Para determinar
el valor pronéstico real de la identificacion de ADNtc, CTC o marcadores de metilacion
deberia realizarse una evaluacion de modelos prondsticos que incluyan los diferentes
factores prondsticos combinados. Sin embargo, el uso en el andlisis de valores univariantes
en lugar de multivariantes esta justificado debido a la falta de uniformidad en las variables
de ajuste empleadas en los estudios incluidos. Los modelos multivariantes, aunque mas
robustos al controlar posibles factores de confusion, pueden introducir heterogeneidad y
sesgo si los estudios no utilizan un conjunto homogéneo de covariables. Esta variabilidad
metodoldgica dificulta la comparacion directa y puede afectar la validez del metanalisis. Al
optar por valores univariantes, se minimiza la heterogeneidad metodolédgica derivada del
ajuste desigual, permitiendo un andlisis mds consistente y directo del efecto de ADNtc. Sin
embargo, esta eleccion también puede limitar el control de posibles factores de confusiéon
y la generalizacion de los resultados, aspectos que deben considerarse al interpretar los
resultados. Como se comentd previamente, el andlisis de todos los factores a través de
modelos prondsticos ayudaria a minimizar las limitaciones de analizar la prediccion de los
factores de forma univariante.

Por ultimo, la consistencia entre los resultados respaldaria la capacidad predictiva del
riesgo de recurrencia del ADNtc, por lo menos en pacientes con CCR después de una
cirugia con intencion curativa. La implementacion de estas pruebas en la practica clinica
no deberia realizarse sin que las GPC hayan incluido recomendaciones que indiquen
especificamente que decisiones en el manejo del paciente, tanto terapéuticas como de
prescripcion de otras pruebas se deben tomar con los pacientes con CCR. Los informes de
evaluacién no incluyen recomendaciones por lo que su utilidad para valorar pruebas de
cardcter prondstico es limitada.

7.2. Discusioén de los resultados de utilidad clinica de la prueba

Para evaluar la efectividad de la identificacion de ADNtc o CTC en plasma en términos de
utilidad clinica, se necesitan estudios en los que los resultados de las pruebas se utilicen para
decidir el manejo especifico del paciente, como la indicacion de QT o cambio de régimen
terapéutico o la indicacion de una prueba diagndstica complementaria. En la revision
realizada se ha identificado tnicamente un ECA (86) que evalda la eficacia de basar la
indicacién de la QT en los resultados de la prueba de identificacion de ADNtc frente a
indicar la QT en base a criterios clinico-patoldgicos. Los pacientes incluidos tienen CCR
estadio 11 y se acaban de someter a cirugia. Los resultados indicarian que basar la decisiéon
de administrar QT en los resultados de ADNtc tendria similares resultados en términos de
recurrencia y de supervivencia libre de recurrencia, que decidirlo en base criterios clinico-
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patoldgicos estandar. El estudio observacional de Yu J et al. (108) tampoco encuentra
diferencias en la supervivencia global de los pacientes con CCR estadio II en los que no
se identifican CTC, independientemente de que hayan recibido o no QT (83,6 meses y 82
meses respectivamente; p = 0,999).

Las recomendaciones de la Sociedad Europea de Oncologia Molecular (ESMO)
publicada en el 2022 no incluyen por el momento la recomendacién de utilizar la
identificacion de ADNtc para seleccionar a los pacientes que deben recibir QT después
de la reseccion quirtrgica del CCR (29). La RS-MA de Chidharla A et al. (34) de 2023
concluia que serian necesarios estudios en los que se estratifique correctamente a los
pacientes en funcidn del estadio y se evaltie rigurosamente la fiabilidad del andlisis de
ADNTtc poscirugia en los diferentes estadios. Ademads, consideran necesario establecer un
consenso sobre los estdndares minimos a considerar para la recogida y procesamiento de
muestras que permita la armonizacion entre los estudios y el andlisis comparativo de sus
resultados (34).

La busqueda bibliografica solo abarca hasta diciembre de 2023 y se han identificado
varios ECA en marcha que aportardn resultados sobre la efectividad de guiar la indicacion
de QT en base a los resultados de la prueba de identificacién de ADNtc, por lo que se
espera que nuevas publicaciones afladan mds claridad a la utilidad de la prueba en la
seleccion de pacientes.

Son necesarios més estudios similares al identificado que corroboren los resultados. Los
estudios deben tener un tamafio muestral suficiente que permita estudiar las diferencias
entre los subgrupos de pacientes en los que se realiza la identificacién de ADNtc (positivos
y negativos) en relacion al tipo de tumor (T3 y T4) y al alto o bajo riesgo clinico del
tumor. El estudio de Tie J no tenia suficientes pacientes en el grupo de ADNtc positivos
para estudiar como influyen estas caracteristicas en los resultados de supervivencia y
probabilidad de recurrencia.

En cuanto al tipo de prueba a utilizar, un informe del Instituto Nacional del Cancer
de los Estados Unidos indica que la tecnologia preferente para la deteccion del ADN
circulante serian los ensayos multigen basados en la secuenciacién de nueva generacion
(NGS) respecto a los ensayos basados en PCR Droplet Digital (41).

7.3. Discusidn de los resultados de validez diagndstica de la prueba

La validez clinica de las pruebas genéticas viene definida por su capacidad para detectar
o predecir con precision y fiabilidad una condicién clinica. Entre otros, depende del
rendimiento de la prueba que se define como el grado en el que las variantes analizadas por
la prueba pueden distinguir entre los individuos que desarrollan una condicién clinica de
los que no lo hardn (36). En este informe se ha evaluado el rendimiento de la identificacién
de mutaciones del tumor en plasma para guiar la elegibilidad del tratamiento en pacientes
con CCRm.

Los resultados obtenidos a partir de 13 estudios muestran que la deteccion de
mutaciones RAS en ADNtc para determinar la elegibilidad de los pacientes con CCRm
a recibir terapia anti-EFGR tiene un rendimiento diagnéstico similar a la deteccion de
mutaciones en tejido sélido. La prueba presenta un buen rendimiento diagndstico en
términos de sensibilidad (86,6 %) y especificidad (92,2 %) y la identificacion de ADNtc
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es altamente predictiva de la presencia de RAS mutado. Estos resultados son consistentes
entre si y son acordes a las actuales recomendaciones de las GPC.

Todalaevidenciaanalizada procedié de estudios de cardcter observacional y prospectivo,
observando cierta heterogeneidad entre ellos en cuanto al tamafio muestral, método
analitico o plataforma utilizada parar realizar la secuenciacion genética. Ademas, la mitad
de los estudios (53,8 %, 7/13) presentaron un riesgo de sesgo alto en la representatividad
de los pacientes por realizar exclusiones inapropiadas y solo tres estudios (23 %, 3/13)
recogian la muestra de sangre para la BL inmediatamente antes de la biopsia de tejido,
presentando el resto un intervalo de tiempo inadecuado que llegé a alcanzar los 5 afios en
un estudio. Estas cuestiones podrian limitar la generalizacion de los resultados, por lo que
hay que interpretar los datos con cautela.

Se realiz6 una sintesis cuantitativa, a través de un metandlisis bivariante para pruebas
diagndsticas, con los resultados aportados por 12 estudios que realizaron la secuenciacion
del gen RAS, ya que para la secuenciacion BRAF no se disponia del minimo de estudios
necesarios. Se realizaron andlisis por subgrupos en funcién de la técnica analitica, presencia
de metastasis e intervalo de tiempo entre la toma de muestra de sangre y de tejido con el
objetivo de valorar suimpacto en los resultados. A pesar de que el niimero total de estudios
incluidos en el metanalisis fue elevado (12 para técnica analitica e intervalo de tiempoy 11
para presencia de metdstasis), en alguna de las categorias de estos subgrupos el niimero de
estudios incluidos fue muy reducido (2 estudios para NGS y para presencia de metdstasis
<50 % y 3 estudios para intervalo tiempo adecuado) lo que podria limitar la generalizacién
de los resultados, sobre todo cuando la heterogeneidad es elevada. Sin embargo, la
heterogeneidad observada se consider6 aceptable o moderada (12 bivariante = 0,364), por
lo que se plantea que podria atribuirse a variables relacionadas con las caracteristicas del
propio estudio o con las caracteristicas de la poblacién de estudio.

A pesar de la variabilidad existente en los resultados entre los estudios, especialmente
en la especificidad, los datos sugieren que la BL presenta una buena validez y precision
diagnostica. Estos resultados son consistentes entre si y son acordes a las actuales
recomendaciones de las GPC.

La carga tumoral o baja fraccion de ADNtc, la heterogeneidad tumoral espacial y
temporal (amplio intervalo de tiempo entre la toma de muestra de sangre y tejido), la
localizacién de la metéstasis (presencia en pulmén y peritoneo y ausencia en higado), la
histologia del tumor y la administracion de tratamiento previo a la recogida de la muestra
de sangre son factores que se asocian a la obtencién de resultados discordantes y que
impactan de manera negativa en la detecciéon de mutaciones en ADNtc (87,90, 94-98).

Los datos analizados en esta revision apuntan en la misma direcciéon. Las pruebas
presentan un rendimiento mds favorable en presencia de metdstasis hepdticas. Por otra
parte, en los estudios que recogieron la muestra de sangre inmediatamente antes de la
biopsia de tejido, se obtuvieron resultados ligeramente mejores, aunque esta diferencia no
fue significativa y la comparacion global tampoco mostré diferencias. Esto puede deberse
al reducido numero de estudios en una de las categorias.

Respecto al mejor rendimiento identificado por las pruebas NGS frente a las pruebas
basadas en PCR hay que sefalar que, por lo menos, una de las pruebas utilizada en los
estudios (OncoBEAM) ya no se encuentra disponible para su uso en la UE y ha sido
sustituida por el kit de PSDIV de cancer sdlido Plasma SeqSenseiTM (informacion
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aportada por el desarrollador Sysmex Inostics GmbH) [Instrucciones de uso plasma
SeqSensei]. Como se ha comentado previamente en el apartado de utilidad clinica, la
imposibilidad de conocer de forma exhaustiva las pruebas comercializadas en Espafa
dificulta la comparacion entre las mismas.

En la prictica clinica habitual, el andlisis de marcadores farmacogendmicos se realiza
a partir de muestras de tejido obtenidas mediante biopsia, sin embargo, la informacién
procedente de un corte de tejido se ve limitada por la intra-heterogeneidad tumoral y
por la dificultad en la identificacién de las mutaciones que se encuentran en células
viables capaces de sostener o propagar el cancer (109, 110). El tumor a lo largo de su
evolucion experimenta cambios moleculares como respuesta tanto al microambiente
tumoral como a los tratamientos oncoldgicos que consecuentemente, tienen un impacto
tanto en el prondstico del tumor como en su tratamiento (2). Idealmente, estos cambios
deben ser monitorizados para poder adaptar tanto el tratamiento como las expectativas
en el prondstico con la mayor coste-eficacia y la menor molestia para el paciente (2). La
identificacion de las mutaciones del gen RAS a través del ADNtc extraido previamente a
la indicacién del tratamiento con anticuerpos anti-EFGR podria solventar la limitacién
de la intra-heterogeneidad del tumor que afecta a la identificacion de estas mutaciones en
muestras de tejido.

En base a las limitaciones de la evidencia se necesitan estudios que evalien la eficacia
del tratamiento con anti-ac-EFGR en los casos discordantes, teniendo en cuenta en el
andlisis de eficacia, el intervalo de tiempo transcurrido entre la extraccion de sangre y la
recogida del tejido tumoral.

7.4. Discusién de los aspectos econdmicos y organizativos

La EE realizada por To et al. (102) utilizé para su modelo varios de los pardmetros obtenidos
en el estudio de cohortes de Tie et al. (82). Estos resultados se podrian ver alterados por
el méas reciente ensayo DYNAMIC II, que cuenta con mayor nimero de pacientes (86).
El ECA s6lo comparaba el tratamiento estdndar con el basado en ADNtc prescindiendo
de la terapia sensible a preferencias (TS). En cuanto a la proporcién de pacientes que
recibieron QTA, esta resulto superior tanto en la cohorte de tratamiento estandar (28 % vs
22,6 %) como en la cohorte guiada por ADNtc (probabilidad de deteccién): 15 % vs 8,7 %.
Este incremento de la QT entre los pacientes de cohorte TS significé un mayor beneficio
neto en salud y mayor ahorro econémico asociado a la terapia guiada por ADNftc, tal y
como se desprendia del andlisis de sensibilidad realizado por To et al., al mismo tiempo
que el aumento de deteccion de ADNtc, al requerir mds QTA en este grupo, disminuy6
el beneficio neto en salud. Cabe destacar que la diferencia de QTA recibida entre ambas
cohortes se mantuvo en un nivel parecido, cerca de 13 %, al del estudio de EE.

Por otra parte,los resultados que arroja el ECA enrelacion con la proporciéon de curacion
en el grupo TS (92,4 %) y la proporcién de curacién de las cohortes ADNtc negativas
que no recibieron QTA (92,5 %) no se aproximaron a los valores que los resultados del
andlisis de sensibilidad indicaban como la condicion para que la terapia estdndar fuese mds
coste-efectiva, es decir, 100 % para proporcion de curacion entre pacientes de tratamiento
estandar y menos de 70 % para ADNtc (-).

El estudio de To et al. (102) contempld la perspectiva de los pagadores del sector
sanitario publico australiano y con el umbral de disposicion a pagar propio para este pais
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(20.000 AUD). No obstante, debe tenerse en cuenta que los estudios de EE son contexto-
dependientes y que, por lo tanto, sus resultados deben considerarse una aproximacion al
escenario real que deberia ser analizado en su contexto, que no es el contexto del SNS en
Espaiia.

Respecto a la valoraciéon de las posibles repercusiones organizativas de la
implementacion de las pruebas de identificacion de ADNct, son dificiles de valorar al no
disponer de un modelo homogeneo de prestacion para estas pruebas en todo el SNS. Un
aspecto relevante sobre las repercusiones organizativas lo marcaran las pruebas que se usen,
que determinaran las necesidades en recursos humanos, materiales y de infraestructura.
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8. Conclusiones

Se identificaron 17 estudios para evaluar la validez prondstica de las pruebas, que mostraron
que la identificacion de ADNtc después de la reseccion quirtirgica se asocia con una menor
probabilidad de supervivencia.

Se identificé un estudio (1 ECA, n =455 pacientes) para evaluar la utilidad de la
identificacién de ADNtc en la prescripcion de quimioterapia en pacientes con CCR estadio
II, que sugiere la misma efectividad en términos de supervivencia que su prescripcion
basada en el riesgo clinico.

Se identificaron 12 estudios que evaluaron el rendimiento diagnoéstico de la deteccion
de mutaciones en el gen RAS en ADNtc frente a la biopsia de tejido en pacientes con
CCR en estadio IV que deban recibir terapia anti-EFGR. Los resultados muestran una
sensibilidad del 86,4 % (IC95 %: 82,1-89,8) y una especificidad del 92,4 % (IC95 %: 88,6-
95), por lo que el rendimiento diagnéstico es similar a la deteccién de mutaciones en tejido
solido.

Solo se ha localizado un estudio de coste-efectividad del enfoque guiado por ADNtc
para el tratamiento de quimioterapia adyuvante realizado en Australia y reporta que es
mas coste efectivo que el tratamiento estdndar basado en caracteristicas clinicopatoldgicas
tradicionales de alto riesgo. Seria necesario contextualizar los datos econdmicos al
escenario espafiol, una vez que se definan los tipos de pruebas que se utilizaran.

Los principales aspectos a tener en cuenta en la implementacion de las pruebas de
identificacién de ADNtcy CTC en pacientes con CCR en el SNS estdn relacionados con la
definicién de un modelo de prestacion especifica para estas pruebas, que deberd incluir qué
pruebas seran las que se usen. El tipo de pruebas determinara las necesidades en recursos
humanos y recursos materiales de infraestructura.
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Anexos
Anexo A. Estrategia de busqueda

BUSQUEDA DE REVISIONES SISTEMATICAS

BASES DE DATOS ESPECIALIZADAS EN REVISIONES SISTEMATICAS

Cochrane Library (Wiley) 6 de enero de 2023

BASES DE DATOS ESPECIFICAS DE GPC

Organizaciones que desarrollan GPC y centros que las recopilan (no incluidas en el
apartado anterior)

Sociedades Cientificas. 6 de enero de 2023.

International HTA Database. 6 de enero de 2023.

Guidelines International Network

National Institute for Health and Care Excellence. 6 de enero de 2023.
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BASES DE DATOS GENERALES

EMBASE (Ovid). 6 de enero de 2023
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BUSQUEDA DE ESTUDIOS PRIMARIOS
La busqueda bibliografica de estudios primarios se ha realizado en la fecha 14 de agosto de
2013y posteriormente actualizada el 18 de diciembre de 2023 con una estrategia especifica,

en las siguientes bases de datos:

BASES DE DATOS GENERALES

Medline y Embase (Ovid). 18 de diciembre de 2023.

a

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS |-V



Cochrane Library (Wiley). 19 de diciembre de 2023.

ID

#1

#2

#3

#4

#5

#6
#7

#8

#9

#10

#11

#12

#18

Busqueda

(“circulating tumor” NEAR/2 DNA):ti,ab,kw OR (“circulating tumour” NEAR/2 DNA):ti,ab,kw OR
(“circulating tumors” NEAR/2 DNA):ti,ab,kw OR (“circulating tumours” NEAR/2 DNA):ti,ab,kw (Se
han buscado variaciones de la palabra)

(“circulating tumor” NEAR/2 RNA):ti,ab,kw OR (“circulating tumour” NEAR/2 RNA):ti,ab,kw OR
(“circulating tumors” NEAR/2 RNA):ti,ab,kw OR (“circulating tumours” NEAR/2 RNA):ti,ab,kw (Se
han buscado variaciones de la palabra)

(“cell-free” NEAR/2 DNA):ti,ab,kw OR (“cell-free” NEAR/2 RNA):ti,ab,kw OR (“circulating free”
NEAR/2 DNA):ti,ab,kw OR (“circulating free” NEAR/2 RNA):ti,ab,kw (Se han buscado variaciones
de la palabra)

(ctDNA or “ct DNA” or ctRNA or “ct RNA” OR cfDNA or “cf DNA” or cftDNA or “cft DNA”):ti,ab,kw
OR (“circulating tumor cell” or “circulating tumour cell” or “circulating tumor cells” or “circulating
tumour cells” or CTC or “disseminated tumor cell” or “disseminated tumor cells” or “disseminated
tumour cell” or “disseminated tumour cells” or “DTC” or “DTCs”):ti,ab,kw (Word variations have
been searched)

(“plasma DNA"):ti,ab,kw OR (“serum DNA”"):ti,ab,kw OR (circulating nucleic acid*):ti,ab,kw
OR (CELLSEARCH or ISET or “AdnaTest Colon Cancer” or RosetteSep or SIGNATERA or
NATERA):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

(liquid biops*):ti,ab,kw (Se han buscado variaciones de la palabra)
(biomark®):ti,ab,kw OR (biological NEAR mark®):ti,ab,kw (Se han buscado variaciones de la palabra)

(colorectal NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumo?r* or
adenocarcinoma®)):ti,ab,kw OR (colon* NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or
carcinoma* or tumor* or tumour* or adenocarcinoma®)):ti,ab,kw OR (rectal* NEAR/3 (cancer*
or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumor* or tumour* or adenocarcinoma)):ti,ab,kw
OR (rectum* NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumor* or tumour* or
adenocarcinoma®)):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

(“minimum residual” or “residual disease” or “minimal residual” or “minimal disease”):ti,ab,kw OR
(residual NEXT neoplas*):ti,ab,kw OR ((tumor* OR tumour*) AND recurrence®):ti,ab,kw (Se han
buscado variaciones de la palabra)

#1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6

#8 AND #9 AND #10

(pharmacogenetic* or pharmacogenomic* or pharmaco-genomic* or pharmaco-genetic* OR
chemoresistance):ti,ab,kw AND ((colorectal or colon or rectal or rectum) NEAR/3 (metast* OR
phase IV)):ti,ab,kw AND (((“anti-EGFR” or “anti EGFR” or “Anti-Epidermal Growth Factor Receptor”)
NEAR/2 (treatment* or therap* or retreatment®)) OR (ras NEAR/2 (mutat* OR status OR “wild free”
OR “wt”))):ti,ab,kw (Word variations have been searched)

#11 OR #18

Web of Science Core Collection (Clarivate analytics, Suscripcion FECYT). 19 de diciembre de 2023.

Términos de busqueda

TS=(biomark* OR (biological NEAR mark*)) OR Tl=(biomark* OR (biological NEAR mark®))

TS=((liquid biops*) OR CELLSEARCH or ISET or “AdnaTest Colon Cancer” or RosetteSep or SIGNATERA
or NATERA) OR Tl=((liquid biops*) OR CELLSEARCH or ISET or “AdnaTest Colon Cancer” or RosetteSep
or SIGNATERA or NATERA)

TS=(“plasma DNA” OR “serum DNA” OR (circulating nucleic acid*)) OR Tl=(“plasma DNA” OR “serum
DNA” OR (circulating nucleic acid®))

(TS=((ctDNA or “ct DNA” or ctRNA or “ct RNA” OR cfDNA or “cf DNA” or cftDNA or “cft DNA”) OR
(“circulating tumor cell” or “circulating tumour cell” or “circulating tumor cells” or “circulating tumour cells”
or CTC or “disseminated tumo?r cell*” or “DTC” or “DTCs”))) OR TI=((ctDNA or “ct DNA” or ctRNA or “ct
RNA” OR cfDNA or “cf DNA” or cftDNA or “cft DNA”) OR (“circulating tumor cell” or “circulating tumour
cell” or “circulating tumor cells” or “circulating tumour cells” or CTC or “disseminated tumo?r cell*” or
“DTC” or “DTCs”"))
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823

437

3818

451

878

60212

27818

19708

5171

154

174

N.° de items

616074

17932

6444

53918
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15
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17

18

19

20

21
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23

24

25

26
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Términos de busqueda

(TS=((“cell-free” NEAR/2 DNA) OR (“cell-free” NEAR/2 RNA) OR (“circulating free” NEAR/2 DNA) OR
(“circulating free” NEAR/2 RNA))) OR TI=(((“cell-free” NEAR/2 DNA) OR (“cell-free” NEAR/2 RNA) OR
(“circulating free” NEAR/2 DNA) OR (“circulating free” NEAR/2 RNA)))

TS=((“circulating tumor” NEAR/2 RNA) OR (“circulating tumour” NEAR/2 RNA) OR (“circulating tumors”
NEAR/2 RNA) OR (“circulating tumours” NEAR/2 RNA))

Tl=((“circulating tumor” NEAR/2 RNA) OR (“circulating tumour” NEAR/2 RNA) OR (“circulating tumors”
NEAR/2 RNA) OR (“circulating tumours” NEAR/2 RNA))

(TS=((“circulating tumor” NEAR/2 DNA) OR (“circulating tumour” NEAR/2 DNA) OR (“circulating tumors”
NEAR/2 DNA) OR (“circulating tumours” NEAR/2 DNA))) OR TI=(((“circulating tumor” NEAR/2 DNA) OR
(“circulating tumour” NEAR/2 DNA) OR (“circulating tumors” NEAR/2 DNA) OR (“circulating tumours”
NEAR/2 DNA)))

#2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #8

#1 OR #9

Tl=(pharmacogenetic* or pharmacogenomic* or pharmaco-genomic* or pharmaco-genetic* OR
chemoresistance)

TS=(pharmacogenetic* or pharmacogenomic* or pharmaco-genomic* or pharmaco-genetic* OR
chemoresistance OR (ras NEAR/2 (mutat® or “wild Type” or “wt” or status)) OR ((“anti-EGFR” or “anti
EGFR” or “Anti-Epidermal Growth Factor Receptor”) NEAR/2 (treatment™ or retreatment or therap®)))

#11 OR #12

TS=((colorectal NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumo?r* or
adenocarcinoma®*)) OR (colon* NEAR/3 (cancer® or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumor* or
tumour* or adenocarcinoma®)) OR (rectal* NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or carcinoma*®
or tumor* or tumour* or adenocarcinoma*)) OR (rectum* NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or
carcinoma* or tumor* or tumour* or adenocarcinoma®)))

Tl=((colorectal NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan® or carcinoma* or tumo?r* or adenocarcinoma®))

OR (colon* NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumor* or tumour* or
adenocarcinoma®)) OR (rectal* NEAR/3 (cancer® or neoplas* or malignan* or carcinoma* or tumor* or
tumour* or adenocarcinoma®)) OR (rectum* NEAR/3 (cancer* or neoplas* or malignan* or carcinoma* or
tumor* or tumour* or adenocarcinoma®)))

#14 OR #15

#10 AND #13 AND #16

TI=(“minimum residual” or “residual disease” or “minimal residual” or “minimal disease” OR (residual
NEAR neoplas*) OR ((tumor* OR tumour*) AND recurrence®))

TS=(“minimum residual” or “residual disease” or “minimal residual” or “minimal disease” OR (residual
NEAR neoplas*) OR ((tumor* OR tumour*) AND recurrence®))

#18 OR #19

#20 AND #16 AND #9

#17 OR #21 and 2023 or 2022 or 2021 or 2020 or 2019 or 2018 or 2017 or 2016 or 2015 or 2014
or 2013 (Publication Years) and Meeting Abstract or Editorial Material or Proceeding Paper or Letter
(Exclude — Document Types)

(TS=((colorectal or colon or rectal or rectum) NEAR/3 (metast* or “phase IV”))) OR Tl=((colorectal or colon
or rectal or rectum) NEAR/3 (metast* or “phase V"))

#23 AND #13 AND #10

#23 AND #13 AND #10 and 2018 or 2019 or 2020 or 2021 or 2022 or 2023 (Publication Years)

#23 AND #13 AND #10 and 2018 or 2019 or 2020 or 2021 or 2022 or 2023 (Publication Years) and
Article or Review Article (Document Types)

N.° de items

15096

169

8705

79538

680837

18698

72610

72610

402193

223227

402193

2143

15954

206972

206972

920

2126

50682

989

570

509
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Bases de datos de estudios en marcha

International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP)
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ClinicalTrials.gov

Términos de busqueda N° de items

AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] (CELLSEARCH or ISET or 0
“AdnaTest Colon neoplasms” or RosetteSep or SIGNATERA or NATERA)

AREA[ConditionSearch] colon neoplasms AND AREA[InterventionSearch] (CELLSEARCH or ISET or 0
“AdnaTest Colon neoplasms” or RosetteSep or SIGNATERA or NATERA)

AREA[ConditionSearch] rectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] (CELLSEARCH or ISET or 0
“AdnaTest Colon neoplasms” or RosetteSep or SIGNATERA or NATERA)

AREA[ConditionSearch] Rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] (CELLSEARCH or ISET or 0
“AdnaTest Colon neoplasms” or RosetteSep or SIGNATERA or NATERA)

AREA[ConditionSearch] Rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] liquid biopsy 9
minimum residual AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] liquid 4
biopsy

residual disease AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] liquid 4
biopsy

minimal residual AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] liquid 4
biopsy

residual neoplasms AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA(InterventionSearch] liquid 4
biopsy

tumor recurrence AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] liquid 8
biopsy

tumour recurrence AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] liquid 8
biopsy

disseminated tumour cell AND AREA[ConditionSearch] colorectal neoplasms 15
disseminated tumour cell AND AREA[ConditionSearch] colon neoplasms 11
disseminated tumour cell AND AREA[ConditionSearch] rectal neoplasms 6
disseminated tumour cell AND AREA[ConditionSearch] rectum neoplasms 6
residual AND AREA[ConditionSearch] Colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 1
residual AND AREA[ConditionSearch] Rectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 0
residual AND AREA[ConditionSearch] Rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 0
residual AND AREA[ConditionSearch] Colon Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 2
recurrence AND AREA[ConditionSearch] Colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 4
recurrence AND AREA[ConditionSearch] Colon neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 2
recurrence AND AREA[ConditionSearch] Rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 1
recurrence AND AREA[ConditionSearch] Rectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] plasma DNA 2
AREA[ConditionSearch] Colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] serum DNA 3
AREA[ConditionSearch] rectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] serum DNA 2

AREA[ConditionSearch] rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] serum DNA
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Términos de busqueda N° de items

AREA[ConditionSearch] Colon neoplasms AND AREA[InterventionSearch] serum DNA 2
AREA[ConditionSearch] Colorectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] circulating nucleic acid 0
AREA[ConditionSearch] Colon Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] circulating nucleic acid 0
AREA[ConditionSearch] Rectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] circulating nucleic acid 0
AREA[ConditionSearch] Rectal Neoplasms AND AREA([InterventionSearch] circulating nucleic acid 0

residual or recurrence AND AREA[ConditionSearch] Colorectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch]

circulating tumor DNA 10
rgsidua] or recurrence AND AREA[ConditionSearch] Colon Neoplasms AND AREA([InterventionSearch] 6
circulating tumor DNA

rgsidua] or recurrence AND AREA[ConditionSearch] Rectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] 5
circulating tumor DNA

rgsidua] or recurrence AND AREA[ConditionSearch] Rectum Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] 1
circulating tumor DNA

AREA[ConditionSearch] Colorectal Cancer AND AREA[InterventionSearch] circulating RNA 1
AREA[ConditionSearch] Colon Cancer AND AREA[InterventionSearch] circulating RNA 0
AREA[ConditionSearch] Colon Cancer AND AREA[InterventionSearch] circulating RNA 0
AREA[ConditionSearch] Colon Cancer AND AREA[InterventionSearch] circulating RNA 0
AREA[ConditionSearch] Colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free DNA 24
AREA[ConditionSearch] Colon Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free DNA 4
AREA[ConditionSearch] rectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free DNA 3
AREA[ConditionSearch] rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free DNA 3
AREA[ConditionSearch] Colorectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free RNA 0
AREA[ConditionSearch] Colon neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free RNA 0
AREA[ConditionSearch] Rectum neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free RNA 0
AREA[ConditionSearch] Rectal neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cell free RNA 0
AREA[ConditionSearch] Colorectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] ctDNA 109
AREA[ConditionSearch] Colorectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cftDNA 0
AREA[ConditionSearch] Colon Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] ctDNA 40
AREA[ConditionSearch] Colon Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cftDNA 0
AREA[ConditionSearch] Rectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] ctDNA 34
AREA[ConditionSearch] Rectal Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] cftDNA 0
AREA[ConditionSearch] Rectum Neoplasms AND AREA[InterventionSearch] ctDNA 18
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Anexo B. Tablas de extraccion de datos

Estudios prondsticos

CITA ABREVIADA

CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Kotani, D et al. Nat Med, 2023 (68).
Disefio:

Estudio prospectivo
observacional que monitoriza la
situacion del ADNtc en pacientes
con CCR II-IV o en recurrencia
que se hayan sometido a cirugia
curativa. La cohorte analizada
(cohorte Galaxy) forma parte

de un estudio prospectivo
multicéntrico (CIRCULATE-
Japan).

Objetivos:

Evaluar la predictividad de la
presencia de ADNtc (positividad)
(enfermedad minima residual) sobre
la recurrencia de la enfermedad y
sobre diferentes variables clinicas,
junto con su implicacién para la
indicacion de quimioterapia (QT).

El objetivo final es cribar a los
pacientes segun su positividad de
ADNItc y derivarlos a uno de los dos
ECA fase Ill de intervencion: ALTAIR
(que evaltia la indicacion de QT) y
VEGA (que evallia la indicacion de
no QT).

Localizacion y periodo de
realizacion:

Multicéntrico: 92 centros, Japén
Reclutamiento: 5 de junio 2020 a
30 de abril 2021.

Ultimo seguimiento: 08 de junio
2022.

104

POBLACION

Poblacion:

Pacientes con CCR
(adenocarcinoma) estadio Il o Il
(con reseccion curativa), estadio IV
resecable quirdrgicamente o CCR
recurrente, también resecable,
reclutados prospectivamente.

Sexo: 52,9 % (550/1039) hombres.
Mediana de edad (afios): 69 (rango:

25-93).
ADNtc ADNtc
neg pos

Casos, N 852 187
Edad, 69 67
mediana (25 -93) (39-88)
(rango) anos

Sexo, 433 117
Hombres (%) (50,8) (62,6)
Localizacion

Colon 804 (94,3) 168 (89,7)
Recto 48 (5,7) 19 (10,3)
Estadio

| 95 (11,1 0

Il 291 (34,1) 129 (40,1)
i 306 (36,0) 193 (59,9)
Vo 160 (18,8) 0
recurrencia

Estado.

RAS/BRAF 422 (49,5) 94 (50,3)
salvaje 352 (41,3) 87 (46,5)
RAS mutante 78 (9,2) 6(3,2)
BRAF

mutante

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Identificacion en las muestras de tejido
tumoral resecado quirdrgicamente

0 biopsiado de hasta 16 variantes
somaticas clonales de un Unico
nucledtido (SNVs) especificas por
paciente. Disefo personalizado para
cada paciente con kit Signatera,
Natera de una prueba NGS basada en
PCR para deteccion de ADNtc en las
muestras de plasma del paciente.

Las muestras con al menos 2 de

las 16 variantes tumorales pre-
definidas detectadas por encima del
umbral prefijado se consideraron
positivas. Este umbral se basa

en lo establecido por Natera para
obtener un desempefio analitico
optimo (8>95 %, con una media de
0.01 % de frecuencia de los alelos;
E =99,7 %).

Recogida de muestras:

Antes de la cirugia, a las 4 sem, a las
12 sem, a las 24 sem, a las 36 sem,
48 semy 72 sem. TC realizado cada
6 meses (m)

Comparacioén:

Se utiliza la informacion incluida en el
estudio para evaluar el rendimiento
de la prueba en la prediccion de la
supervivencia libre de enfermedad
(SLE) en comparacion con el
biomarcador CEA. Solo se dispuso
de datos de CEA en un conjunto de
pacientes (804 pacientes).

RESULTADOS

Estimacion de la SLE segun la positividad a las 4 sem de la
cirugia. HR=10,0; (IC95 %: 7,7 — 14, p<0,0001).

ADNtc Recurrencias  SLE 6 m SLE12m SLE18 m
n/N (%) (IC95 %) (IC95 %) (IC95 %)
96,1 % 91,7 % 90,5 %
ADNt 81/852 (9,5
e G5 (94,6-97,2)  (89,6-93,3)  (88,3-92,3)
ADNIG 00s 1156/187 55,6 % 40,6 % 38,4 %
P (61,4) (48,2-62,64) (33,6-37,6)  (31,4-45,5)

Los pacientes ADNtc positivo a las 4 sem tenian mayor
probabilidad de recurrencia a los 6, 12 'y 18 m. Esta
tendencia se mantiene en el analisis por estadio:
Estadio I: HR = 37; (IC95 %: 3,3-420, p<0,004).
Estadio Il: HR = 18; (IC95 %: 8,7-35, p<0,0001).
Estadio lll: HR = 9,6; (IC95 %: 5,8-16, p<0,0001).
Estadio IV: HR = 5,9; (IC95 %: 3,9-9, p<0,0001).

Andlisis multivariante para la recurrencia:
ADNtc positivo: HR = 10,82; (IC95 %: 7,07-16,6, p<0,001).
BRAF positivo: HR = 2,58; (1095 %:1,13-5,9).

Recurrencia No recurrencia Total
ADNtc pos 23+58 (81) 5+25 (30) 28+83
ADNtc neg 8+46 (54) 59+580 (639) 67+626
Total 135 669 804

Recurrencia No Recurrencia Total
CEA pos 23+8 (31) 5+59 (64) 28+67 (95)
CEA neg 58+46 (104) 25+580 (605) 83+626
Total 135 689 804

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD DEL
ESTUDIO

Se subraya el papel
prondstico de la
deteccion de ADNtc
basada en un test
informado por el

tumor para pacientes
con CCR resecable
quirdrgicamente. En el
estudio se demuestra que
el estatus ADNtc es el
biomarcador prondstico
mas importante que las
actuales caracteristicas
de alto riesgo utilizadas
y potencialmente podria
predecir el beneficio de
la QTA. Los ensayos
actualmente en marcha
investigaran mas a fondo
la estrategia 6ptima de
uso del ADNtc para
guiar el tratamiento del
CCR quirtrgicamente
resecable.

RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de
participantes: no claro
Test indice: bajo riesgo.
Evento diana: bajo riesgo.
Flujo del estudio: bajo
riesgo.

Andlisis: bajo riesgo.

Sin preocupaciones sobre
la aplicabilidad.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

POBLACION

Estudio en marcha hasta
reclutar 5000 pacientes.
Conflicto de interés:

El autor principal y otros 11
autores reciben honorarios
de la industria (entre ellas
Guardan Heatlh y Sysmex),
otros 2 autores son
empleados de Natera. El
resto declara la ausencia de
conflicto.

Numero de sujetos finales:

n = 1563 pacientes reclutados;
1039 incluidos en la cohorte de
resultados.

Pérdidas:

103 por no tener resultados de
ADNtc; 107 por desconocer

el estadio de la enfermedad;

289 incluidos en otras cohortes
CIRCULATE; 25 por otras causas
[624/1563 = 33 % (>20 % alto)].
De los 1039 pacientes, 202 se
excluyeron del analisis (19,4 %):
45 pacientes recurrieron en las
12 semanas (sem) siguientes a la
cirugia, y 157 pacientes no tenian
datos de ADNtc en las 12 sem
siguientes a la cirugia (cohorte de
andlisis: 838 pacientes).

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

524 excluidos del andlisis (33,5 %):

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Evento de interés:

Supervivencia libre de enfermedad
(SLE): definida como el tiempo entre
la cirugia y la fecha de recurrencia
(determinada mediante prueba de
imagen o colonoscopia) o muerte
debido a cualquier causa.

La recurrencia se determind mediante
imagen u otra prueba si la imagen
no era confirmatoria (por ejemplo,
colonoscopia).

Periodo de seguimiento:

Mediana de seguimiento: 16,74 m
(rango: 0,49 - 24,83 m)

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD
DEL ESTUDIO

RESULTADOS

Sensibilidad/Especificidad: CEA vs ADNtc, medidos 12
sem después de la cirugia

Sensibilidad (S) Especificidad (E)
95,5 % (639/669)

87,8 % (605/689)

ADNtc
CEA

60% (81/135)

22,9 % (31/1359)

SCEA = 31/135=22,9 %  ECEA =605/689=87,8 %
SADNtC = 81/135=60 %  EADNtCc =639/669=95,5 %

Estimacion de la SLE segun la positividad a las 4 sem de
la cirugia y administracion de QT Adyuvante (A). HR = 6,59;
1C95 %:3,53-12,3; p<0,001

ADNtc Recu- SLE6m SLE12m SLE 18 m
pos rrencia  (IC95 %) (IC95 %) (IC95 %)
No 29,3 % 22,0 % 22,0 %
QTA <L 2 (16,4-43,4)  (10,9-35,5) (10,9-35,5)
90,3 % 66,7 % 61,6 %
GIAT| 92 2502 (80,7-95,2)  (54,5-76,3) (49,0-71,9)

Los pacientes ADNtc positivo a las 4 sem tenian mayor
beneficio de la QTA (HR = 6,59; 1C95 %:3,53-12,3; p<0,001).
Esta tendencia se mantiene en el andlisis por estadio:
Estadio IIl: HR = 5,84; (IC95 %: 1,36-25,1, p<0,018)

Estadio Ill: HR = 7,02; (IC95 %: 3,46-14,2, p<0,0001)
Estadio IV: HR = 4,0; (IC95 %: 1,85-8,8, p<0,0001)

En el andlisis multivariante, la falta de QTA en los pacientes
ADNtc positivos fue el factor prondstico negativo mas
importante (HR = 5,08; 1C95 %:3,17-8,0, p<0,001)
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Mo S et al. JAMA Oncol,
20283 (74).

Disefo:

Estudio prospectivo de
cohorte multicéntrico de
pacientes con CCR estadio
-11l.

Objetivos:

Evaluar el desempefio de
la determinacion del ADNtc
metilado en sustitucion

de la determinacion de
CEA, la colonoscopia y la
prueba de imagen (estandar
de cuidado actual) en

el seguimiento de los
pacientes con CCR estadio
I-111.

Localizacion y periodo de
realizacion:

Dos hospitales (Hospital
Renji y Shangai Cancer
Center), Shangai, China.
Reclutamiento: 12 de
diciembre 2019 a 28 de
febrero 2022.

Conflicto de interés:

Tres autores eran
empleados de la industria
(Singlera Genomics).
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes con CCR, estadios Il
con seccién RO y sin evidencia de
enfermedad residual en la prueba
de imagen estandar.

Cohorte inicial de 350, con 299
personas incluidos en el analisis.
Sexo: 62.2 % (186) hombres.
Media de edad (DE) afios: 60,1
(10,3).

Casos, N 299

Edad, mediana 61 (29-80)

rango (anos)

Sexo, Hombres (%) 186 (62,2)

Estadio

| 64 (21,4 %)

Il 98 (32,8 %)

I} 137 (45,8 %)
Pérdidas:

51 excluidos (14,5 %):por
seguimiento insuficiente <7 meses
(m) o sin muestra después de la
cirugia.

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Determinacion de la metilacion en ADNtc
(6 biomarcadores de metilacién) con la
prueba ColonAiQ. Cada biomarcador
fue considerado positivo de acuerdo

a su punto de corte. Se considerd
ADNtc positivo cuando al menos se
detectaba un marcador positivo, si no se
consideraba negativo.

Comparacion:

Se compara con la determinacion

de CEA para la determinacion de la
supervivencia después de la cirugia.
Recogida de muestras:

Se realiza la determinacion
preoperativamente (7 dias antes de

la cirugia), 1 m después de la cirugia,
durante y después de la quimioterapia
adyuvante (QTA) y en los seguimientos
(cada 3 m hasta 2 afios).

Evento de interés:

Supervivencia libre de la enfermedad
(SLE), evaluada mediante criterios
radioldgicos, y calculada de la fecha de
la operacion a la fecha de la recurrencia.
Ver material suplementario.

Periodo de seguimiento:

Mediana de seguimiento: 21 m (rango:
8-27 m).

RESULTADOS

Deteccion de recurrencia de acuerdo
a la determinacion de ADNtc en el mes
siguiente a la cirugia:

N = 255 pacientes.

ooty S TOTAL
rrencia recurrencia
ADNtc - - 59 (23,1 %)
pos
ADNtc » 185 196 (76,9 %)
neg

La probabilidad de recurrencia fue mayor
entre los que que presentaban ADNtc
positivo al mes de la cirugia. HR 17,5
(IC95 %: 8,9 - 34,4, p<0,001).

La Sensibilidad (S) en la deteccion de
recurrencia fue de 78%, con especificidad
(E) del 90,2 %.

La positividad en el CEA se asocié a un HR
de 7,5 (IC95 % de 3,9 - 14), p<0,001.

En el andlisis multivariante, los dos
marcadores mantienen su significancia en
la asociacion con la supervivencia.
Combinacion de ADNtc y CEA: la
combinacion de los dos marcadores en

la prediccion de recurrencia alcanza un
valor de 0,849 en la curva ROC, frente

al 0,839y el 0,623 del ADNtc y el CEA
respectivamente.

Uso de ADNtc para estratificacion de
riesgo en pacientes estadio lll y en estadio
Il.

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Se demuestra la solidez, reproducibilidad y
confiabilidad del ensayo de metilacion de ADNtc
multilocus, para medir con fiabilidad el cambio
a lo largo del curso de la enfermedad. También
demostramos que la metilacion del ADNtc esta
estrechamente asociada con la evaluacion
molecular de la enfermedad residual y a la
deteccion de la recurrencia. Los resultados
pueden guiar la seleccion de pacientes para
QTA en el posoperatorio, evaluacion de

la duracion e intensidad del tratamiento y
prondstico del paciente, por lo que podria
reducir sobretratamientos agresivos.

RIESGO DE SESGO:

Reclutamiento de participantes: no claro

Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: bajo riesgo.

Flujo del estudio: no claro.

Andlisis: bajo riesgo.

Sin preocupaciones sobre la aplicabilidad.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Henriksen TV et al. Clin
Cancer Res, 2022 (72).
Disefo:

Estudio prospectivo
multicéntrico (cohorte) de
pacientes estadio lll de
CCR.

Objetivos:

Evaluar la asociacion entre
la deteccion de ADNtc
post-operativo de forma
seriada con un alto riesgo
de recurrencia.
Localizacién y periodo de
realizacion:

Internacional multicéntrico:
6 hospitales daneses (con
periodo de reclutamiento:
julio 2014 a febrero 2019) y
hospital clinico universitario
de Valencia (con periodo
de reclutamiento: junio
2016 a diciembre 2018).
Conflicto de intereses:
Siete autores recibieron
financiacion de la industria
(Natera Inc), siendo uno
de ellos trabajador de

la industria. EL resto de
autores declararon la
ausencia de conflictos.

POBLACION

Poblacién:

Pacientes consecutivos en
estadio Il de CCR a los que
se les indicaba la reseccion
del tumor. Dos cohortes
independientes (27, 76).

Numero de sujetos / grupo:

168 pacientes incluidos, 160
analizados.

Sexo: 59,4 % (95) hombres.

Edad: >70 afios: 41,9 % (67).

Para el uso potencial del
ADNI{c en la indicacion de
quimioterapia (QT) = 140
pacientes (20 pacientes no
disponian de ADNtc en el dia
30 o antes de la QT).

Para el uso potencial del

ADNtc en el seguimiento frente

al CEA = 114 pacientes (sin
muestras en el seguimiento
(89), sin muestra previa a la
recurrencia (7).

Pérdidas:

8 pacientes excluidos (4,8 %):
perdidas en el seguimiento (2),

desarrollo de nuevo CCR (1),
no muestras de sangre (3) y
reseccion R2 (2).

Otras perdidas: 20 pac

(12,5 %) no tenian muestra de

plasma a los 30 dias o antes
de iniciar la QT.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Obtencién muestras y extraccion ADN: Realizan
biopsia del tumor: extraccion de ADN con kit
Puregene (Gentra System), si el tejido era fresco o
kit QiAamp (Quiagen), si el tejido estaba en parafina.
ADN cuantificado en tejido mediante kit Qubit
dsADN (Thermo Fisher Scientific).

Determinacion de ADNtc: extraccion de ADNIc en
sangre con kit QlAamp para ADN circulante. Cada
muestra de ADNIc fue cuantificada con kit de alta
sensibilidad Quant-iT dsADN (Invitrogen).
Secuenciacion del exoma completo: Una mediana
de 500 ng (rango: 181-500) de ADN genémico

del tumor y de la linea germinal se sometieron a la
preparacion de la biblioteca basada en el adaptador
llumina y a la posterior secuenciaciéon del exoma
completo utilizando la plataforma NovaSeq. Se
comprob6 que no hubiera intercambios de muestra
entre el tumor y la linea germinal.

Identificacion de las variantes somaticas y disefio
de la prueba Signatera para ADNtc: Se utilizo el
método de consenso de identificacion de variantes
de Natera, que utiliza informacién de la secuenciacion
tanto del tejido tumoral como de la linea germinal.

Se filtraron las variantes conocidas de la linea
germinal por bases de datos publicas. Los datos de
secuenciacion del exoma completo se procesaron

a través del sistema bioinformatico patentado de
Natera para la identificacion de la variante somatica
clonal de un solo nucledtido (SNV). Se utilizé una lista
priorizada de variantes para disefiar amplicones de
PCR. Se disefiaron y aplicaron ensayos a ADNIc para
todos los pacientes.

Preparacion de bibliotecas de ADN del plasma
y flujo de trabajo para NGS multiplex PCR
multiplex del plasma. Se prepararon bibliotecas
de ADNIc y se realizé una PCR dirigida multiple en
una alicuota de cada biblioteca con cebadores. Se
utilizé un punto de corte, previamente validado, de
>2 variantes detectadas como criterio de positividad
de ADNtc.

RESULTADOS

Efectos clinicos:

SLR en funcién de edad, sexo, MMR,
reseccion, pT, pN, histologfa, diferenciacion
tumoral, invasion vascular, ADNtc y CEA.
Tasa de recurrencia:

140 pacientes tenian muestra recogida
antes de la QT. Mediana del tiempo de
muestreo: 2 semanas (s) tras la cirugia
(IQR: 2-4 s).

ADNtc Recurrencia
14.% 80 %
ADNIC POS 50440 (16/20)
85 18 %
ADNteneg 150,140 (22/120)

SLR: HR =7, IC95 % 3,7-13,5, p<0,001.
Andlisis multivariado: determinacion
Unica de CEA y ADNtc+ post-cirugia, junto
con edad>70, T4 y diferenciacion tumoral
fueron predictores de la supervivencia.
Implicaciones en los resultados del
momento de deteccion del ADNtc:

mas cercano a la operacion, mayor
proporcion de FN por la cantidad de ADNIc
relacionado con la cirugia (asociado al
trauma quirlirgico, que dura 4 s).

Uso potencial del ADNtc en el seguimiento
frente al CEA = 114 pacientes.

Andlisis seriados de ADNtc y CEA. La
determinacion de CEA no predice la
recurrencia en el andlisis multivariante,
mientras que la positividad del ADNtc sf
que lo hace (HR:40,7; IC95 %: 11,6-143).
Aclaramiento de ADNIc

18/20 pac. con ADNtc positivo recibieron
QTA. En 183, se tienen datos de seguimiento:
3/13 aclaramiento total del ADNtc y no
recurrencia en el periodo de seguimiento;
10/13 no aclaramiento, recurrieron.

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Este estudio representa uno de los mas
completos sobre deteccion de ADNtc
en CCR en estadio lll y amplia estudios
previos realizados en cohortes mas
pequenas. Se destacan varias utilidades
cinicas del ADNtc, algunas de las cuales
actualmente se estan investigado en
ensayos clinicos aleatorios, como
IMPROVE-IT, DYNAMIC-IIl, VEGA,
TRACC para la administracion
estratificada de QTA con ADNtc, y

el ensayo IMPROVE-IT2 para utilizar
mediciones seriadas de ADNtc para
estratificacion de riesgo en la asignacion
de recursos de vigilancia radiologica.
RIESGO DE SESGO:

Reclutamiento de participantes: bajo
riesgo.

Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: bajo riesgo.

Flujo del estudio: bajo riesgo.

Andlisis: bajo riesgo.

Sin preocupaciones sobre la
aplicabilidad.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Pedersen SK et al.
Cancer, 2022 (73).
Disefo:

Estudio de cohorte
prospectivo.

Objetivos:

Definir un limite superior
de referencia para la
determinacion de BCAT1/
IKZF1 metilados como
predictor de recurrencia
de CCR y comparar el
desempefo del test con
la determinacion de CEA.
Localizacién y periodo
de realizacion:
Multicéntrico, datos de
dos estudios de cohortes:
uno de EE.UU. y otro de
Australia.

Reclutamiento: no
informa.

Conflicto de interés:
Solo dos autores
declararon la ausencia
de conflictos. EL

autor principal es
empleado de la industria
(Clinical Genomics) y

ha participado en el
desarrollo de patentes.
Otros cuatro autores
también tienen relacion
con la industria (reciben
honorarios, desarrollaron
patentes y/o son
trabajadores).

POBLACION

Poblacién:

Dos cohortes independientes de pacientes
con CCR primario en vigilancia de
recurrencia, una en EE.UU. (Musher et a.l,
2020) y otra en Australia (Yong et al. 2016
y Symonds et al. 2020).

Los pacientes habian recibido tratamiento
completo para CCR y se encontraban en
seguimiento.

Total EEUU AUS P
Casos, N 549 322 227
Edad, 66
mediana :5555 73 :‘:5535'_573) (65 - ns
(IQR)arios 74)
Sexo, 182 146
Hombres %) °2®97 65 a3 "
Estadio
I 44 8) 9 44 <0,01
(19,4)
I 207 (37,7) 129 78 ns
(40,1) 34,4)
m 283(51,5) 193 90 <0,01
(59,9) (39,6)
vV 13 (2,4) 0 13(5,7) <0.01
Sin estadio 2(04) 0 2(09 ns
Tratam
R 17
esec 198(361)  81(252) g <001
Resec + 97
QTneo 382(605)  285(78) (4o <001
Solo QTneo 19 (3,5) 6(1,9 13(57) 0014
Recurrencia,
N (%) 77 (14) 27 (8,4) 50(22) <0.01
Recurrencia
distan, N (%) 60 (77.,9) 23(852) 27(74) ns

Numero de sujetos:
549 pacientes.
Pérdidas:

Ninguna.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Determinacion de metilacion de ADN en
genes BCAT1/IKZF1: Extraccion de ADNIc
mediante kit QlAsymphony PAX gene

Blood ccfDNA o mediante kit QIAsymphony
Circulating Nucleic Acid (Qiagen, Hilden,
Germany), e identificacion metilacion
mediante PCR (como control interno se utilizd
CpG-free target region en ACTB).

Los niveles de metilacion de BCAT1/IKZF1
se expresaron como la suma de la masa
media de BCAT1 y IKZF1 expresada como
porcentaje respecto a la masa media de
ADNIc (ACTB).

Recogida de muestras:

La extraccion de sangre se realiz6 en la
consulta de seguimiento o cerca de la
misma.

Comparacion:

La concentracion de CEA se midié con el kit
Architec (Abbot Diagnostics) o LIAISON CEA
(DiaSorin SpA). Se consideraron positivos
niveles >5 ng/MI.

Evento de interés:

Recurrencia: examen radiografico de térax,
abdomen y pelvis se realizd cada 12 meses
(m). La presencia de recurrencia se determind
mediante TC, RMN, PET o colonoscopia.
Recurrencia se dividi6 en localizada (lesiones
en la anastomosis o en nédulos linfaticos de
drenaje) o diseminada (otro 6rgano, nédulos
no regionales o cavidad peritoneal). Si ambas
recurrencias estaban presentes, se clasificd
como a distancia.

Variables de resultado:

Verdaderos positivos (VP) y falsos positivos
(FP).

Periodo de seguimiento:

Mediana de seguimiento de casos sin
recurrencia: 15,1 m (IQR: 10 — 24 m).

RESULTADOS
Ni
Efectos Recu- Ro OR
clinicos: rrencia Cele P (1C95 %)
rrencia
Casos, 77 s  472(86)
N (%)
Deteccion
de ADN 195
metilado '
BOAT1/ 50 (64,9 418,77 <0,0001 (11,1 -
IKZF1, e
N (%)
Recurrencia No recurrencia
Cohorte EEUU
Casos, N (%) 27 (8,4) 295 (91,6)
Deteccién de ADN
metilado in BCAT1/ 17 (63) 25 (8,5)
IKZF1, N (%)
Cohorte AUS
Casos, N (%) 50 (22) 177 (78)
Deteccion de ADN
metilado in BCAT1/ 33 (66) 16 (9)
IKZF1, N (%)

Comparacion metilaciéon (umbral de 0,07 %) y CEA

(punto de corte 5 ng/ml)

BCAT1 CEA CEA

/1KZF1 positivo  negativo
RECU- POSITIV. 29 20 49
RRENCIA | NEGAT 2 26 28
NO POSITIV. 0 11 11
RECU-
RRENCIA NEGA 29 430 459
TOTAL 60 487 547

SBCAT1/IKZF1 = 63,6 % (IC95 %: 51,9 — 74,3) vs.

SCEA = 40,3 % (IC95 %: 29,2 - 52,1); p<0,01

EBCAT1/IKZF1 = 97,7 % (IC95 %: 95,9 — 98,8)
vs. ECEA = 93,8 % (IC95 %: 91,3 - 95,8); p<0,01

TOTAL

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Establecer el umbral de
positividad del ensayo BCAT1/
IKZF1 metilado en el 0,07 %
disminuye la tasa de falsos
positivos en la poblacién

en seguimiento por CCR y
mejora la especificidad sin
comprometer la sensibilidad.
Estudios con muestreos en
serie a mas largo plazo con
puntos de tiempo predefinidos
podrian determinar si los
resultados falsos positivos
son en realidad falsos
positivos o recurrencias que
serfan detectables con un
seguimiento mas prolongado.
El BCAT1/IKZF1 metilado

fue 2,5 veces mas sensible
que el CEA para detectar
recurrencias potencialmente
resecables, se necesitan mas
estudios para determinar si

la aplicacion seriada de la
determinacion puede conducir
a una mayor tasa de cirugia
potencialmente curativa y, por
tanto, a mejores resultados
relacionados con el cancer.
RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de
participantes: bajo riesgo.
Test indice: no claro.

Evento diana: bajo riesgo.
Flujo del estudio: bajo riesgo.
Andlisis: bajo riesgo.

Sin preocupaciones sobre la
aplicabilidad.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Tie J et al. Int J Cancer,
2021 (75).

Disefo:

Analisis combinado de

tres estudios de cohorte
de pacientes con CCR no
metastasico.

Objetivos:

El objetivo de los tres
estudios primarios fue
demostrar que la deteccion
de ADNtc a las 4-10
semanas de una cirugia con
intencién curativa podria
usarse como indicador

de enfermedad minima
residual (EMR) y predecir la
recurrencia.

Localizacion y periodo de
realizacion:

Multicéntrico, Australia.
Conflicto de interés:

Tres autores tienen relacion
con la industria (fundadores,
accionistas y/o consultores
de Thrive Earlier Deteccion,
Personal Genome
Diagnostic, Sysmex, CAGE
Pharma y/o Catalio Capital
Management). El resto de
autores declaran ausencia
de conflicto.

110

POBLACION

Poblacién:

Pacientes con CCR estadios II-IIl histolégicamente confirmado,

operable y sin metéstasis.

Tres cohortes:

Tie J et al. Sci Transl Med 2016.
Tie J et al. Gut 2019.

Tie J et al. JAMA Oncol 2019.
Numero de sujetos:

N = 485 pacientes (203 CC estadio II, 96 CC estadio Ill, 195

local avanzado recto).
Sexo: 287 (59,2 %) hombres.

Media de edad (anos): 63,3 (rango 23,5 — 86,8).

ESTADIO II
(n = 230)

Estado  Negativo (%) 210 (91,3)
ADNtc Positivo (%) 20 (8,7)
Edad Mediana 65,4
(afios) (Rango) (23,5-86,8)
Sexo Hombres (%) 131 (57)
Local Izgda (%) 127 (565,2)
tumor Dcha (%) 1083 (44,8)

0 (%) 0
‘Il%j::gr T1-3 (%) 192 (83,5)

4(%) 38 (16,5)

NO (%) 230 (100)

N2 (%) 0%

0

Difer Pobre (%) 37 (16,1)
Histol Moderada (%) 187 (81,3)

Buena %) 6 (2,6)
Invas No (%) 180 (81,4)
Linfov Si (%) 41(18,6)
Nodos <12 (%) 29 (12,6)
exam >12 (%) 201 (87,4)

ESTADIO IlI
(n = 96)

76 (79,2)
20 (20,8)

64
(26,2 -82,3)

49 (51)

50 (52,1)
46 (47,9)

CANCER
RECTAL
(n=159)

140 (88,1)
19 (11,9)

62,4
(28— 86,4)

107 (67,3)

159 (100)
0

36 (22,6)
115 (72,3)
8(5)

116 (73)
34 (21,4)
9(5,7)

13(9,2)
124 (87,9)
42,8

142 (91)
14(9)

74 (46,5)
85 (63,5)

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Andlisis ADNtc en muestras de
sangre recogidas en las 4-10
semanas posteriores a la cirugia,
antes de comenzar el tratamiento
con quimioterapia (QT).

La deteccion se realizé con la
prueba Safe-Sequencing (Safe-
SeqS).

Primero se analizo el tejido tumoral
de la biopsia o de la muestra
quirdrgica en busca de mutaciones
somaticas en 15 genes mutados
recurrentemente en CCR (SMAD4,
TP53, AKT1, APC, BRAF, CTNNBHT,
ERBBS, FBXW7, HRAS, KRAS,
NRAS, PIK3CA, PPP2R1A, RNF43
y POLE). Para cada paciente, la
mutacion identificada en el tejido
tumoral con la frecuencia alélica
mutante (MAF) mas alta se evalud
en ADNIc del plasma. Este andlisis
identifica la presencia de ADNtc en
cantidad detectable y lo cuantifica.
Se utilizd ADN leucocitario para
excluir las variantes procedentes
de la hematopoyesis clonal y los
polimorfismos constitucionales.
Comparacion:

Anadlisis de CEA en muestras de
sangre recogidas en las 4-10
semanas posteriores a la cirugia,
antes de comenzar el tratamiento
QT. El andlisis se realizé en el
laboratorio de cada cohorte.

Se consideraron normales los
niveles de CEA<5 pg/L.

Evento de interés:

Supervivencia global (SG), incluye
las muertes por cualquier causa.

RESULTADOS

Se detectd ADNtc en el 12 %
(59/485) de los pacientes en
muestras recogidas entre 4-10
semanas. La deteccion a las 4-6,
6-8 y 8-10 semanas después de
la cirugia fue del 11 %, 12,5 %

y 13,8 % respectivamente
(p=0,740).

La deteccion de ADNtc se
asoci6 con el estadio Ny la
invasion linfovascular en el
analisis univariante. También la
deteccion de CEA se asocié con la
positividad de ADNtc.

Recurrencia y supervivencia:

La SG y especifica fue menor en
los pacientes ADNtc positivo (pos)
vs ADNtc negativo (neg).
Supervivencia global (SG):

HR no ajustado: 3,77; (IC95 %:
1,96-7,25) para los pacientes
ADNtc pos vs ADNtc neg.

SG 5 afios ADNtc pos vs neg: 64,9
vs 89,4 %.

Supervivencia especifica CCR:

HR: 4,84; (1C95 %: 2,38-9,85).
Supervivencia libre de recurrencia
(SLRY):

Durante el seguimiento se
detectaron 90 recurrencias

(18,6 %). El 93 % en los 3 afos
siguientes a la cirugia.

SLR 5afios: HR = 7,56; (IC95 %:
4,85 - 11,79) para ADNtc pos vs
neg: (38,6 % vs 85,5).

La deteccién de ADNtc se
relaciond con el tipo de recurrencia:
local 15 % (3/20); locorregional

45 % (27/60) y ambos 50 % (5/10);
p=0,018.

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Los autores indican que este
andlisis demuestra un impacto
constante a largo plazo del
ADNtc como marcador de
prondstico en el CCR no
metastasico, donde el ADNtc
supera a otros factores de
riesgo clinicopatolégicos y

el MAF (frecuencia de alelos
mutantes) estratifica el riesgo
de recurrencia. Concluyen que
el ADNtc es mejor predictor de
recurrencia a distancia versus
locorregional.

Los autores concluyen que el
andlisis de ADNtc en las 4-10
semanas posteriores a la cirugia
es un marcador prondéstico
independiente. La combinacion
del estado de ADNtc con

los marcadores tradicionales
(variables clinicas) incrementa la
exactitud de la prediccion de la
recurrencia.

Exploran el impacto del tiempo
entre la cirugia y valor potencial
del andlisis del ADNtc en
diferentes momentos (4 y 7
semanas tras cirugfa) (estudios
DYNAMIC Il'y DYNAMIC-
RECTAL).

Sugieren que los pacientes con
ADNtc detectable deberfan
recibir el tratamiento adyuvante
disponible mas activo.

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Tie J et al. Sci Transl|
Med, 2016 (82).

Disefo:

Estudio prospectivo
multicéntrico

Objetivo:

Evaluar la capacidad

del ADNtc para detectar
la enfermedad minima
residual (EMR).
Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico (13 centros),
Australia.

Reclutamiento: julio 2011
— septiembre 2014.
Conflicto de interés:
Tres autores tienen
relacion con la industria
(fundadores de PapGene
y miembros del consejo
asesor de Morphotek

y Sysmex), un autor es
empleado de PapGene.

112

POBLACION

Poblacién:

Pacientes con cancer colon
estadio Il histolégicamente
confirmado, operable, sin
metastasis.

Alto riesgo: pMMR con
alguna de las siguientes,

T4; LN yield<12, LVI,
diferenciacion tumoral pobre
Bajo riesgo: dAMMR o pMMR
sin otros factores

Numero de sujetos:

n = 250 reclutados, 231
elegibles; solo se detectaron
mutaciones en 230
pacientes (evaluables)

Sexo: 131 (57 %) hombres
Quimioterapia adyuvante
(QTA): 52 (23 %)

Mediana edad (afios): 65
(rango: 59-73).

Pérdidas:

19 excluidos de la corte
inicial (no elegibles, no dar
consentimiento o muestra
insuficiente). De los 231
elegibles, solo se detectan
mutaciones en 230

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Identificacion mutaciones somatica en
tejido tumoral (PCR). Una mutacién por
paciente (la que mayor MAF presentaba).
SafeSegS para deteccion de ADNtc en
plasma.

Se recogieron muestras de ADNtc y CEA a
las 4-10 semanas postcirugia.

Uso de QTA a discrecion del clinico
(cegados a los resultados de ADNtc).
Comparacion:

CEA<5 pg/l (niveles normales), trimestral
TC cada 6 m, durante 2 afos.

Evento de interés:

Supervivencia libre de recurrencia (por RX)
Periodo de seguimiento:

Mediana de seguimiento (meses, m):

27 m (rango:2 — 52 m)

CONCLUSIONES AUTORES
e CALIDAD DEL ESTUDIO
Recurrencia: 34/230 (14,8 %) pacientes 27/178
(15 %) no fueron tratados con QT y 7/52 (13 %) fueron
tratados con QT.
En los pacientes sin QT (n = 178):
ADNtcpos: 14/178 (7,9 %); Recurrencia: 11/14

La determinacién de ADNtc post-cirugia
identifica a un subgrupo de pacientes
con alto riesgo de recurrencia.

RIESGO DE SESGO:

Reclutamiento de participantes: bajo

(78,6 %). riesgo.
ADNtcneg 164/178 (92,1 %); Recurrencia: 16/164 Test indice: bajo riesgo.
(9,8 %). Evento diana: bajo riesgo.

En los pacientes QT (n = 52):
ADNtcpos: 6/52 (11,5 %).

Flujo del estudio: bajo riesgo.
Andlisis: bajo riesgo.

ADNtcneg 46/52 (88,5 %).
Recurrencia: 7/52 (13 %).

Sin preocupaciones sobre la
aplicabilidad.

SLR: HR (ADNtc neg vs. ADNtc pos) = 18

(IC95 % = 7,9-40, p<0,005).

HR (CEA+ vs CEA-) = 1,6; IC95 %: 0,30- 10, p=0,5.
En anal. Multiv: HR (ADNtc pos vs. ADNtc neg) = 28
(IC95% = 11-68, p<0,005).

En todos pacientes (QT y noQT):
HR (ADNtcneg vs. ADNtc pos) =14 (IC95 % = 6,8-28,
p<0,005).

Datos de CEA vs ADNtc (n = 27; de los 34 recurrencia).
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Tie* J et al. Gut, 2019 (81).
Disenfio:

Estudio prospectivo
multicéntrico.

Objetivo:

Demostrar la asociacion
entre ADNtc post-cirugia y
recurrencia.

Localizacion y periodo de
realizacion:

Multicéntrico (11 centros),
Australia.

Reclutamiento: abril

2012 - diciembre 2015
Conflicto de interés:
Cuatro autores tienen
relacion con la industria
(fundadores de PapGene
y miembros del consejo
asesor de Morphotek

y Sysmex), un autor es
empleado de PapGene.

POBLACION

Poblacién:

Pacientes con cancer
rectal localmente
avanzado (CRLA)
histolégicamente
confirmado, sin
metastasis, tratado con
fluopirimidina y excision
quirdrgica.

Numero de sujetos:

N = 200 reclutados, 159
evaluables.

159/162 identificada al
menos una mutacion.
Sexo: 67 % hombres.
Quioterapia adyuvante
(QTA): 102/159 (64 %).
Mediana edad (afos):
62.

78 % Estadio Il
(cTanyN1-2).

Pérdidas:

41 perdidas: no
disponibilidad de plasma
(82), no mutaciones
identificadas (8),
iméagenes TC no
especfficas (1).

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

|dentificacion de 15
mutaciones somatica en tejido
tumoral (PCR). Una mutacién
por paciente (la que mayor
MAF presentaba). SafeSegS
para deteccién de ADNtc en
plasma.

Uso de QTA a discrecion

del clinico (cegados a los
resultados de ADNtc).

Se recogieron muestras

de ADNtc y CEA antes de
comenzar la QT neoadyuvante,
a las 4-6 semanas postQT
neoadyuvante y a las 4-10
semanas post-cirugia
Comparacion:

CEA<5pug/I (niveles normales),
trimestral

TC anual, durante 3 anos.
Evento de interés:
Supervivencia libre de
recurrencia.

Periodo de seguimiento:
Mediana de seguimiento:

24 m.

RESULTADOS

Recurrencia y determinacién de ADNtc después de la cirugia:
ADNtc pos ADNtc neg

N 19 140

11/19 (58 %)

8/19 (42 %)

13 (5,5 - 31), p<0,001

Recurencia 12/140 (9 %)
No recurrencia

HR (IC 95%)

128/140 (91 %)

Resultados de recurrencia estratificado segun QT postoperatoria:
QT: HR = 10; IC95 % 3,4-29, p<0,001

NoQT: HR = 22; IC95 % 4,2-110, p<0,001

Analisis multivariante:

ANAL MV

VARIABLES HR P

SEXO 2,8 0,10
EstypT: T3,T4 vs TO, T2 52 0,04
Est ypN: N+ vs NO 2,5 0,07
pCR: no vs si 1,8 0,59
QTady: no vs si 0,65 0,39
CEApo: norm vs alto 51 0,01

ADNtcpo: pos vs neg 6,0

Abreviaturas: CEA: antigeno carcinoembrionario; Est: estadio; pCR: respuesta patologica
completa; QTA: quimioterapia adyuvante; po: postoperatorio; pos: positivo; neg: negativo

Determinacion CEA vs ADNtc después de cirugia:

Recurrencia No recurrencia

ADNtc pos

CEA alto 5/11 (45 %) 1/8 (13 %)
CEA normal 6/11 (55 %) 7/8 (87 %)
ADNtc neg

CEA alto 0/11 (0 %) 1/124 (1 %)
CEA normal 11/11 (11 %) 123/124 (99 %)

<0,001

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Estudios prospectivos que
demuestren si basar la indicacion
de QTA en pacientes con CRLA en
la identificacion de ADNtc puede
mejorar los resultados de esta QT.

RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de participantes: bajo
riesgo.

Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: bajo riesgo.

Flujo del estudio: bajo riesgo.
Andlisis: bajo riesgo.

Sin preocupaciones sobre la
aplicabilidad.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Tie® J et al. JAMA Oncol, 2019
(80).

Disefo:

Estudio de cohorte multicéntrico.
Objetivo:

Demostrar la asociacion entre
ADNtc post-cirugia y post-
quimioterapia con la recurrencia.
Localizacion y periodo de
realizacion:

Multicéntrico (5 hospitales),
Australia Reclutamiento:
noviembre 2014 a mayo 2017.
Andlisis de datos: diciembre 2018
—junio 2019.

Conflicto de interés:

Seis autores recibieron becas
publicas, cuatro de ellos recibieron
honorarios de la industria y

tenian patentes pendientes (para
CancerSEEK y SafeSeq). Tres
eran fundadores de diferentes
industrias (Genome Diagnostics,
Thrive Earlier Detection, y asesores
(NeoPhore, Sysmex-Inostics, Eiasi-
Morphotec, CAGE, PhoreMost

y Nexus). El resto de autores
declaran ausencia de conflicto.
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes con cancer de colon
estadio Ill con reseccion RO,
sin evidencia de metastasis en
TC, estatus ECOG: 0-2; QTA
durante 24 semanas.

Los pacientes se clasificaron en
alto riesgo si pT4 y/o pN2.
Numero de sujetos:

100 pacientes reclutados, 96
incluidos.

Sexo: 51 % (49) hombres
Mediana edad (ahos): 64
(rango, R: 26 — 82).
Quimioterapia adyuvante (QTA):
73 pacientes (76 %) recibieron
oxalaplatino, 22 (23 %)
fluoropyrimidina y 1 no realizd
QT.

85 pacientes (89 %)
completaron al menos 12
semanas de QT

72 pacientes (75 %)
completaron las 24 semanas.
Pérdidas:

4 descartados por no disponer
de muestras postcirugia (n = 1)
o tener estadio IV (n = 3).

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

|dentificacion de 15
mutaciones somaticas

en tejido tumoral (PCR)

de la pieza quirlrgica. Se
seleccioné una mutacion
por paciente (la que mayor
MAF presentaba). SafeSegS
para deteccién de ADNtc en
plasma.

El tipo de QTA a eleccion
del clinico (cegados a los
resultados de ADNtc).

Se recogieron muestras de
ADNtc y CEA a las 4-10
semanas post-cirugia (antes
de la QTA) (mediana tiempo:
42 dias, R: 32-52) y a las 6

RESULTADOS

ADNtc positivo en muestras post-cirugia: 21 % (20/96

pacientes).

Recurrencia: 25 % (24 pacientes); ADNtc pos: 42 % (10/24)

HR =3,8; IC95 % 2,4-21.

VARIABLES HR
Edad 1,0
Sexo: Hvs M 0,8
EstT: T4 vs T1-3 NA
Est N: N2 vs N1 NA
Linfovasc. Invas: si vs no 11
Riesgo clinico: alto vs bajo 2,5
ADNtc_po: pos vs neg 175

ANAL MV

0,58
0,60
NA

NA
0,77
0,008
<0,001

Abreviaturas: Est: estadio; po: postoperatorio; pos: positivo; neg: negativo

semanas de la finalizacion de  peterminacion CEA después de cirugia:
CEA elevado post-cirugia: 7 % (7/96), se asocié con menor

la QTA (mediana de tiempo:
19 dias, R: 2-47).
Comparacion:

CEA<5 pg/l (niveles
normales), trimestral.

TC alas 4-8 semanas del
final de la QTA, y anual,
durante 3 anos.

Evento de interés:

Intervalo libre de recurrencia.

Periodo de seguimiento:
Mediana de seguimiento:
289 m (R: 11,6 — 46,4 m).

intervalo libre de recurrencia:
HR = 3,4 (IC95 %: 1,5 - 50).

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Este estudio destaca la

utilidad clinica potencial de la
determinacion de ADNtc en las
decisiones de manejo clinico de
los pacientes. Especificamente en
lo relacionado con tratamientos
adicionales postquimioterapia.
RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de participantes:
no claro.

Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: bajo riesgo.

Flujo del estudio: no claro.
Andlisis: no claro.

Algunas preocupaciones sobre
la aplicabilidad, sobre todo en
relacion a la aplicabilidad de los
participantes .



CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Murray NP et al.
Ecancermedicalscience,
2020 (69).

Disefio:

Estudio de observacional
prospectivo.

Objetivos:

Evaluar la presencia de
EMR post-cirugia y su
asociacion con factores
conocidos de recurrencia y
con la supervivencia libre de
recurrencia.

Localizacién y periodo de
realizacion:

Un Unico centro, Chile.
Reclutamiento: enero de
2007 a diciembre de 2014.
Conflicto de interés:

El autor principal recibié
honorarios de la industria
(Viatar CTC Solutions). El
resto de autores declaran la
ausencia de conflictos.

POBLACION

Poblacién:

Pacientes consecutivos con cancer
de colon, estadio Il margenes
quirtrgicos negativos y TC toracico,
abdomino-pélvico negativo.
Numero de sujetos:

N = 181 pacientes.

Sexo: 46 % (82) hombres.

Edad mediana: 68 anos (IQR: 16).
Pérdidas:

Ninguna.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Determinacion de CTCs (células
circulantes tumorales) en muestras de
sangre un mes después de la cirugia.
La prueba utilizada fue anti-CEA clon
11-7 (DAKO, USA). Las muestras
positivas pasaron un segundo proceso
con anti-CD45 clon 2B11+PD7/26
(DAKO, USA).

Una CTC fue definida como una célula
nucleada que expresa CEA, pero no
CD45. Un test positivo se consider6 la
deteccion de al menos una célula/8mL
de sangre venosa.

También se determind la presencia

de CTC en médula 6sea:
micrometastasis.

Comparacion:

CEA analizado un mes después de la
cirugia.

Evento de interés:

Recurrencia definida como una nueva
lesion detectada en el TC. Tiempo
hasta la recurrencia.

Periodo de seguimiento:

Cada 3 meses durante los 2 primeros
anos; después cada 6, hasta los 5
anos.

Mediana de seguimiento: 4,04 afos
(IQR: 2,7 anos).

RESULTADOS

Analisis multivariante mediante un
modelo de supervivencia paramétrico
flexible (método de regresion):

SLE 3 anos SLE 5 afos
(IC95 %) (IC95 %)
7,02 7,02
ADN
D (0,51-26,23)  (0,51-26,23)

Los factores que influian en la
supervivencia libre de recurrencia
fueron la edad, el CEA, la presencia de
micrometastasis en médula ésea y la
identificacién de CTCs en sangre (con/
sin micrometastasis).

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

El estudio sugiere que el resultado del tratamiento
en el estadio Il de cancer de colon depende del
subtipo de EMR. Su deteccion identifica pacientes
que se podrian beneficiar o no de tratamientos
adicionales. Los resultados necesitan ser
confirmados con un nimero mayor de pacientes.
RIESGO DE SESGO:

Reclutamiento de participantes: no claro.

Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: bajo riesgo.

Flujo del estudio: no claro.

Andlisis: no claro.

Algunas preocupaciones sobre la aplicabilidad,
sobre todo en relacion al test indice.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Chang YT et al. PLoS One,
2016 (67).

Disefio:

Estudio prospectivo.

Estudio de validacion
analitica del biochip de 19
oligonucledtidos.

Objetivos:

Comparar la precision
diagnéstica de la recurrencia
mediante la deteccion de
céluclas circulantes tumorales
(CTC) mediante biochip y la
determinacion de CEA.
Localizacién y periodo de
realizacion:

Unico centro (Kaohsiung
Medical University Hospital),
Taiwan.

Reclutamiento: junio de
2010 a febrero de 2016
(reclutamiento entre junio de
2010y octubre de 2014).
Conflicto de interés:

Los autores declaran ausencia
de conflicto.

116

POBLACION

Poblacién:

331 pacientes con CCR
estadios I-IIl.

Numero de sujetos:
298 pacientes.

Edad mediana 64,21

(afios)

Edad media 64,4

(anos) (DE: 11,3)

Sexo Hombres 168 (56 %)

TNM (L,11,111) 82,102, 114

Tumores con:

Alto grado de 42 (14,1 %)

diferenciacion

Moderadamente 244 (81,9 %)

diferenciados

Pobremente

49

diferenciados e,

Tumores

Colon 221

Recto 77
Pérdidas:

33 excluidos (11 %): 16 por
seguimiento menor a un afio
hasta la muerte; 17 con otras
neoplasias.

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Test para biomarcadores multigen basado en
matriz de membrana (biomarker chip) para
deteccion de CTC.

Se utilizaron 19 secuencias de
oligonucledtidos sobreexpresadas en los
71 genes especificos de CCR previamente
seleccionados.

El punto de corte que determinaba la
positividad del biomarcador estaba
establecido previamente en 23,5. La
muestra se consideraba positiva cuando se
obtenian valores por encima de 24 en dos
determinaciones consecutivas.

Recogida de muestras:

Las muestras para CTC en sangre periférica se
obtuvieron a la vez que las muestras para CEA.
Comparacion:

Determinacion CEA con Kit de
enzimoinmunoensayo (DPC Diagnostic
Product Co, Los Angeles, CA, USA).

Se considero positiva la elevacion del CEA
durante dos determinaciones consecutivas
(cada 3 meses, m) >5 ng/mL. La
determinacion se realiz6 cada 3 m durante
los primeros 3 afios y después cada 6 m.
Evento de interés:

Recurrencia diagnosticada por ECO/

TC abdominal (realizado cada 6 m) o
colonoscopia (realizada cada 12 meses).
Radiografia toracica cada 12 m.

En caso de positividad del biomarcador, se
realizé una RNM o TC con contraste.
Periodo de seguimiento:

Mediana, rango: 28,4 (3 - 61,3) m.

Media (DE): 29 (9,7) m.

Seguimiento hasta muerte del paciente o
hasta fin de estudio (febrero de 2016).

RESULTADOS
Total No recurrencia  Recurrencia
n=298 n =250 n=48
LesZEm 77/221 58/192 19/29 0,018
(recto/colon)
CEA preop 98 72 26 QG
anormal (32,9 %) (28,8 %) (54,2 %) ’
CEA postop 71 42 29
1
anormal (23,8 %) (16,8 %) (60,4 %) <000
Chip
. 62 20 42
biomarcador <0,001
- (20,8 %) (8 %) (87,5 %)
26 6 20
Mortali ,001
ortalidad ®7 %) (16 %) 29,5 %) <0,00

Andlisis multivariante de los factores que influencian en
la recurrencia. Solo se han tenido en cuenta los que eran
significativos en el andlisis univariante:

OR (IC95 %) p
Localizacién (Recto/Colon) 1,566 (0,564 — 4,348) 0,389
Invasion perineural 2,181 (0,716 — 6,644) 0,170
Nivel CEA preop elevado 2,538 (0,885 - 7,277) 0,083
Nivel CEA postop elevado 4,136 (1,455 — 11,755) 0,008
Biomarcador Chip Positivo 66,878 (23,299 - 192,548) <0,001

Sensibilidad, Especificidad, VPN, VPP y precision de CEA y chip.

CEA postop anormal Chip Biomarcador P
(1C95 %) positivo (IC95 %)
Sensibilidad 60,4 % (45,3 - 74,2) 87,5% (74,8-95,3) 0,003
Especificidad 83,2 % (78 - 87,6) 92 % (87,9 - 95,1) 0,003
VPP 40,8 % (29,3 - 53,2) 67,7 % (64,7-79,1) 0,002
VPN 91,6 % (87,2 - 94,9) 97,5% (94,6 -99,1) 0,006
Precision 79,5 % (74,9 - 84,1) 91,3 % (88,1 -94,5  <0,001

La mediana de la tasa de supervivencia libre de recurrencia fue
significativamente mas baja en los pacientes con el marcador
biochip negativo que con el marcador positivo (20,4 vs 48
meses), p<0,001.

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD
DEL ESTUDIO

El estudio confirma que
el chip biomarcador es
viable para la prediccion
temprana de la
recurrencia en pacientes
con CCR estadio I-Il.
Los resultados de
efectividad a largo

plazo necesitan ser
confirmados mediante
ensayos clinicos
multicéntricos con
seguimiento mas largo
de los pacientes.
RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de
participantes: bajo
riesgo.

Test indice: alto riesgo.
Evento diana: bajo
riesgo.

Flujo del estudio: no
claro.

Analisis: no claro.
Algunas preocupaciones
sobre la aplicabilidad,
sobre todo en relacion al
test indice.

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV



CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Wang Y et al. JAMA Oncol, 2019
(71).

Disefo:

Estudio de cohorte prospectivo.
Objetivos:

Determinar si la medicion seriada
de ADNtc detecta la recurrencia
antes que la determinacion de
CEA y radiografia.

Localizacién y periodo de
realizacion:

Multicéntrico: 4 hospitales en
Suecia.

Reclutamiento: febrero de 2007

a mayo de 2013. Andlisis de los
datos de marzo de 2009 a junio
de 2018.

Conflicto de interés:

Cinco autores tienen relacion con
la industria (PapaGen Inc, Sysmex
Corporation, Qiagen GmbH, Good
Start Genetics). El resto de autores
declaran la ausencia de conflictos.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

POBLACION

Poblacién:

Pacientes con CCR
estadios | lll sometidos a
cirugia radical, margenes
ROy sin evidencia de
metastasis en la prueba de
imagen.

Numero de sujetos:

63 pacientes reclutados,
58 pacientes incluidos en el
analisis.

Casos, N 58
Edad, mediana 69
(rango), afos (47-83)
Sexo, Hombres (%) 34 (59)

| 9
Estadio |l 21

1} 28

Si 18
Qr

No 40

Pérdidas:

5 excluidos (7,9 %):

4 por no completar

el seguimiento, 1 por
identificar carcinomatosis
peritoneal durante el
procedimiento.

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

ADNtc determinado mediante Safe-
SeqS. Disefo personalizado para

cada paciente. Extraccion de ADN de
la muestra tumoral con kit Quiagen;
extraccion de AND de la muestra de
sangre (purificacion muestra de plasma)
con kit QIAmp Circulating Nucleic Acid
(Quiangen).

Las muestras con al menos 1 mutacion
somatica de un panel de 15 genes

se consideraron positivas (umbral de
positividad <0.2 %, asociado con una
especificidad del 98 %).

Recogida de muestras:

Las muestras de sangre se recogieron 1
mes después de la reseccion, y durante
el seguimiento cada 3-6 meses (m).
Comparacion:

Determinacion de CEA cada 3 a6 m.
Se consideraron positivos niveles

<5 pg/L.

Evento de interés:

Recurrencia

No se especifica cuando se realizaron
los TC para diagnosticar la recurrencia.
2/3 de los pacientes cada 6 m y el otro
1/3 cada 12 m.

Periodo de seguimiento:

Mediana (rango) de seguimiento para
pacientes sin recurrencia: 49 (11-70) m

RESULTADOS
Si 10
Recurrencia
No 48
Positivo 13
ADNtc
Negativo 45

Estadio I: 9 pacientes. Uno de ellos fue ADNtc
positivo y tuvo recurrencia.

Estadio II-Ill: 49 pacientes.
Recu’\:::encia rT::tl:ia Total
ADNtc Neg 45 (100 %) 0 45
ADNtc Pos 3 (23 %) 10(77 %) 13
Total 48 10 58

Pacientes que recibieron QT: 18/58 (31 %).

No Recu-
, . Total
Recurrencia  rrencia
ADNtc Neg 16 0 16
ADNtc Pos 0 2 2
Total 16 2 18
b9 . RS Total
Recurrencia  rrencia
CEA Neg 15 1 16
CEA Pos 1 1 2
Total 16 2 18

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Este estudio proporciona evidencia del
potencial valor de la determinacion del
ADNtc en la estratificacion del riesgo de
recurrencia entre pacientes con estadios
tempranos de CCR. Al incorporar las
medidas del ADNtc en muestras de
sangre recogidas en el seguimiento de los
pacientes con CCR, esta determinacion
se puede incorporar facimente como
complemento de la determinacion de CEA y
las pruebas de imagen. La personalizacion
en las estrategias de seguimiento en

base al riesgo de recurrencia, permite la
identificacion precoz del relapso y evita
pruebas innecesarias.

RIESGO DE SESGO:

Reclutamiento de participantes: bajo riesgo.
Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: bajo riesgo.

Flujo del estudio: no claro.

Andlisis: no claro.

Algunas preocupaciones sobre la
aplicabilidad en relacion al flujo del estudio
(momento de la determinacion).
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Young GP et al.
Cancer Medicine, 2016
(79).

Disenfio:

Estudio observacional.
Objetivos:

Comparar la
sensibilidad y
especificidad de la
determinacion de la
metilacion de BCAT1/
IKZF1 en ADNtc con la
determinacion de CEA
para la deteccion de
recurrencia del CCR.
Localizaciéon

y periodo de
realizacion:

Unico centro: Flinders
Medical Center
(Bedford Park, SA,
Australia).
Reclutamiento:
noviembre 2013.
Conflicto de interés:
El primer autor es
consultor de Clinical
Genomics y otros tres
autores son empleados
de Clinical Genomics.

118

POBLACION

Poblacién:

Adultos > 18 afos
diagnosticados con
CCR estadios I-1V,
sin enfermedad
residual o personas
en seguimiento de
detectar recurrencia
de CCR.

Numero de sujetos:
397 reclutados,

220 evaluados para
recurrencia; 122
pacientes incluidos
en el andlisis.

Sexo: 61,2 %
hombres.

Mediana de edad:
66,1 anos.
Pérdidas:

175 (44 %): 131 en el
seguimiento y 44 no
estaban en remision
o desarrollaron otro
céncer distinto de
CCR.

98 pérdidas en en
el analisis (44,5 %);
por no cumplir los
criterios test sangre.

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Presencia de metilacion del ct-
AND en BCAT1/IKZF1. Prueba
realizada por personal cegado
a los resultado clinicos.
Recogida de muestras:
Muestras de sangre extraidas
en los 12 meses anteriores a
la realizacion de la prueba de
imagen (intervalos 3-6 meses,
m), o en el momento de la
confirmacion de la recurrencia
o dentro de los 3 meses
siguientes a la confirmacion
(pero antes de realizar
cualquier tratamiento).
Comparacion:

Determinacion de CEA
mediante el test LIAISON CEA
(DiaSorin S.p.A, Saluggia,
Italia). Muestras =5 ng/mL se
consideraron positivas.
Evento de interés:
Recurrencia de la enfermedad
confirmada por un médico
cegado a los resultados de la
prueba y se baso en pruebas
radiolégicas o colonoscopia, y
mediante histologia, si estaba
disponible.

La recurrencia se clasificé en
local o a distancia.

Se utilizaron las
deteminaciones de CEA y
BCAT1/IKZF1 méas cercanas

a la recurrencia para calcular
las prevalencias verdaderos y
falsos positivos en las pruebas.
Periodo de seguimiento:

24 m

N=122

Estadio |
Estadio Il
Estadio Ill
Estadio IV

Indeterminado

Recurrencia
n =28 (%)

o
8(28,6)
17 (60,7)
3(10,7)
0

RESULTADOS

No recurrencia n = 94
(%)

28 (29,8)
32(34,0)
30 (31,9)
3(32)
1(1,1)

Chi-cuadrado para dos proporciones; nivel de significacion 0,05

Rendimiento de la deteccion de metilacion en BCAT1/IKZF1 y de la deteccion de CEA:

Todos los
casos

Recurrencia

Local

A distrancia

No
recurrencia

N

24

94

BCAT1/IKZF1

31
(25,4 %; 18-34)
19

(67,9 %; 48-84)
3

(75 %; 19-99)
16

(66,7 %; 45-84)
12

(12,8 %; 7-21)

0
OR (IC95 %), CEA
p1

15
N (12,3 %; 7-19)
14,4 (5-39), 9
<0,0001 (32,1 %; 16-52)
205(-213, 2
<0,012 (50 %; 7-93)
18,7 (5-39), 7
<0,0001 (29,2 %; 13-54)
1 6

(6,4 %; 2-13)

OR frente a casos con no recurrencia; p valor del Chi-cuadrado, significacion <0,05

p-valor’

0,001
0,589
0,006
0,105
0,582

OR (IC95 %), p1

NA

6,9 (2-22), 0,001

14,7 (2-123), 0,013

7,3 (2-25), 0,002

La odds de recurrencia para la positividad de la determinacion de BCAT1/IKZF1 es

el doble que para la positividad del CEA.
Concordancia entre las determinaciones:

Recurr.
N=28

No recurr.
N=94

BCAT1/IKZF1
Pos
Neg
Pos

Neg

Test McNemar para p-valor de dos lados

BCAT1/IKZF1 tiene mejor sensibilidad que la determinacion CEA, pero la misma especificidad.

CEA

Pos Neg
9 10
0 9

1 11

5 77

P1

0,002

0,210

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Seria necesario un estudio
longitudinal prospectivo que evalle
la determinacion de BCAT1/

IKZF1 en sangre frente al CEA que
verifique la relacion temporal entre
la positividad y la recurrencia, la
sensibilidad y especifidad relativas
y Si una mejor o mas temprana
identificacion produce beneficios en
la supervivencia.

RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de participantes:
alto riesgo.

Test indice: no claro.

Evento diana: alto.

Flujo del estudio: no claro.

Andlisis: no claro.

Algunas preocupaciones sobre

la aplicabilidad, sobre todo en
relacion a la aplicabilidad de los
participantes (estadios I-IV) y el test
(momento de la determinacion).

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV



CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Wang D et al. J Cancer, 2019
(70).

Disefo:

Estudio observacional
prospectivo.

Objetivos:

Explorar y comparar la
significacion clinica de
diferentes biomarcadores,
incluida la determinacion de
células circulantes tumorales
(CTC).

Localizacion y periodo de
realizacion:

Unico centro: Beijing
Friendship Hospital, China.
Reclutamiento: enero de
2015 a diciembre de 2017.
Seguimiento hasta mayo de
2018.

Conflicto de interés:

Los autores declarana la
ausencia de conflicto.

POBLACION

Poblacién

Pacientes con CCR estadios
II-1Il, con tumor resecable,
sin RT, QT o cirugia previa,
ni enfermedades infecciosas,
hepaticas, hematoldgicas,
autoinmunes u otras
neoplasias.

Numero de sujetos:

N=130 pacientes.

Sexo: 57 % (74) hombres.
Mediana de edad: 74 afos.

Estadio II: 75 casos.
Estadio Ill: 55 casos.
Pérdidas:

10 pacientes (7,7 %) en el
seguimiento.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Anadlisis de CTC en muestras
previamente preparadas, a
través de hibridacion mediante
inmunofluorescencia in situ
(imFISH).

Comparacion:

CEA, CA19-9, CA125,
CAT72-4 analizados

mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia
(Cobas E601, Roche).
Muestras de sangre recogidas
antes y 3 dias después de la
cirugia.

Evento de interés:
Recurrencia. Sin informacion
sobre su medicion.

Periodo de seguimiento:
Cada 3 meses..

RESULTADOS

Recurrencia en 18 pacientes; 112 sin recurrencia.

La positividad post-operatoria de las CTC se asocia con peor
supervivencia libre de recurrencia:

HR ajustado: 2,739 (IC95 % 1,042 — 7,2), p = 0,041.

La recurrencia también se asocié con el Estadio TNM y con el
marcador CA724.

Precision de los modelos pronésticos

Parametros AUC S (%) E (%)

Cancer rectal
CTCs postoperatorias 0,507 50,0 51,35
Score Prondstico 1

i 67 il
(TNM + CA72.4 + CTC) BN £es EAkEE
Score Pronéstico 2

,671 67 7,57
(CA72.4 + CTC) S o6 e
Cancer de colon
CTCs postoperatorias 0,769 100 53,85
Score Pronéstico 1

0,715 58,33 84,62

(TNM + CA72.4 + CTC)
Score Pronéstico 2 0,778 83.33 7031

(CA72.4 + CTC)

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

La identificacién de CTC después
de la cirugia podria relacionerse
con la recurrencia en pacientes
con estadios Il o Ill.

Se necesitan estudios clinicos
de suficiente tamano para
verificar la relevancia clinica del
modelo prondstico de relapso
postoperatorio precoz en
pacientes con CCR.

Los modelos podrian ayudar

a identificar a pacientes de

alto riesgo sobre los que dirigir
terapias mas agresivas.
RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de participantes:
bajo riesgo.

Test indice: bajo riesgo.

Evento diana: alto riesgo.

Flujo del estudio: bajo riesgo.
Analisis: bajo riesgo.
Preocupaciones sobre la
aplicabilidad en cuanto al
momento de realizacion de la
prueba (3 dias después

de la cirugia).
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Musher et al. Cancer
Epidemiol Biomarkers
Prev, 2020 (77).

Disefo:

Estudio observacional
transversal prospectivo.
Objetivos:

Evaluar la sensibilidad

y especificidad de
COLVERA, ensayo que
detecta la metilacion de
BCAT1 e IKZF1 en ADNtc,
frente a CEA estandar, en
pacientes en vigilancia tras
tratamiento.

Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico 24 centros de
EE.UU.

Reclutamiento: entre
febrero 2018 y agosto de
2019.

Conflicto de interés:
Varios autores informan
relaciones con Clinical
Genomics incluyendo roles
de empleados, consultores
y miembros de juntas
asesoras. El estudio fue
financiado por la industria.
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POBLACION

Poblacién:

Adultos > 18 afios
diagnosticados con
CCR estadios lI-ll, sin
enfermedad residual.
Numero de sujetos:
537 reclutados, 20
excluidos por no
cumplir criterios y 195
excluidos por falta
datos; 322 pacientes
incluidos en el analisis.
Sexo: 56 % hombres
Mediana de edad: 63.3
(25-89) anos.
Pérdidas:

No se describen
pérdidas en el
seguimiento.

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Presencia de metilacion del ct-AND en BCAT1/
IKZF1. Prueba realizada por personal cegado a
los resultados clinicos y cegado a pacientes.
Recogida de muestras:

Muestras de sangre extraidas en los 6 meses
posteriores a la realizacién de la prueba de
imagen antes de realizar cualquier tratamiento
por recurrencia confirmada o sospechada.
Colvera prueba cualitativa para ADNtc metilado.
Comparacion:

Determinacion de CEA mediante
recomendaciones fabricante (Architect,

Abbott Diagnostics). Muestras >5 ng/mL se
consideraron positivas.

Evento de interés:

Recurrencia de la enfermedad confirmada por
dos revisores cegados a la evaluacion clinica
previa y los resultados de la prueba COLVERA
y CEAy se baso en pruebas radioldgicas y
patologicas.

La recurrencia se clasificé en local o a distancia.
Tiempo medio hasta la recurrencia después de
completar terapia 12,2 meses (3,6-51,4).

Se utilizaron las deteminaciones de CEA y
BCAT1/IKZF1, ambos medidos en el mismo
punto temporal.

Periodo de seguimiento:

Mediana de tiempo de seguimiento después
de finalizar tratamiento hasta la imagen para el
estudio fue de 15 (1-60 m) (IQR: 9,3-22 m)
Tiempo hasta la recurrencia: mediana 12,2 m
(8,6-51,4 m) (IQR: 7,4-17,1 m)

Seguimiento sin recurrencia: 15 m (IQR: 9,6-
22,3 m)

Ajuste de variables:

Edad, género, raza en el ADNtc y el tabaquismo
en CEA

RESULTADOS
Recurrencia No recurrencia
22 (n=27) (n = 295)
Estadio Il 8 (29,63 %) 121 (41,02 %))
Estadio Ill 19 (70,37 %) 174 (58,98)

p-valor’

0,341

Rendimiento de la deteccion de metilacion en BCAT1/IKZF1 y de

la deteccion de CEA:
BCAT1/

OR (IC95 %),

IKZF1 p' G
Todos los 24
cosos % 322 42(13%) -
Recu- o7 17639 184 (7.6-444)
rrencia T (481 %)
Local 3 1(833% 5405617, O
A 13!
dstancia 24 160687%) 21664554 oo
Norecu- 595 o5 (g5%) 1 11 (3.7%)

rrencia

OR (IC95 %), p'

NA

24 (9.1-63)

NA

30.5 11.2-83.3)

1

" OR frente a casos con no recurrencia; p valor del Chi-cuadrado, significacion <0,05

Concordancia entre las determinaciones:
CEA>5 ng/mL

Pos Neg

BCAT1/IKZF1

Recurr. Pos 13 4

N=27
Neg 0 10
1 Test McNemar: valor p asintolico

Correlacion R? = 0,999; IC95 % (0,9986-0,9998))

BCAT1/IKZF1 sensibilidad para detectar recurrencias (63; 1C95 %

=1l

0,046

(42,4-80,6)) y sensibilidad CEA (48,1 %; (IC95 % (28,7-68,1))
(p = 0,046). La especificidad de BCAT1/IKZF1 fue de (91,5 %;
IC95 % (87,7-94,6)) y la CEA de (96,3 %; IC95 % (93,4-98,1)

(p=0,012).
Ajuste variables:

BCAT1/IKZF1, no afectadas por raza, género, edad o tabaquismo

CEA, afectada por tabaquismo: OR: 7,7 (1,2-50) p = 0,0313 en

fumadores vs no fumadores. También la edad se asocié de forma

independiente con la elevacion de CEA (OR: 1,07 (1,02-1,14),

p=0,012)

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

El estudio confirma que
COVERA, al detectar la
metilacion de BCAT1/IKZF1,
identifica mas recurrencias que
CEA. Ademas, es independiente
de la raza, edad. Género o
tabaquismo. Los resultados
respaldan la necesidad de un
ensayo prospectivo controlado
aleatorizado para evaluar si
COLVERA mejora el diagnostico
temprano y los resultados del
CCR en comparacion con CEA
RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de participantes:
no claro. No se sabe como fue el
reclutamiento, sin embargo, 322
pacientes en 24 centros sugieren
un reclutamiento adecuado y
representativo

Test indice: no claro, la falta de
un grupo control que no realiza
el test ADNtc puede introducir
$esgos

Evento diana: no claro.
Seguimiento a través de pruebas
periddicas, sin embargo,
frecuencia y tipo puede variar
entre pacientes y podria influir en
la deteccion de recurrencias
Flujo del estudio: no claro. Se
excluyeron 215 pacientes por
distintos motivos. Podria afectar
a la validez externa, aunque

el proceso de exclusion fue
descrito

Andlisis: bajo. Metodo de analisis
apropiado con regresion logistica y
curvas ROC.

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV



CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Symonds et al. Cancer, 2020
(78).

Disefo:

Estudio cohorte.

Objetivos:

Evaluar la eficacia del test de
ADNtc en comparacion con el
marcador tumoral CEA para la
deteccion de recurrencias en
pacientes con CCR.
Localizacion y periodo de
realizacion:

Unico centro: Flinders Medical
Center (Bedford Park, SA,
Australia).

Reclutamiento: julio de 2014
hasta octubre de 2018.
Conflicto de interés:

Varios autores del estudio
tienen vinculos financieros

y profesionales con Clinical
Genomics Pty, Ltd., la
empresa desarrolladora del
test de ADNtc, incluyendo
subvenciones, empleo y
participacion accionaria.
Ademas, algunos poseen
patentes relacionadas con

el test. Estos conflictos de
interés podrian plantear
dudas sobre la objetividad del
estudio y deben considerarse
al evaluar sus conclusiones.

POBLACION

Poblacién:

Adultos (>18 anos) que

estaban bajo vigilancia para

la recurrencia del CCRen el

Flinders Medical Centre, en

Bedford Park, Australia del

Sur.

Pacientes que completaron

el tratamiento inicial sin

evidencia de enfermedad

residual en imagenes,

y que consintieron en

participar siendo seguidos

longitudinalmente tras el

diagndstico.

Numero de sujetos:

548 reclutados, 227

evaluados para recurrencia

y 144 analizados con

seguimiento.

Sexo: 61,1 % hombres

Mediana de edad: 66,3 afios

Pérdidas:

Se describen las pérdidas

de pacientes de manera

detallada.

17 pacientes que no eran

elegibles para el analisis:

- 1 paciente proporcioné
plasma insuficiente.

- 16 pacientes no tenfan
sangre recolectada dentro
de los 12 meses

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Presencia de metilacion del ADNtc en
BCAT1/IKZF1. Prueba realizada por
personal cegado a los resultado clinicos
Las muestras de plasma fueron analizadas
para determinar los niveles de ADNtc
mediante el test COLVERA.

Recogida de muestras:

Se utilizd solo una muestra de sangre

por paciente, ya sea la recolectada en el
momento de la recurrencia o la muestra
mas cercana al momento de la imagen
(muestra proximate), siempre que se
hubiera recolectado dentro de los 12
meses previos a la evaluacion de imagen y
no se hubiera realizado ningun tratamiento
adyuvante o cirugia entre la recoleccion de
sangre y la evaluacion de imagen.
Comparacion:

La determinacion del CEA en el estudio
se realizé utilizando el test LIAISON CEA,
(DiaSorin SpA, Saluggia, ltalia). Muestras
>5 ng/mL se consideraron positivas
Evento de interés:

Recurrencia de la enfermedad confirmada
por un médico cegado a los resultados

de la prueba y se basé en pruebas
radiolégicas o colonoscopia, y mediante
histologia, si estaba disponible

La recurrencia se clasificé en local o a
distancia

Se utilizaron las deteminaciones de

CEA y BCAT1/IKZF1 més cercanas a la
recurrencia para calcular las prevalencias
verdaderos y falsos positivos en las
pruebas

Periodo de seguimiento:

46,3 meses en promedio, con un rango
intercuartilico (IQR) de 32,7 a 57,2 meses.

RESULTADOS
N=122 R(-)(r:]u::g)cla No ?;c:g:)nma p-valor
Estadio | 0 21(22,3) 0,001
Estadio Il 13 (26) 37 (39,4) 0,109
Estadio Il 30 (60) 32 (34,8) 0,004
Estadio IV 7 (14) 4 (4,4) 0,040

Rendimiento de la deteccién de metilacion en BCAT1/
IKZF1 y de la deteccion de CEA:

N BCAT1/IKZF1 CEA p-valor
Recurrencia 50
Local 13 10(76,9 %) 2(154%) 0,006
A distancia 37 23 (62,1 %) 13(38,2%) 0,044

Concordancia entre las determinaciones:
cualitativa cuantitativa CEA

ADNtc ADNtc
OR 89,3 (19,56- 12,7 (3,43~
(Cos %) 188(744:45.20) 407 5o 46,69)

Superioridad de ADNtc, especialmente el cuantitativo,
sobre el CEA para identificar recurrencias

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Los autores concluyen que el test
de ADNtc es mas sensible que el
CEA para detectar recurrencias,
aunque ambos tienen especificidad
similar en identificar pacientes

sin recurrencia. Proponen que la
implementacién del ADNtc podria
mejorar la vigilancia del CCR,
facilitando una deteccién mas
temprana y mejores resultados
clinicos. Subrayan la necesidad de
estudios adicionales en poblaciones
mas amplias para validar estos
hallazgos y evaluar su impacto en la
practica clinica.

RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de participantes: alto
riesgo. Se necesita ma informacion
sobre el proceso de reclutamiento
Test indice: Bajo. Se mencionan
que se realizaron procedimientos
estandarizados y revisones
cegados por espacialistas

Evento diana: Bajo. Las variables
parecen estar bien definidas y se
utilizan métodos adecuados para
su medicion

Flujo del estudio: no claro. Se
necesita mas informacion sobre la
spérdidas en el seguimiento y el
tiempo entre pruebas

Anadlisis: bajo. El andlisis estadistico
es adecuado y usa un método de
regresion
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Reinert et al. JAMA Oncaol,
2019 (27).

Disefo:

Estudio prospectivo
multicéntrico de cohorte.
Objetivos:

Evaluar la asociacion del
ADNtc con la recurrencia y
su utilidad para la deteccion
temprana, la estratificacion
del riesgo y el seguimiento
postoperatorio en cancer
colorrectal.

Localizacién y periodo de
realizacion:

Hospitales de Aarhus,
Randers y Herning
(Dinamarca), de mayo de
2014 a enero de 2017.
Conflicto de interés:
Varios autores vinculados a
Natera Inc.
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes con cancer
colorrectal en estadios
lall.

Numero de sujetos:
130 reclutados; 125
incluidos en el analisis
final.

Pérdidas:

5 pacientes excluidos
(8 por pérdida de
seguimiento, 2 re-
clasificados como
estadio V).

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

Secuenciacion ultraprofundizada
personalizada mediante PCR
multiplex basada en NGS, con
paneles de 16 mutaciones
especificas por paciente.
Recogida de muestras:
Preoperatoria, dia 30
postoperatorio y cada 3 meses
hasta 3 afios (829 muestras en
total).

Comparacion:

CEA sérico y factores
clinicopatologicos estandar.
Evento de interés:
Recurrencia clinica confirmada
por imagenologia.

Periodo de seguimiento:
Mediana de 12,5 meses (rango:
1,4-38,5 meses).

RESULTADOS

N N
Estadio | 21
Estadio Il 50
Estadio Ill 54
Total 125

Recurrencia

(n=)
1

8

15
24

No recurrencia

(n=)
20 --

p-valor

42 =
39 =
101 =

Rendimiento de la deteccién de metilacion en BCAT1/IKZF1 y de la deteccién

Sensibilidad ADNtc

de CEA:
N (%)
Recurrencia 122 88,5
Local 94
A distancia 58

70 (en positivo)

100 (en positivo)

Concordancia entre las determinaciones:

cualitativa ADNtc

OR Alta, con deteccién de
1C95 % recurrencia en 14 de 16
( o) pacientes (87,5 %)

Resumen resultados:

cuantitativa ADNtc

Incremento de la
frecuencia alélica hasta
300 veces antes de la
deteccion radiolégica

Sensibilidad CEA p-valor

(%)

43,3 <0,001

no significativo <0,001

no significativo <0,001
CEA

Baja; CEA no predictivo
de recurrencia en este
estudio

El ADNtc positivo en el dia 30 postoperatorio se asocié con un riesgo
significativamente mayor de recurrencia (HR: 7,2; IC95 %: 2,7-19,0; p<0,001)
Después de la quimioterapia adyuvante, todos los pacientes con ADNtc
positivo recayeron (HR: 17,5; 1C95 %: 5,4-56,5; p<0,001)

El seguimiento longitudinal con ADNtc permitié detectar la recurrencia con una
mediana de 8,7 meses antes que la imagenologia estandar

CONCLUSIONES
AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

El andlisis longitudinal del
ADNtc permite una deteccion
temprana de la recurrencia,
una mejor estratificacion del
riesgo postoperatorio y una
evaluacion mas precisa de la
eficacia de la quimioterapia
adyuvante en pacientes con
céancer colorrectal en estadios
|'alll. Estos hallazgos podrian
cambiar el paradigma del
manejo postoperatorio de
estos pacientes.

RIESGO DE SESGO:
Reclutamiento de
participantes: Bajo riesgo;
estudio prospectivo con
inclusion consecutiva.

Test indice: Bajo riesgo;
método validado y
personalizado.

Evento diana: Bajo riesgo;
recurrencia confirmada por
imagenologia.

Flujo del estudio: Bajo riesgo;
seguimiento estructurado y
completo.

Andlisis: Bajo riesgo; analisis
estadistico adecuado y
ajustado por factores de
confusion.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Tarazona et al. Ann Oncol,
2019 (76).

Disefo:

Estudio prospectivo
observacional.

Objetivos:

Evaluar la utilidad del analisis
de ADN tumoral circulante
(ADNtc) para detectar
enfermedad minima residual
(EMR) y predecir la recurrencia
en pacientes con cancer de
colon localizado.
Localizacién y periodo de
realizacion:

Espanfa, entre octubre de
2015y octubre 2017.
Conflicto de interés:

Uno de los declaré recibir
financiacion institucional y
honorarios de asesoramiento
y conferencias de varias
empresas farmacéuticas,
Otros autores no reportaron
conflictos de interés.
Financiacion

Subvenciones del Instituto de
Salud Carlos lIl.

POBLACION

Poblacién:
Pacientes con cancer
de colon localizado

y que se encuentran
en seguimiento tras
cirugia.

Numero de sujetos:
150 pacientes.
Evaluados en plasma:
94 pacientes.
Pérdidas:

Sin especificar.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
COMPARADOR
EVENTO DIANA

Prueba:

nalisis de ADNtc mediante NGS
personalizada y validacién con
ddPCR.

Recogida de muestras:

Se obtuvieron muestras de
plasma en varios momentos:
postoperatorio, durante
quimioterapia y seguimiento.
Comparacion:

No se utilizé un comparador
directo. Se comparé la
deteccion de ADNtc con

los niveles de antigeno
carcinoembrionario (CEA) y
con los hallazgos radiolégicos
durante el seguimiento.
Evento de interés:
Recurrencia tumoral en
pacientes con cancer de colon
en seguimiento tras cirugia.
Determinada por métodos
clinicos y radiolégicos.
Periodo de seguimiento:
Hasta 5 afios con evaluaciones
cada 4 meses y seguimiento
radiolégico semestral.
Mediana de seguimiento de
24,7 meses (rango 1-45,2).

RESULTADOS

Estado del ctDNA plasmatico y riesgo de recurrencia

Recurrencia en 17/150 pacientes

— Se detectd ADNtc en el 20,3 % (14/69) entre 6 y 8 semanas
después de la cirugia, antes de iniciar la quimioterapia
adyuvante.

— En pacientes sin recaida, se detectdé ADNtc en 11,3 % (6/53) a
las 6-8 semanas después de la cirugia.

— EI57,1 % (8/14) con ADNtc positivo después de la cirugia
presentaron recurrencia.

— La deteccion de ADNtc postoperatorio: 8/17 (47,1 %) (HR:
17,56; p = 0,0014). Deteccion en muestras seriadas: 14/17
(82,4 %) durante el seguimiento (HR, 11,33; p = 0,0001), En
ambos casos se asocio con una menor supervivencia libre de
enfermedad.

— Se identificaron mutaciones patoldgicas en el tejido tumoral en el
88 % (132) de los pacientes.

— El seguimiento de al menos dos variantes en plasma aumento la
capacidad de identificar EMR al 87,5 %.

— EI ADNtc fue positivo en el periodo posoperatorio en el 28 %
(7/25) de los pacientes con plasma disponible en este punto.

— Latasa de recurrencia entre los pacientes con ctDNA positivo
posquimioterapia fue del 85,7 % (6/7)

— La presencia de ADNtc después de la quimioterapia adyuvante
se asocio con recaidas tempranas (HR 10,02; IC95 %(9,2-307,3)
p<0,0001).

— Ladeteccion de ADNtc precedio a la recurrencia radioldgica con
una mediana de 11,5 meses.

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

La deteccion de ADNtc en plasma
tras cirugia puede servir como
biomarcador de EMR y prondstico,
permitiendo una monitorizacion mas
precisa y decisiones terapéuticas
personalizadas.

RIESGO DE SESGO:

* Reclutamiento de pacientes: riesgo
incierto. Estudio prospectivo con
pacientes con CCR localizado,
aunque el tamafo de la muestra es
limitado.

e Test indice: riesgo bajo.
Secuenciacion de proxima
generacion dirigida para detectar
ctDNA.

e Evento diana: riesgo bajo.
Enfermedad minima residual y
recurrencia del CCR.

¢ Flujo: riesgo incierto. Seguimiento
con recoleccion de muestras
en momentos especificos; sin
embargo, algunos pacientes pueden
haber sido excluidos por falta de
muestras adecuadas.

e Andlisis: riesgo incierto. Andlisis
estadistico adecuado, aunque
el tamano de la muestra limita la
potencia estadistica.
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Estudios de utilidad clinica

CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Tie J et al. N Engl J Med.
2022 (86).

Disenfio:

Ensayo clinico aleatorizado
de no inferioridad (Fase

Il) Estudio DYNAMIC
(Circulating Tumour DNA
Analysis Informing Adjuvant
Chemotherapy in Stage Il
Colon Cancer Trial).
Objetivos:

Investigar si la indicacion
de quimioterapia (QT) en
pacientes con cancer
colorrectal (CCR) estadio

Il realizada seguin los
resultados de ADNtc
reduce el uso de QT en
comparacion el manejo
estandar, sin comprometer
el riesgo de recurrencia de
los pacientes.
Localizaciéon y periodo
de realizacion:
Multicéntrico (23 centros
australianos)

Instituto de investigacion
meédica Walter and

Eliza Hall (WEHI) era

el coordinador de la
investigacion.
Reclutamiento: agosto
2015 a agosto 2019.
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Poblacion

N° participantes:

459 pacientes reclutados,
455 aleatorizados:

302 QT guiada por ADNtc
153 QT segun criterios
estandar (histopatologia)
Inclusion:

Pacientes con CCR

estadio Il (T3/T4, NO, MO)
resecado y confirmado
histolégicamente
(Adenocarcinoma de colon o
recto). Margenes negativos
(RO). Estado funcional
ECOG 0-2. Capaces de
recibir QT basada en
oxaliplatino o Unico agente
(fluoropirimidina).

Los pacientes entraron al
estudio en las 3 semanas
después de la cirugia

y debian disponer del
suficiente tejido resecado
para el andlisis de mutacion.
Exclusion:

Evidencia de metastasis

en TC (torax, abdomen

y pelvis) dentro de las 8
semanas anteriores al
reclutamiento; antecedentes
de otro cancer primario en
los ultimos 3 afnos (excepto
cancer de piel no melanoma
y cancer de cérvix in situ);
presencia de CCR primario
sincrénico o tratamiento con
QT neoadyuvante.

INTERVENCION
COMPARADOR

Intervencion:

QT post cirugia guiada
segun resultado de ADNtc
(terapia dirigida por
biomarcador)

N = 302 pacientes
Comparador:

QT post cirugia segun
manejo estandar
(caracteristicas
clinicopatolégicas) (estandar
de cuidado, EC)

N = 153 pacientes
Resultados analizados:
Supervivencia libre de
recurrencia a los 2 anos
Recurrencia podria ser local,
regional o a distancia.
Variables secundarias:
eficacia de QT adyuvante,
tiempo hasta la recurrencia,
supervivencia global.
Tiempo de seguimiento:
Todos los pacientes se
siguieron durante 60 m (5
afos).

Grupo intervencion: 37
meses (M) media; Grupo
control: 38 m media
Medida de CEA cada 3 m
durante 2 anos y luego cada
6 m durante 3 anos.

TAC (térax, abdomen y
pelvis) cada 6 m durante

2 afos y después al tercer
ano.

METODO

Los pacientes fueron aleatorizados 2:1
para ser tratados segun los resultados del
ADNtc (grupo Intervencion, n = 302), o
segun criterios clinicopatolégicos estandar
(grupo Control, n = 153). Los pacientes se
evaluaron dentro de los 21 dias posteriores
a la cirugia y se recogieron muestras

del tumor en los 28 dias posteriores a la
cirugia para el andlisis de mutaciones. Se
realizaron extracciones de sangre a todos
los pacientes a las 4 y 7 semanas después
de la operacion para andlisis de ADNtc. La
aleatorizacion ocurrié después de haber
recogido la primera muestra de ct-DNA
posoperatoria (semana 4).

Las muestras de tumor y plasma para el
andlisis de ADNtc se enviaron al Centro
Ludwig de la Universidad Johns Hopkins.
Para los pacientes del grupo A el resultado
del ADNtc estuvo disponible para el médico
tratante dentro de las 8 a 10 semanas
siguientes a la cirugia. En el grupo B,
pacientes/médicos estuvieron cegados

al resultado del ADNtc, de modo que no
influyera en la toma de decisiones sobre la
terapia adyuvante.

Se recogieron datos demogréficos del
paciente, la patologia, el tratamiento y
estrategias de vigilancia. Se registr¢ la fecha
de recurrencia, detalles de la recurrencia y
fecha de muerte.

Grupo Intervencion (experimental):
Determinacion de ADNtc y CEA a la semana
4y 7 de la intervencion.

Los pacientes con ADNtc posoperatorio
positivo (en la semana 4 o 7) recibieron QT
con Fluoro o Oxaliplatino (a eleccion del
clinico). Si eran negativos, no recibfan

CONCLUSIONES
AUTORES
RIESGO DE SESGO

Los resultados sugieren
que el beneficio de la
QT en pacientes en
estadio Il se obtendria
en los pacientes con
ADNtc detectable
después de la cirugia.
Tratar solo con QT a los
pacientes con niveles
detectables de ADNtc
reduce el porcentaje de
pacientes que reciben
QT comparado con

el manejo estandar

y no compromete la
supervivencia libre de
recurrencia.

Riesgo de sesgo:
moderado (secuencia
de aleatorizacion
abierta).

RESULTADOS

Eficacia clinica:

Ocurrieron 43 eventos de recurrencia o
muerte en global.

En el andlisis por intencion de tratar,

la diferencia absoluta en la
supervivencia libre de recurrencia a

los 2 anos entre el grupo guiado por
ADNtc y el guiado por EC fue de 1,1%
(IC95 %: -4,1 -6,2)

La diferencia absoluta en el porcentaje
de pacientes con recurrencia a los

2 anos entre el grupo guiado por
ADNtc y el guiado por EC fue de 0,7%
(IC95 %: -4,3-5,7)

Los porcentajes de pacientes que
sobreviven sin recurrencia a los 2 y

3 afos fueron similares entre ambos
grupos: HR = 0,96 (IC95 % = 0,51-
1,82)

El andlisis por protocolo mostréd
resultados similares

Resultados por subgrupo ADNtc
positivo vs. ADNtc negativo

La supervivencia libre de recurrencia a
I3 afios en el subgrupo ADNtc neg fue
del 92.5 % y del 86.4 % en los ADNtc
pos (HR = 1,83, IC95 % = 0,79 — 4,27)
El porcentaje de pacientes con
recurrencia a los 3 anos entre el grupo
ADNtc neg fuel del 7 % comparado
con el 14% el subgrupo ADNtc pos
(HR=2,45, IC95 % = 1,00 - 5,99)
Efectos adversos:

No se recogieron eventos adversos,

pero los pacientes del grupo guiado
por ADNtc recibieron menos QT que
los pacientes del EC: 15 % vs 28%;

RR = 1,82 1C95 %: 1,25 — 2.65).

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV



INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 125



Estudios sobre farmacogenética

CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Aoki et al. JCO Precis
Oncol, 2023 (87).
Disefo:

Estudio de validacion,
observacional.

Objetivo:

Comparar el rendimiento
del genotipado RAS/
BRAF VB00E basado en
ADNtc en sangre (NGS)
frente al genotipado en
tejido (PCR) para guiar
el tratamiento dirigido
en pacientes cancer
colorrectal metastasico
(CCRm)

Localizacién y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 31 centros,
Japon.

Reclutamiento: agosto
2018 a febrero 2020.
Conflicto de interés:
23/29 autores tienen
relacion con la industria
(6 de ellos con Guardant
Health y/o Sysmex).
Financiacion:
SCRUM-Japan, Guardant
Health AMEA.
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con CCRm con
resultados RAS/BRAF disponibles
en plasma y tejido, antes de iniciar
terapia anti-EGFR. Los pacientes
estaban recibiendo quimioterapia
(QT) sistémica en el momento de
la progresion.

Pacientes procedentes del estudio
SCRUM-Japan GOZILA, estudio
nacional de perfil genémico en
plasma de ADNtc.

Numero de sujetos

N = 953 pac CCRm reclutados,
212 incluidos en el andlisis.

Sexo: 54,2 % (115/212) hombres
Mediana de edad (afos): 61,5
(rango 26-85).

Localizacién tumor primario:

63,7 % (135/212) colorrecto
izquierdo

Localizacion metastasis: 59 %
(125) higado; 39,2 % (83) pulmén;
32,5 (69) nodulos linfaticos;

28,3 % (60) peritoneo; 16 % (34)
otros

QT antes de ADNtc: 68,9 %
(146/212).

Pérdidas:

Del total de pacientes reclutados:
937 (98 %) pacientes realizan el
analisis RAS/BRAF en ADNtc; de
éstos se excluyen 399 (42,5 %)
por recibir terapia anti-EGFR antes
del test. De los 538 pacientes
restantes se excluyen 326 (60,5 %)
por no tener resultados de tejido.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con
Guardant360 CDx (NGS) que se envia
para su analisis a Guardant Health. El
test es capaz de detectar alteraciones
en 74 genes (variaciones de un solo
nucledtido, inserciones y deleciones,
fusiones y amplificaciones de genes
seleccionados; incluye RAS, BRAF
incluidas en RASKET-B y MSI).

Para evitar la supresion de la liberacion
de ADNtc debido a QT, los pacientes
debian tener la progresion de la
enfermedad durante la QT sistémica y
no haber iniciado la terapia posterior en
el momento de la extraccion de sangre.
Criterios prueba diagnéstica:

La prueba RAF/BRAF se considera
efectiva si la tasa de concordancia,
sensibilidad y especificidad son =85 %,
>80 % y 290 % respectivamente.
Comparador:

Andlisis muestra tejido tumoral con el kit
RASKET-B (MBL, Japan) Detecta 53
mutaciones (codén 12, 13, 59, 61, 117
y 146) en KRAS, NRAS y BRAF V66E.
El ensayo utiliza PCR inversa especifica
oligonucledtido y sistema Luminex
Resultados analizados:
Concordancia, sensibilidad (Sen),
especificidad (Esp).

Eficacia del tratamiento dirigido (anti-
EGFR o BRAF) en base al resultado
ADNtc.

Periodo de seguimiento:

No informa.

RAS mut
KRAS mut
NRAS mut

BRAF mut

ADNIC (+)
RAS mut

ADNtc (-)
RAS salvaje (wt)

Total (pac)

ADNtc (+)
BRAF mut

ADNtc (-)
BRAF wt

Total (pac)

RESULTADOS

Estatus RAS tejido, n (%)

106/212 (50)
100/212 (47,2)
7/212 (3,3)
Estatus BRAF tejido, n (%)
25/212 (11,8)
Biopsia tejido
RAS mut RAS wt
94 3
12 108
106 106
BRAF mut BRAF wt
22 5}
8 182
25 187

Mutacién RAS/BRAF V600E (global; n = 212):

Concordancia

Sen

Esp

VPP

VPN

RAS BRAF V600E
(% 1C95 %) (%; 1C95 %)
92,9 % 96,2 %
(88,6 a 96,0) (92,7 a98,4)
88,7 % 88,0 %
(81,1a94,0) (68,8a97,5)
97,2% 97,3%
(92,0 2 99,4) (93,9 299,1)
96,9 % 81,5%
(91,22 99,4) 61,9293,7)
89,6 % 98,4 %
(82,5 a 94,5) (95,3a99,7)

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Los resultados de este estudio muestran
un alto grado de concordancia en la
identificacion de RAS y BRAF

VB6E en plasma y biopsia de tejido
FFPE y su utilidad para tomar
decisiones sobre tratamiento anti-EGFR
especialmente en aquellos pacientes
con suficiente diseminacion de ADN.
Para pacientes sin mutacion RAS
detectable y para aquellos con mutacion
BRAF V66E detectada mediante
genotipado en ADNtc, la eficacia del
tratamiento dirigido parece similar a la
observada en pacientes que reciben
tratamiento sobre la base de la prueba
en tejido.

Riesgo de sesgo:

Reclutamiento de participantes: alto.
Test indice: incierto.

Evento diana: incierto.

Flujo del estudio: alto.

Algunas preocupaciones en la
aplicabilidad de la seleccion de los
pacientes.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

TLastraioli E et al. Cells,
2023 (88).

2Lastraioli E et al. Oncol
Lett, 2021 (89).

Disefio:

Estudio observacional
prospectivo.

Objetivo:

Evaluar la concordancia
entre el estado de la
mutacion RAS en tejido
tumoral frente a su estado
en muestras de plasma
y analizar el rendimiento
diagndstico.
Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 3
hospitales, Italia.

Los pacientes del hospital
Careggi estan recogidos
también en ?Lastraioli E
et al. 2020.
Reclutamiento: marzo de
2017 a agosto 2022.
Conflicto de interés:

Los autores declaran

no tener conflictos de
interés.

Financiacion:

Estudio financiado por
Fondaziona Cassa di
Risparmio di Pistoia e
Pescia.
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POBLACION

Poblacién:

1,2Pacientes (pac) con
adenocarcinoma colorectal
estadio IV TNM que no
habian iniciado tratamiento.
Numero de sujetos

N = 62 pac con cancer
colorrectal metastasico
(CCRm) reclutados; 56
incluidos en el analisis.
Sexo: 56 % (35/62)
hombres.

Mediana de edad (ahos): 67
(IRQ: 61-74).

Localizacién tumor primario:
74,2 % (46/62) colon;

16,1 % (10/62) recto; 3,2 %
(2/62) transverso.

Lugar metast.

Higado 37 (59,7 %)
Pulmén 18 (29 %)
Noédulos 12 (19,4 %)
Loco-regional 12 (19,4 %)
Peritoneo 12 (19,4 %)
Otros 16 (25 %)
Cirugia en tumor
primario 48 (77,4 %)

Perdidas:

De los 62 pacientes
incluidos se excluyen 6
pacientes para el andlisis
por no presentar muestra
de plasma adecuada:
solo se analizaron 56

(14 % perdidas) muestras
para KRAS y 61 (6 % de
pérdidas) por NRAS.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervenciént,2:

Mutacién RAS en muestras de plasma
analizada mediante la prueba OncoBEAM RAS
CRC (Sysmex Inostics, Hamburgo, Alemania).
Este kit detecta 34 mutaciones en diferentes
codones de KRAS y NRAS. Los datos se
analizaron mediante el software FCS Express.
Las muestras de plasma se recogieron
previamente a iniciar el tratamiento de 12 linea;
alas 4y 8 semanas y cada 12 meses hasta la
progresion de la enfermedad

Criterios de prueba diagnéstica:

No informa.

Comparador:

Mutacion RAS/BRAF en muestra de tejido
tumoral (tumor primario o metastasis) realizada
mediante NGS en cada uno de los hospitales
participantes.

Hospital Careggi: kit Myriapod Colon Status
(216 mutaciones en KRAS, NRAS, BRAF y
PIK3CA) con la plataforma de genotipado
MassARRAY (MALDI-TOF espectometria de
masas).

Las muestras se obtuvieron del archivo de
tumores del departamento de anatomia
patolégica. Evaluacion radiolégica TC en basal
(antes inicio 12 linea tratamiento) y cada 3
meses hasta la progresion

El andlisis se realiz6 en muestras de tumor
primario (74,19 %) y muestras de tejido de
metastasis (25,81 %).

Resultados analizados:

Concordancia RAS plasma - tejido mediante
la prueba k de Cohen. Sensibilidad (Sen),
especificidad (Esp), valor predictivo positivo
(VPP) y valor predicitivo negativo (VPN)
tomando como referencia los resultados del
tejido.

RESULTADOS

Estatus RAS en plasma, n (%)

KRAS mut
NRAS mut

Estatus RAS en tejido, n (%)
RAS mut

KRAS

NRAS
RAS wt
Estatus BRAF en tejido, n (%)
BRAF mut
BRAF wt

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

CONCLUSIONES AUTORES
RIESGO DE SESGO

El andlisis molecular del ADNtc obtenido
del plasma, a través de la prueba del

43/56 (76,8) OncoBEAM RAS CCR representa una
il (@) herramienta valiosa para estudiar el perfil
mutacional de los biomarcadores de
respuesta a terapias dirigidas, con un
j;; g; Egi’;; enfgque minimamente invasivo, que es
162 ( ,6)‘ partlcularmente |mportantle cugndo se
21/62 (33.9) tratan pacientes con metastasis
Riesgo de sesgo:
Reclutamiento de participantes: alto.
5/51 (9,8) Test indice: alto.
45/51(90.2) Prueba de referencia: bajo.

Flujo del estudio: bajo.

Sin preocupaciones en la aplicabilidad de
los resultados.

Biopsia tejido

KRAS mut
ADNtc (+) 34
ADNtc (-) 4
No
informativo
NRAS mut
ADNtc (+) 1
ADNtc (-) 0
No
informativo

KRAS wt
9
9
3

NRAS wt
5
55
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Formica et al. J Clin
Med, 2021 (90).
Disefo:

Estudio observacional,
prospectivo.

Objetivo:

Evaluar la utilidad clinica
de la identificacion en
plasma de KRAS, NRAS
y BRAF en pacientes
con cancer colorrectal
metastasico (CCRm), en
términos de prondstico y
respuesta al tratamiento.
Localizacion y periodo
de realizacion:

Unico centro (Medical
Oncology Unit of Tor
Vergata University
Hospital), Italia.
Reclutamiento:
septiembre 2018 a
febrero 2020.

Conflicto de interés:
Los autores declaran
ausencia de conflicto.
Financiacion:

Parcial del European
Union’s Horizon 2020 y
de una beca.
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac)
consecutivos con
CCRm con estado
mutacional KRAS/
NRAS/BRAF en tejido
conocido, antes de
iniciar primera linea de
tratamiento.

Excluidos pacientes
con MSI y con lesiones
no medibles.

Numero de sujetos
N = 45 pac CCRm.
Sexo: 64 % (29/45)
hombres.

Mediana de edad
(afos): 67 (rango
41-89).

Localizacién tumor
primario: 22 % (10/42)
derecho; 78 % (35/42)
izquierdo.

Metastasis: 11 (24 %)
solo higado, 30

(67 %) higado y otros,
y 4 (9 %) solo no
hepaticas.

Pérdidas:

Ninguna.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Analisis ADNtc en plasma
(gPCR) con Easy PGX (Diatech
Pharmacogenetics Jesi).
Muestras recogidas en las 2
semanas anteriores del inicio de
quimioterapia (QT) primera linea.
Sensibilidad de la técnica

0.5-5 %. Exones 2, 3y 4 para
mutaciones seleccionadas en
KRAS/NRAS. Ex6n 15 para
mutacion BRAF.

Ningun paciente fue expuesto a
terapia anti-EGFR en el intervalo
entre la muestra de tejido y la
identificacion en plasma.
Criterios prueba diagnéstica:
No informa.

Comparador:

Andlisis muestra tejido tumoral
(FFPE) con el kit MagCore®
Genomic DNA FFPE One-Step
El 16 % (7) de las muestras
procedentes del tumor primario
y el 29 % (13) de biopsia de la
metastasis.

En el 62 % de los casos,

las muestras de tejido se
analizaron dentro del afio previo
a la realizacion de la BL. Los
analisis mas antiguos (>1 afo)
se debieron principalmente

a la recurrencia metastasica
metacrona de cancer.
Resultados analizados:
Concordancia.

Periodo de seguimiento:

No informa.

RESULTADOS

Estatus RAS tejido, n (%)

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

El andlisis mutacional en plasma permite
un mejor prondstico que el andlisis en

RAS mut 15/45 (34) . 4 - -
Estatus BRAF tejido, n (%) tejido y aporta informacion adicional que
BRAF mut ’ e mejora la gestion del tratamiento CCRm.
mu (iS) Dado el pequefo tamafno muestral,
RAS/BRAF wt 2475 (B los autores reconocen que se deben
mut: mutado; wt: no mutado (wild type) interpretar los resultados con cautela.
Biopsia tejido
RAS mut RAS wt El estudio confirma que la evaluacion
ADNtG (4) 0 7 del ADNtc se debe tener en cuenta
R 5 o0 también al inicio del estudio (basal) en
° determinados pacientes sin tratamiento
Total (pac) 5 24 previo con QT.
ERAEmu ERAGIWE Junto con informacién clinica como el
ADNIc (+) 6 0 nuimero y dimension de las metéstasis
ADNtc () 0 0 totales, la BL parece asociarse con un
Total (pac) 6 0 valor pronéstico mas informativo que
Mutacién RAS/BRAF VG00E (global): e§tado mutacional del tejido solo.
Riesgo de sesgo:
\ w© A5 . BRARRVS00E Reclutamiento de participantes: bajo.
Test indice: incierto.
Concordancia® 76,92 % 100% Evento diana: incierto
0 H ol
S 66,66 % 100% Flujo del estudio: alto.
(42,81290,5) Alguna preocupacion en la aplicabilidad
- 83,33 % ) de la seleccion de los pacientes.
o (68,42 2.98,24)
71,43 %
a o
Vit (74,76 2 90,1) 100%
80 %
VPN (64,32 a 95,68)

a: célculo propio a partir de los datos del estudio
Concordancia global segun fraccion ADNtc: No informa
Concordancia en pacientes sin QT previa ADNtc: No informa

Casos discordantes:

El analisis multivariante muestra que el nimero total de lesiones
tumorales es significativo en el caso de discordancia entre el RAS no
mutado en tejido, mientras que la carga tumoral (expresada en mm) fue
predictiva.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Procaccio L et al.
Cancers. 2021 (91).
Disefo:

Estudio observacional
prospectivo (cohorte de
casos consecutivos).
Objetivos:

Evaluar los resultados
de las mutaciones RAS/
BRAF analizando el
plasma en comparacion
con el tejido tumoral.
Localizacion y periodo
de realizacion:

Unico centro (Instituto de
Oncologia del Veneto),
[talia.

Reclutamiento:
septiembre de 2018 a
marzo de 2019.
Conflicto de interés:

Los autores declaran
ausencia de conflicto.
Financiacion:

Veneto Region y una
beca del programa

de investigacion del
Ministerio de Salud de
[talia.

POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) consecutivos con

céancer colorrectal (CCR) referidos al
centro con diagnostico histologico de
adenocarcinoma, con enfermedad
metastasica, no evaluados previamente
para mutaciones de RAS/BRAF ni tratados
previamente con anti-EFGR.

Numero de sujetos:

N = 33 pacientes reclutados, 30 incluidos
en el andlisis.

Sexo: 64 % (21/33) hombres.

Mediana de edad (afios): 60 (rango: 39-91).
Localizacién tumor primario: 33 % (11/33)
colon dcho; 49 % (16/33) colon izdo; 18 %
(6/33) recto.

NUm. Metast

Unicas 13 (39 %)
Multiples 20 (61 %)
Met. Higado

Si 22 (67 %)
No 11 (33 %)
QT previa a BL

No 24 (73 %)
1 linea 4 (12 %)
2 lineas 4 (12 %)
>2 lineas 13 %)
Agentes anti-

angeogénesis previo BL

Si 9 (27 %)
No 24 (73 %)

Pérdidas:

Del total de pacientes, el genotipado no
se pudo realizar sobre 3 pacientes (1
no disponia de muestra y en los otros 2
el resultado no se recuperé dentro del
periodo de realizacion del estudio).

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Mutacion RAS/BRAF en muestras de
plasma analizada por droplet digital PCR
con el kit ddPCRTM Screening Multiplex
Kit (Biorad Laboratories, Hercules, CA).
Las determinaciones se realizaron en

el Laboratorio de Farmacogenética del
Hospital Universitario de Pisa. Se analizaron
mutaciones en los genes KRAS (codones
12y 13), NRAS (codones 12, 13y Q16) y
BRAF (coddn V600).

Los datos se analizaron con el software
QuantSoft versién 1.0.596 (Bio-Rad
Laboratories).

Criterios prueba diagnéstica:

Los resultados se reportan como copias
por ml de los alelos de ADN mutados. El
software calcula el valor MAF como el ratio
de gotas positivas para el alelo mutado mas
las gotas positivas para el alelo no mutado
(porcentaje de alelos KRAS mutados). La
sensibilidad de la prueba permite detectar
frecuencias de alelos por debajo del

0,02 %.

Comparador:

Deteccion de mutaciones del gen RAS/
BRAF en la biopsia de tejido tumoral
realizado en departamento de patologia de
la Universidad de Padova. Se us¢ el kit para
colon Myriapod que utiliza espectometria
de masas MALDI-TOF. La sensibilidad de la
prueba permite una deteccion del 2,5 %.

La biopsia procedia del tumor primario
(91 %) o tejido metastéasico (9 %).
Resultados analizados:

Concordancia, sensibilidad (Sen),
especificidad (Esp), valor predicitivo positivo
(VPP) y valor predictivo negativo (VPN).
APARTADO ORGANIZATIVO

Tiempo para la obtencion de resultados
(dias).

RESULTADOS

Estatus RAS en BL, n (%)

Mutado 14/33 (42,5).

KRAS 13/33 (39).

NRAS 1/33 (3)
Estatus BRAF en BL, n (%)
Mutado 5/33 (15)

Biopsia tejido
RAS/BRAF mut RAS/BRAF wt

ADNItc (+) 16 1
ADNtc (-) 4 9
Total (pac) 20 10

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Mutacién RAS/BRAF V600 (global; n=30):

RAS/BRAF
Concordancia 83 %
Sen S
(62,46 a 97,53)a
Es 90 %
P (71,4 2 108,6)a
94 %
VPP
(82,9a105,3)a
69 %
VPN
(44,1 2a94,3)a

Tiempo recogida de muestra al
resultado (d)

Tiempo envio plasma a laboratorio
hasta resultado (d)

Tiempo solicitud de la prueba en
tejido al resultado

Tiempo entrada muestra en

anatomia patoldgica al resultado (d)

a: célculo propio a partir de los datos del estudio
APARTADO ORGANIZATIVO

B liquida B tejido
Med. Med.
Mna (R) Mna (R)
7 22
7 (2-12) 17 (7-65)
4 No procede
5(1-10) 2
No procede  Sin datos
No procede &
2 6(1-18)

d: dias; Med: media; Mna: Mediana; R: rango

CONCLUSIONES
AUTORES
RIESGO DE SESGO

Los resultados muestran
un tiempo de respuesta
mas rapido, alta
concordancia y precision,
tres puntos clave para
implementar el andlisis
de las mutaciones en

la atencién clinica de

los pacientes con CCR
metastasico.

Riesgo de sesgo:
Reclutamiento de
participantes: bajo.

Test indice: incierto.
Prueba de referencia:
incierto.

Flujo del estudio: incierto.
Sin preocupaciones en
la aplicabilidad de los
resultados.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Germetaki, et al. Future
Oncol, 2020 (92).
Disefio:

Estudio observacional,
prospectivo.

Objetivo:

Demostrar la utilidad

del del genotipado

RAS en plasma como
alternativa al genotipado
basado en tejido antes
del tratamiento con
anti-EGFR en pacientes
con cancer colorrectal
metastasico (CCRm).
Localizacion y periodo
de realizacion:

Reino Unido.
Reclutamiento: no
informa.

Conflicto de interés:
3/11 autores reciben
honorarios de la industria
(Merck, Servier, Amgen,
Astrazenca) y otros 4
autores trabajan para
Sysmex.

Financiacion:

Industria (Sysmex y Merk
KGaA).
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con CCRm no
tratados (podian haber recibido
quimioterapia adyuvante, QTA,
previa).

Numero de sujetos

N= 104 pac CCRm reclutados,
100 incluidos en el andlisis de
concordancia.

Sexo: 55.8 % (58/104) hombres
Mediana de edad (afios): 65 (rango
31-91).

Presentaciéon CCRm:

Diagnéstico inicial CCRm: 70/100
(67,3 %).

Recurrencia después de QT
adyuvante: 34/100 (32,7 %).
Pérdidas:

Del total de pacientes reclutados se
excluyen 4 por no tener disponible

muestra de tejido (3) o de plasma (1).

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con el kit
OncoBEAMTM RAS CRC CEIVD
(Sysmex Inostics, Germany). El test
analiza un panel de 34 alteraciones
en KRAS/NRAS (codones 12, 13,
59, 61, 117 y 146), y se basa en
BEAMing (técnica PCR digital).
Umbral de corte alelo mutado (MAF)
entre 0.02 % y 0.04 %. Resultado del
test disponible en menos de 7 dias.
Criterios prueba diagnéstica:

No informa.

Comparador:

Deteccion de mutaciones del gen
RAS en la biopsia de tejido tumoral
(FFPE, procedente del tumor
primario o de la metastasis) segin
procedimiento estandar con el kit
QUIAGEN Therascreen Pyro.
Anadlisis mutaciones exén 2y 3 en
KRAS/NRAS (umbral alelo mutado
2 %), andlisis de mutaciones exén 4
en RAS con BEAMing (umbral alelo
mutado del 1 %).

El 85.6 % (89/104) de las muestras
procedieron del tumor primario y el
11.5 % (12/104) de las metastasis.
Resultados analizados:
Concordancia.

Periodo de seguimiento:

No informa.

CONCLUSIONES AUTORES
e CALIDAD DEL ESTUDIO

Los resultados muestran una buena
concordancia entre el tejido

y las muestras de plasma y sugieren la
necesidad de realizar pruebas de plasma
longitudinales durante el tratamiento

para guiar las decisiones durante la
administracion anti-EGFR [el 20 % de los
pacientes mostraron cambios en su estado

Estatus RAS en BL, n (%)

52/104 (50)
52/104 (50)

RAS mut
RAS wt

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Biopsia tejido

RAS mut RAS wt :
RAS durante el tratamiento (5/25)].
(OB () e d Riesgo de sesgo:
ADNte () 7 42 Reclutamiento de participantes: alto.
Total (pac) 51 49 Test indice: incierto.

Evento diana: incierto.

Mutacién RAS (global; n=100): i T
Flujo del estudio: incierto.

RAS Alguna preocupacion en la aplicabilidad de
Concordancia 86 % (78 2 92) los pacientes incluidos.
Sen 86,2 % (74 a 94)
Esp 85,7 % (73 2 93)
VPPa 86,3 % (76,8 2 95,7)
VPNa 85,7 % (75,9 a 95,5)

a: célculo propio a partir de los datos del estudio

Concordancia global segun fraccién ADNtc:
No informa.

Concordancia en pacientes sin QT previa
ADNtc:

No informa.

El andlisis de los casos discordantes (n = 14) reveld
7 FN (+ tejido/- plasma) y 7 FP (- tejido/+plasma).
APARTADO ORGANIZATIVO:

Mediana de tiempo entre la muestra en tejido y el
tratamiento: 66,5 dias (Rango: 4 -1990 dias)
Mediana de tiempo entre la muestra en plasma'y el
tratamiento: 1 dia (Rango: 0 -104 dias).

Media de tiempo: 4,13 dias.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Van'’t Erve | et al. J Mol Diagn,
2020 (93).

Disefio:

Estudio observacional,
prospectivo.

Objetivos:

Evaluar la concordancia de la
deteccion de mutaciones RAS/
BRAF para la elegibilidad de
pacientes para terapia anti-
EFGR entre el tejido tumoral y
en plasma

Evaluacion de costes de cuatro
escenarios de diagnostico para
indicar la terapia anti-EFGR.
Localizacién y periodo de
realizacioén:

Multicéntrico; Holanda.
Reclutamiento: sin datos sobre
el periodo.

Conflicto de interés:

La primera autora tiene
intereses financieros en la
empresa Personal Genoma
Diagnostics. Ademas, ha

sido asesora para industrias
relacionadas. Otro autor

ha recibido financiacién de
AMGEN para una investigacion
y asesora a Nordic Pharma.
Financiacion:

Sociedad Holandesa del
Cancer, Sociedad Holandesa
de la investigacion traslacional
en cancer, Mark Foundation
para investigacion en cancer y
la PPP Allowance.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con CCR estadio
IV'y solo metastasis hepaticas no
resecables.

Pacientes procedentes del ECA
CAIRO5 NCT0212563

Numero de sujetos:

N =100 pac.

Sexo: 64 % (64/100) hombres.
Edad: no informa.

Metéstasis: 100 (100 %) higado.
Perdidas:

Ninguna.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Mutacion RAS/BRAF en muestras
de plasma analizada por droplet
digital PCR (ddPCR; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA)

(KRAS: G12/G13, Q61, A146

Y BRAF V600). Los datos se
analizaron con el software QuantSoft
version 1.6.6 (Bio-Rad Laboratories).
La recogida de la muestra se realiza
antes de iniciar tratamiento.
Criterios prueba diagnéstica:

El umbral de deteccion se basaba
en limite del vacio ajustado por la
ratio predefinida de mutantes falsos
positivos encontrados en el gen no
mutado.

Comparador:

Deteccion de mutaciones del gen
RAS/BRAF en la biopsia de tejido
tumoral seguin la préctica clinica

de cada hospital participante:
secuenciacion NGS (77 %
pacientes), secuenciacion Sanger
(22 %) y andlisis de curvas de fusion
de alta resolucion (1 %). La recogida
de la muestra se realiza antes de
iniciar tratamiento.

La biopsia procedia del tumor
primario (91 %) o tejido metastasico
9 %).

Resultados analizados:
Concordancia.

RESULTADOS

Estatus RAS tejido, n (%)

KRAS mut 54/100 (54)
NRAS mut 0/100
Estatus BRAF tejido, n (%)
BRAF mut 3/100 (3)
Biopsia tejido

RAS mut RAS wt
ADNtc (+) 50 3
ADNtc (-) 4 40
Total (pac) 54 43

BRAF mut BRAF wt
ADNtc (+) 3 0
ADNtc (-) 0 0
Total (pac) 3 0

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Mutacion KRAS/BRAF VG0OE (global):

KRAS BRAF V600E

Concordancia 92.8 % 100 %

92.6
Sen? 100

en (85.6299,6)

Esp? 93 (85,4 a 100)
WIPTRE 94,3 (88 a 100) 100

90,9
VPN

(82,4 2 99,4)

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valorp predictivo positivo;

VPN: valor predicitivo negativo.
2 célculo propio a partir de los datos del estudio

CONCLUSIONES AUTORES
RIESGO DE SESGO

La BL muestra una alta
concordancia en la deteccion

de mutaciones KRAS/BRAF en
pacientes con CCR metastasico con
metastasis solo en higado

Riesgo de sesgo

Reclutamiento de participantes: bajo
Test indice: bajo

Prueba de referencia: bajo

Flujo del estudio: incierto

Alguna preocupacion en la
aplicabilidad de los pacientes
incluidos
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Evaluacion de costes de cuatro

escenarios de diagnostico para
indicar la terapia anti-EFGR.

134

POBLACION

ESCENARIOS DE USO PRUEBAS:
4 estrategias posibles:

A: Biopsia de tejido para identificar
mutacion RAS/BRAF y tratamiento
de pacientes en los que se detecte.
B: Biopsia en plasma (4 pruebas:
KRAS G12/G13, KRAS Q61,

KRAS A146 y BRAF V600) para
identificar mutacion: tratamiento de
los identificados y biopsia tejido en
los que no se detecte (tratamiento
segun resultado)

C: Biopsia en plasma (solo prueba
KRAS G12/G13) para identificar
mutacion: tratamiento de los
identificados y biopsia tejido en

los que no se detecte (tratamiento
segun resultado)

D: Biopsia en plasma (4 pruebas:
KRAS G12/G13, KRAS Q61, KRAS
A146 y BRAF V600) para identificar
mutacion: tratamiento de los
identificados.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Andlisis de costes

Los costes de la biopsia en tejido
y en plasma se determinaron con
el método de costes basado en la
actividad.

Se incluyeron los costes del
tiempo de realizacion prueba,

los consumibles, los costes de
mantenimiento y los costes de
depreciacion para el equipo.

No se incluyeron los costes de
obtencién de las muestras (ni tejido
ni venopuncion), ni se consideraron
los costes del tratamiento anti-
EFGRs

Se asumio la realizacion de 100
andlisis de mutaciones al afo.

Los costes se reportan en € y

en USA $ del 2018 (fuente datos
literatura).

Se utilizé un modelo de arbol de
decision y se calculd el porcentaje
de pacientes elegibles para la
terapia y el coste esperado del
diagndstico por paciente

Se incluyd el andlisis del tiempo
requerido para para recibir el
resultado.

Se realiz6 un andlisis de sensibilidad
probabilistico para evaluar el
impacto de la incertidumbre del
porcentaje de pacientes elegibles
(distribucion beta) y de los costes
(distribucion uniforme, variacion
esperada del 10 %).

RESULTADOS

Resultados de costes para los cuatro
escenarios:

Escenario Proporcion Coste por
esperada de paciente
pacientes elegibles
para terapia anti-

EFGR

A 43 % 579 €/683%

B 40 % 457 €/539%

C 40 % 401 €/473%

D 44 % 195 €/230%

Andlisis de sensibilidad:

La estrategia de prueba en plasma sola

(D) siempre es la que mayor proporcion de
pacientes elegibles detecta, mientras que la
combinacion de estrategias (B 'y C) es la que
menos pacientes elegibles identifica.

Respecto a los costes, la estrategia de prueba
en plasma sola (D) es consistentemente la mas
barata, mientras que la biopsia de tejido sola (A)
es la mas cara.

APARTADO ORGANIZATIVO

Escenario Tiempo (dias) para la obtencion
del resultado
3-5

1 -10 (media: 5)

1-10 (media: 5)

o o W >

1ab
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CONCLUSIONES AUTORES
RIESGO DE SESGO

Mediante la modelizacion de

varias estrategias diagnosticas, se
demuestra que la identificacion de
mutaciones RAS/BRAF mediante la
utilizacién solamente de pruebas de
BL ofrece un escenario de ahorro
de costes al actual manejo rutinario
de identificacion mediante el andlisis
de tejido



CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Bando et al. Br JCancer,
2019 (94).

Disefo:

Estudio observacional
prospectivo.

Objetivo:

Investigar la concordancia
del estado mutacional
RAS entre el ADNtc en
plasma y tejido.
Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 8 centros,
Japon.

Reclutamiento: junio
2017 a febrero 2018.
Conflicto de interés:
7/12 autores tienen
relacion con la industria
(2 de ellos con Sysmex);
4 declaran la ausencia de
conflicto.

Financiacion:

Industria (Sysmex
Corporation).

POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con cancer
colorrectal metastasico (CCRm)

sin terapia previa anti-EGFR o
regorafenib.

Numero de sujetos:

N = 350 pac CCRm reclutados, 280
incluidos en el andlisis.

Sexo: 59 % (164/280) hombres.
Mediana de edad (afos): 67 (rango
61-73)

Localizacién tumor primario: 33 %
(91/280) lado derecho.

67 % (189/280) recurrencias.

54 % (151/280) no han recibido
quimioterapia (QT).

Localizacién metastasis:

Solo higado: 27 % (76/280).

Solo pulmén: 11 % (31/280).

Sélo nédulos linfaticos: 8 % (23/280).
Otros érganos: 4 % (12/280).
Multiples sitios: 49 % (138/280).
Pérdidas:

Del total de pacientes reclutados:
70 pacientes son excluidos: 18 por
falta de plasma o tejido disponible,
29 por resultados tejido BEAMing
no validos, 8 por resultados tejido
BEAMing no validos, 15 otros motivos
de exclusion.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con el kit
OncoBEAM™ RAS CRC (tecnologia PCR
digital BEAMIng). El test es capaz de
detectar 34 alteraciones en KRAS/NRAS
(codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146). El
andlisis se realiza en el laboratorio de
Sysmex IMP. El aislamiento de ADN se

realiza con el kit QlAamp Circulating Nucleic

Acid.

Criterios prueba diagnéstica:

No informa.

Comparador:

FFPE, analiza muestra de tejido con

>30 % de drea tumoral. Las muestras se
recogieron dentro de los 5 afos previos al
momento del reclutamiento. El aislamiento
de ADN se realiza con QlAamp DNA FFPE.
Analiza KRAS/NRAS con BEAMing como
método de referencia (umbral corte 5 % en
Sysmex Inostics).

Se utilizé el kit MEBGEN™ RASKET para
detectar mutaciones RAS en tejido FFPE
para validar la precision de BEAMing de
tejido.

EL 96 % de las biopsias procedian del
tumor primario 96 % (268/280) y el 4 % de
tejido metastéasico (12/280).

Resultados analizados:
Concordancia sensibilidad (Sen),
especificidad (Esp).

Periodo de seguimiento:

No informa.

RESULTADOS

Biopsia tejido

RAS mut RAS wt
ADNItc (+) 110 14
ADNtc (-) 24 132
Total (pac) 134 146

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Mutacién RAS (global; n = 280):

RAS
Concordancia 86.4 % (81.9290.2)
Sen 82.1 % (74.5a88.2)
Esp 90.4 % (84.4 a94.7)
VPP 88.7 % (83.1 294.3)
VPN 84.6 % (78.9 290.3)

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valorp predictivo positivo; VPN:
valor predicitivo negativo.
2: célculo propio a partir de los datos del estudio

Concordancia global segtn fraccion ADNtc:

No informa.

Concordancia en pacientes sin QT previa ADNtc:
No informa.

Resultados discordantes:

32 muestras (total 38) se re-evaluaron con NGS:

14 mutaciones detectadas por ADNtc de las que 6
(43 %) se confirmaron con NGS.

24 muestras no mutadas por ADNtc, de las que 15
(62.5 %) se confirmaron como negativos.

Factores asociados con resultados discordantes: la
presencia solo de metéstasis en pulmon (significativo
en andlisis multivariante: OR: 0,24; p<0,01) y el
tiempo transcurrido entre la identificacion en muestra
de tejido y en plasma (no significativo en el anélisis
multivariante (OR: 0,99; p = 0,23).

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Los autores muestran la
fiabilidad (validez clinica)

del estado mutacional RAS
plasmatico determinado con

el test OncoBEAM™ RAS

CCR. Remarcan que se debe
prestar especial atencion a la
interpretacion de los resultados
en pacientes con CCRm con
solo metastasis en el pulmén ya
que tienen mayor probabilidad
de obtener un resultado falso
negativo, asf como en los
pacientes con lesiones de menor
didmetro.

Riesgo de sesgo:
Reclutamiento de participantes:
incierto.

Test indice: incierto.

Evento diana: incierto.

Flujo del estudio: alto.

Algunas preocupaciones en la
aplicabilidad de la seleccion de los
pacientes.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

"Mas et al. Cancers,
2019 (95).

?Bachet et al. Ann Oncol,
2018 (96).

Disefio:

Estudio observacional
prospectivo (estudio
RASANC).

Objetivo:

Analizar el valor
prondstico del ADNtc

en cancer colorrectal
metastasico (CCRm) en
términos de concordancia
estado RAS/BRAF
plasma - tejido.
Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 14 centros,
Francia.

Reclutamiento: julio 2015
a diciembre 2016.
Conflicto de interés:
Trece autores tienen
relacion con la industria;
8 declaran ausencia de
conflicto.

Finanaciacion:

Grupo AGEQ y beca de
Merk Serono S.A.S.
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POBLACION

Poblacién:

?Pacientes (pac) con

CCRm no tratados con
quimioterapia (QT). Se
permite QT adyuvante (QTA)
completada =6 meses antes
del reclutamiento).

Numero de sujetos

N = 425 pac CCRm
reclutados, 412 incluidos para
el andlisis RAS? y 407 para
andlisis BRAF!.

Sexo: 60 % (247/412)
hombres. Mediana de edad
(afos): 67 (IQR: 59-74.5).
Localizacién tumor primario:
69.4 % (286/412) colorrecto
izquierdo

Estadio: T1: 1 % (4/412),
T2:4% (16/412); T3: 28 %
(116/412); T4: 21 % (88/412).
Metastasis: 291 (71,5 %)
Higado; 129 (31,7 %) Pulmon;
103 (25,3 %) Peritoneo; 34
(8,4 %) Otros.

CEA (ng/mL): 35.3 mediana.
Pérdidas:

Del total de pacientes
reclutados: 13 (3 %) fueron
excluidos del andlisis por no
disponer de muestra de tejido
o plasma'?y 5 (1,2 %) por no
tener analisis BRAF.

De los 407 incluidos para
analisis BRAF, se excluyeron
2 pacientes del analisis de
concordancia por no tener
muestra pareada plasma-
tejido.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion'?:

Mutacion RAS en muestras de plasma analizada por
BPER NGS (tecnologia no informada por el tumor).
Extraccion ADNtc con el kit Maxwell® RSC ccfDNA
(Promega) y secuenciacion con AmpliSeq Colon

y Lung Cancer Panel v2 (Life Technololgy) segun
instrucciones del fabricante y adaptacion del método
(BPER); panel de 22 genes.

En ausencia de mutacion mediante NGS, se utilizan
dos biomarcadores de metilacion especificos de
CCR (por dPCR digital) para determinar la presencia
0 ausencia de ADNtc en el plasma.

Muestras de sangre anonimizadas se recogen

antes de la decision del tratamiento; el estatus RAS
y BRAF se determina en el Instituto Nacional de
Céncer francés (INCa). La eleccion del tratamiento
(QT primaria) a criterio del investigador que estaba
cegado al resultado de del anélisis RAS en plasma.
Criterios prueba diagnéstica:

Para ADNtc, la frecuencia alélica mutada (MAF) se
definié como la mayor frecuencia de genes mutados
encontrados mediante NGS o la mayor frecuencia de
biomarcadores metilados detectados cuando no se
identifican genes mutados en la NGS.

ADNtc BRAF no concluyente': ausencia mutacion
BRAF por NGS y biomarcador metilado por ddPCR.
ADNtc BRAF concluyente’: al menos un gen mutado
y/0 un biomarcador metilado.

Comparador:

Muestra de tejido tumoral. Se realizé un segundo
andlisis de las muestras de forma centralizada
cuando no coincidian los resultados del tejido con los
del plasma. Este segundo andlisis se realizé mediante
el mismo panel de NGS utilizado para el plasma
Resultados analizados:

Concordancia, sensibilidad (Sen) y especificidad
(Esp).

Periodo de seguimiento:

45,0 meses (mediana seguimiento).

CONCLUSIONES AUTORES
A=A RIESGO DE SESGO
Los autores muestran una gran
concordancia entre el estado
RAS y BRAF en plasma y tejido
de pacientes CCRm no tratados.
Avalan el uso clinico rutinario
del ADNtc para el andlisis RAS y
BRAF en pacientes con CCRm y
metéastasis hepaticas.
Riesgo de sesgo:

Estatus RAS en tejido, n (%)
RAS mutado 242/412 (58)
Estatus BRAF en tejido, n (%)
BRAF mutado 30/406 (7,4)

RAS/BRAF mutado 1

Biopsia tejido

2Bachet 2018 RAS mut RAS wt Reclutamiento de participantes:

alto.

) e 9 Test indice: bajo.

ADNtc () 58 167 Evento diana: alto.

Total (pac) 242 170 Flujo del estudio: incierto.

Mas 2019 BRAF mut BRAF wt Alguna preocupacion en la

aplicabilidad de la seleccién de los

ADNc (+) 23 4 pacientes.

ADNtc () 7 371

Total (pac) 30 375

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Concordancia global RAS? y BRAF':

RAS? BRAF'
N (pac) 412 405
Coef K 0.71 0.79
Concordancia Sl S
(81.4 2 88.5) (95.2 a2 98.6)
Sens 76 % 76.7 %
(70.2281.3) (67.7290.1)
Es 98.2 % 98.9 %
& (94.9 a 99.6) (97.3299.7)
98.4 % 85.2 %
VPP2
(96.6 a 100) (71.8 2 98.5)
74.2 % 98.1 %
VPNa
(68.5a79.9) (96.8 a 99.5)

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valorp predictivo positivo;
VPN: valor predicitivo negativo.
2: célculo propio a partir de los datos del estudio
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CITA ABREVIADA

CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Vitiello P et al. Cancers,
2019 (97).
Disefo:
Estudio observacional
prospectivo.
Objetivo:

Describir la experiencia
del analisis de
mutaciones KRAS, NRAS
y BRAF con prueba en
plasma en pacientes

con cancer colorrectal
mestastasico (CCRm).
Localizacién y periodo
de realizacion:

Unico centro, Italia.
Reclutamiento: julio 2018
a junio 2019.

Conflicto de interés:
6/26 autores tienen
relacion con la industria.
El resto declaran la
ausencia de conflicto.
Financiacion:

Publica.
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) consecutivos con
CCRm

Cohorte basal: antes inicio terapia
para CCRm.

Cohorte post-EGFR: con terapia para
metastasis.

Numero de sujetos

N = 72 pac CCRm reclutados.

C basal: 42.

C post-EGFR: 30.

Se presentan los resultados de la
cohorte basal:

Sexo: 47 % (20/42) hombres.
Edad (afos): 45 % <65 (19/42); 55 %
>65 (23/42).

Localizacién tumor primario: 26 %
(11/42) colorrecto dcho; 43 %
(18/42) colon izqdo.; 31 % (13/42)
recto.

Localizacién metastasis: 62 % (26)
higado; 43 % (18) pulmén; 50 %
(21) noédulos linfaticos; 26 % (11)
peritoneo; 12 % (5) otros.
Pérdidas:

Ninguna.

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con la
plataforma Idylla™ (Biocartis) que
utiliza gPCR en tiempo real. Detecta
mutaciones en KRAS/NRAS exones
2,3y4 (codon 12, 13,61, 117 y

146) y BRAF (coddn 600). El limite

de deteccion de Idylla se establece

en unas 10.000 copias de ADN
(aproximadamente 30 ng) por mililitro.
Criterios prueba diagnéstica:

No informa.

Comparador:

Muestras analizadas en el servicio de
la universidad de la Campania “Luigi
Vanvitelli” utilizando NGS. EI ADN se
extrajo con el kit QlAamp® DNA FFPE
(Qiagen, Alemania) segun instrucciones
del fabricante.

Resultados analizados:

Concordancia sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo.

Periodo de seguimiento:

No informa.

RESULTADOS

Estatus RAS en tejido, n (%)

RAS mutado 21 (50)
Biopsia tejido
RAS mut RAS wt
Corte Basal (n =42)
ADNtc (+) 16 1
ADNtc (-) 5 20
Total (pac) 21 21

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Mutacion RAS (n=42):

RAS
Concordancia 85,7 %
Sens 76,2 % (59,7 a 94,4)2
Esp 95,4 % (86,2 a 104,4)*
VPP 94,1 % (82,9 a 105,32
VPN 80 % (64,3 2 95,7)*

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valorp predictivo positivo;

VPN: valor predicitivo negativo.
2; cdlculo propio a partir de los datos del estudio

Concordancia global segutn fraccion ADNtc:

No informa.

La concordancia aumenté al 96.15 % (25/26)

en los pacientes con al menos una metéastasis
hepatica y alcanzé el 100 % en pacientes con
metastasis no limitadas al higado.

Factores asociados con resultados

discordantes (n = 6): la ausencia de metastasis

hepéaticas, baja concentracion MAF.

CONCLUSIONES AUTORES
CALIDAD DEL ESTUDIO

Los autores muestran cémo utilizando un
ensayo simpe basado en PCR para RAS

y RAF en plasma de pacientes con CCRm
es clinicamente relevante. Sugieren que
Idylla es una buena alternativa al NGS,
especialmente en aguellos pacientes en los
que es complejo obtener muestra de tejido.
Teniendo en cuenta la fiabilidad y
repetibilidad del método, asi como el corto
tiempo de respuesta (2 horas) y los costes,
proponen este enfoque para el manejo de
los pacientes con CCRm

Riesgo de sesgo:

Reclutamiento de participantes: alto

Test indice: incierto

Evento diana: incierto

Flujo del estudio: incierto

Sin preocupaciones en la aplicabilidad
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Garcia-Foncillas, et al.
Br J Cancer, 2018 (98).
Disefo:

Estudio observacional,
prospectivo.

Objetivo:

Evaluar el rendimiento,

en términos de
concordancia, del analisis
de mutaciones RAS con
la plataforma OncoBEAM
RAS en pacientes cancer
colorrectal metastasico
(CCRm).

Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 10 centros,
Espana.

Reclutamiento: noviembre
2015 a octubre 2016.
Conflicto de interés:
6/15 autores tienen
relacion con la industria (3
de ellos con Sysmex). El
resto de autores declaran
ausencia de conflicto.
Financiacion:

Industria (Sysmex) y por
una beca del Programa
AES.

POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con CCRm recién
diagnosticados o que presentan
enfermedad recurrente después de
reseccion y/o quimioterapia (QT).
Excluye pacientes que recibieron el
Ultimo ciclo de QT <6 meses antes
de la extraccion de sangre o con
extirpacion total de la lesiéon durante
la cirugia.

Numero de sujetos

N = 239 pac CCRm reclutados, 236
incluidos en el andlisis.

Sexo: 61 % (144/236) hombres.
Mediana de edad (afios): 65 (rango
33-89).

Localizacion tumor primario: 30.1 %
(71/236) lado derecho; 68.6 %
(162/236) lado izquierdo.
Localizacién metastasis:

Higado (solo higado): 168 (90).
Pulmén (solo pulmon): 69 (16).
Peritoneo (solo peritoneo): 63 (25).
Otros (solo otros): 46 (14).
Pérdidas:

Del total de pacientes reclutados se
excluyen 3 porque durante la cirugia
se elimind la lesion en su totalidad.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con
OncoBEAM™ RAS CRC. El test es
capaz de detectar 34 alteraciones en
KRAS/NRAS (codones 12, 13, 59, 61,
117 y 146).

La muestra de plasma se recoge
antes de iniciar cualquier intervencion
terapéutica.

Criterios prueba diagnéstica:

No informa.

Comparador:

Deteccion de mutaciones del gen
RAS en la biopsia de tejido tumoral
(FFPE, procedente del tumor

primario o de la metastasis) segun
procedimiento estandar de cada centro
(Pyrosequencing, Cobas, Therascreen,
Idylla, CLART-CMA).

El analisis de las muestras con
BEAMing (umbral alelo mutado 1 %)
se centralizé en laboratorio Sysmex.
El panel OncoBEAM RAS detecta 33
mutaciones y se utilizd para los casos
discordantes.

El 87.2 % (204/236) de las muestras
procedieron del tumor primario y el
12.8 % (30/236) de las metastasis.
Resultados analizados:
Concordancia.

Periodo de seguimiento:

No informa.

CONCLUSIONES AUTORES
HESUETRIE CALIDAD DEL ESTUDIO

Los resultados de este estudio muestran
un alto grado de concordancia entre los

Estatus RAS en tejido, n (%)

RAS mutado 131/236 (55.5) !
Estatus RAS en Bl, n (%) resultados qbtenldos en muestras de

S e 121/236 (51.3) plasma v TeJlIdO, con lo que concluyen que
ambas técnicas son comparables. Apoyan
el uso de la plataforma OncoBEAM como

Biopsia tejido una valiosa alternativa a las biopsias de
RAS mut RAS wt tejido para identificar la elegibilidad de los

ADNtc (+) 113 8 pacientes con CCRm candidatos a terapia

ADNic () 18 97 ETIHBCIAR,

Total (pac) 131 105 Riesgo de sesgo:

Reclutamiento de participantes: bajo.
Test indice: incierto.
Evento diana: incierto.

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Mutacion RAS (global; n=212):

RAS Flujo del estudio: incierto.
Concordancia 89 % Sin preocupaciones en la aplicabilidad
Sens 86.3 % (80.4 a 92,1)
Esp 92.4 % (87.3 2 97.5)
VPP 93.4 % (88.9.2 97.8)
VPNe 84.4 % (77.7 2 90.9)

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valorp predictivo positivo;
VPN: valor predicitivo negativo.

2 célculo propio a partir de los datos del estudio

Concordancia global segun fraccion ADNtc:
No informa.

Concordancia en pacientes sin QT previa
ADNtc:

No informa.

El re-andlisis del tejido de los casos
discordantes (n = 26) con BEAMing revel6 2 FN
y 5 FP de los resultados RAS analizado en tejido.
Los FN procedentes del andlisis de plasma
fueron mas frecuentes en pacientes con solo
metastasis de pulmon. La concordancia global
subio al 92 % teniendo en cuenta los resultados
del re-andlisis.

Factores que reducen la concordancia: reseccion
previa del tumor primario y la localizacion de las
metastasis (solo metastasis pulmonares).
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Grasselli et al. Ann
Oncol, 2017 (97).
Disefo:

Estudio observacional
prospectivo-retrospectivo.
Objetivo:

Analizar el valor
prondstico del ADNtc
en cancer colorrectal
metastasico (CCRm) en
términos de concordancia
(estado RAS/BRAF
plasma - tejido) para

la elegibilidad del
tratamiento.
Localizacién y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 3 centros,
Espana.

Reclutamiento: no
informa.

Conflicto de interés:
nueve autores tienen
relacion con la industria;
2 de ellos son empleados
de Sysmex; 14 declaran
ausencia de conflicto.
Finanaciacion:

Merck KGaA, ISCIII,
Fondos FEDER, y beca
RETICC Cancer.
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POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con diagnostico de
CCRm no tratados con anti-EGFR
antes de la recogida de sangre y
con enfermedad medible de acuerdo
a los criterios de evaluacion de

la respuesta de tumores soélidos
(RECIST).

Los pacientes procedieron de 3
centros y del ECA TTD ULTRA (fase
11l).

Numero de sujetos

N = 157 pac CCRm reclutados, 146
incluidos para el andlisis.

Sexo: 73 % (106/146) hombres.
Mediana de edad (afos): 65 (Rango:
30-86).

Localizacién tumor primario: 38 %
(55/146) colon izquierdo; 31 %
(45/146) colon derecho; 31 %
(46/146) recto.

Metastasis: 101 (69 %) higado; 59
(40 %) pulmon; 31 (21 %) peritoneo;
45 (31 %) ganglios; 27 (18 %) otros.

Pérdidas:

Del total de pacientes reclutados: 11
(1,9 %) fueron excluidos del andlisis
por no disponer de muestra de tejido
(8), por requerimientos preanaliticos
(3) y técnicos (5).

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con
OncoBEAM™ RAS CRC (Sysmex
lonostics). El test es capaz de detectar
34 alteraciones en KRAS/NRAS
(codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146).
La muestra de plasma se recoge antes
de iniciar la terapia anti-EFGR. El 36 %
(563/146) no recibié ninguin tratamiento
antes de la recogida de sangre.
Criterios prueba diagnéstica:

La muestra se considera positiva
cuando se detectan mutaciones por
encima del 0,02-0,04 % con BEAMIng y
por encima del 1 % en tejido.
Comparador:

Muestra de tejido tumoral procedente
del tumor primario o metastasis. El
andlisis se realiza con tecnologia PCR
en tiempo real (QPCR) y se hace de
forma cegada a los resultados.

ElI' 85 % (121/146) de las muestras
procedieron del tumor primario y el 15 %
(22/146) de metastasis.

En los casos discordantes, se revisa

el estado RAS de la historia clinica

y se realiza nueva determinacion si
metastasis disponible.

La mediana de tiempo entre la
extraccion de tejido para biopsia y

la extraccion de plasma fue de: 1,2
meses (rango: 0-34) en los pacientes sin
tratamientos previos y de 20,2 meses
(rango: 0,4 -282) en los pacientes con
tratamientos previos.

Resultados analizados:
Concordancia

Periodo de seguimiento:

No informa

RESULTADOS

Estatus RAS en tejido tumoral por qPCR, n (%)

RAS mutado 54/146 (37)
KRAS mutado 44/146 (30)
NRAS mutado 10/146 (7)

RAS salvaje (wt) 92/146 (63)

e Biopsia tejido gPCR

plasma RAS mut RAS wt

ADNtc (+) 48 9

ADNtc (-) 6 83

Total (pac) 54 92

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Concordancia global RAS:
RAS

N (pac) 146

Coef K 0,8 (IC95 %: 0,71 —0,90)

Concordancia 89,7 %

Sen 89 %

Esp 90 %

VPP 84 %

VPN 93 %

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valor predictivo positivo;
VPN: valor predicitivo negativo.
Concordancia global segun fraccién ADNtc:
No informa
Resultados discordantes: 15 pacientes (10,3 %)
6 FN (+ tejido/- plasma) y 9 FP
(-tejido/+plasma).
Los FP podrian ser consecuencia de la sensibiliad
de la técncia o de la heterogeneidad, y los FN a la
baja carga tumoral o a la eliminacion del ctDNA

CONCLUSIONES AUTORES
RIESGO DE SESGO

Los autores muestran que el analisis

de ADNCct en plasma puede detectar
mutaciones en RAS con un nivel
predictivo similar a la biopsia de tejido.
Riesgo de sesgo

Reclutamiento de participantes: incierto.
Test indice: bajo.

Evento diana: bajo.

Flujo del estudio: alto.

Sin preocupaciones en la aplicabilidad.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Schmiegel W et al. Mol
Oncol, 2017 (100).
Disefo:

Estudio observacional.
Objetivo:

Demostrar la utilidad de
un sistema de genotipado
del gen RAS basado en
sangre como alternativa
al genotipado de RAS
basado en tejido para
pacientes que van a
recibir terapia anti-EGFR.
Localizacion y periodo
de realizacion:

Australia y Alemania.
Reclutamiento: ni del
periodo del estudio.
Conflicto de interés:
dos autores trabajan para
la industria (Sysmex y
Merk).

Financiacion:

Australia: CSIRO, Laby
Foundation y Therapeutic
Innovation.

Alemania: Ministerio de
ciencias

Industria Sysmex Inostics
y Merck KGaA.

POBLACION

Poblacién:

Pacientes con CCR avanzado
procedentes de dos cohortes
Numero de sujetos:

98 pacientes con CCR metastasico
(CCRm)

- cohorte australiana: n = 32 CCRm
24 en estadio IV (metéastasis
recurrente) y 8 en estadio Il (con
multiples (>2) nddulos linfaticos
afectados) (representativos de

la préctica clinica de evaluar la
elegibilidad para terapia anti-EGFR
tras primera linea de quimioterapia,
Qr)

- cohorte alemana: n = 66 estadio IV
5 con enfermedad en recurrencia

y 61 de nuevo diagndstico
(pacientes recién diagnosticados, sin
tratamiento previo y elegibles para
primera linea de tratamiento con
anti-EGFR.

Sexo: 55 % (54/98) hombres.
Mediana de edad (afios): 66 (21-92).
Localizacién biopsia: 78 % tumor
primario (76/98), 22 % metastasis
(22/98).

Sin tratamiento previo: 71.4 %
(70/98).

Metastasis: higado en 18 (82 %)
casos y del pulmén en 4 (18 %).
Pérdidas:

Se excluyeron 4 pacientes: 3 por
muestra de sangre no adecuada y
1 porque su resultado RAS no se
confirmé en la muestra de tejido

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Mutacién RAS en muestra de plasma
analizada por método BEAMing. Las
pruebas se realizaron en Sysmex Inostics Inc
(Mundelein, IL, EE.UU.).

Se analizaron 33 mutaciones (exones 2, 3y 4
en KRAS y NRAS) mediante dPCR BEAMing
en el laboratorio Sysmecs Inostics.

Criterios prueba diagnéstica:

El resultado de la prueba se reporta como

la cantidad fraccionaria de alelos de ADN
mutado en relacion a los alelos de ADN
natural (no mutado) en la muestra de plasma.
El punto de corte de la prueba fue de 0,02 %,
es decir, la deteccion de dos moléculas
mutadas por cada 10.000 moléculas de
ADN natural. Segun la validacion interna

de Sysmex Inostics GmbH, con este punto
de corte la probabilidad de detectar una
mutacion se encontraria dentro del IC95 %.
Comparador:

Deteccion de mutaciones del gen RAS en la
biopsia de tejido tumoral (FFPE; formalin-fixed
paraffin-embedded).

Se utilizan diferentes métodos de
secuenciacion: pyrosecuenciacion, Sanger

o0 NGS (segun uso rutinario de los centros
participantes).

La biopsia se realizé en tejido del tumor
primario en 76 pacientes (77 %) y en tejido
procedente de la metastasis en 22 pacientes
(22 %). El tejido de la metastasis procedia del
higado en 18 (82 %) casos y del pulmoén en
4 (18 %).

RESULTADOS

Estatus RAS en tejido, n (%)
RAS mutado 52/98 (563 %)

Estatus RAS en plasma, n (%)

RAS mutado 50/98 (51 %)
Biopsia tejido
RAS mut RAS wt
ADNtc (+) 47 3
ADNIc (-) 5] 43
Total (pac) 52 46

mut: mutado; wt: no mutado (wild type)

Mutacion RAS (global; n = 98):

RAS
91.89
Concordancia @52 36)
e 90.4 %
(79.2.96)
. 93.5 %
P 82298
94 %
VPP,
@ (87.42100)
89.6 %
VPN
@ (80.9298.2)

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valor predictivo

positivo; VPN: valor predicitivo negativo.
a: célculo propio a partir de los datos del estudio

CONCLUSIONES AUTORES
RIESGO DE SESGO

Un primer paso necesario hacia la
implementacion en la practica clinica de
las pruebas de identificacion de RAS en
sangre es demostrar concordancia entre
los resultados obtenidos por las pruebas
de ADNtc y la mutacion RAS tisular.

Los resultados de este estudio muestran,
que el rendimiento clinico de la
identificacion de RAS en plasma utilizando
BEAMing es comparable a la biopsia de
tejido FFPE y puede ser Util en un entorno
clinico para seleccionar pacientes con
CCRm para terapia anti-EGFR.

Riesgo de sesgo:

Reclutamiento de participantes: incierto.
Test indice: incierto.

Evento diana: incierto.

Flujo del estudio: bajo.

Alguna preocupacion en la aplicabilidad de
la seleccion de pacientes.
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CITA ABREVIADA
CARACTERISTICAS
ESTUDIO

Vidal et al. Ann Oncol.
2017 (101).

Disefo:

Estudio observacional
ambispectivo.

Objetivo:

Evaluar la aplicabilidad
clinica del ADNtc

como alternativa a la
determinacion basal

del estado RAS y
monitorizacion de las
mutaciones RAS durante
el tratamiento.
Localizacion y periodo
de realizacion:
Multicéntrico: 2 centros,
Espana.

Reclutamiento: junio
2009 a agosto 2016.
Conflicto de interés:
tres autores trabajan para
la industria (Sysmex).
Financiacion:

Parcial por becas
publicas (Instituto Carlos
lll, Fundacion de Tumors
de Catalufia y Fundacion
Cellex) y parcialmente por
la industria (Merck KGaA).

POBLACION

Poblacién:

Pacientes (pac) con cancer
colorrectal metastasico (CCRm)
confirmado sin terapia previa anti-
EGFR.

Numero de sujetos:

115 pacientes con CCRm.

Sexo: 70,4 % (81) hombres.
Mediana de edad (afios): 67,8

(60,3 a 76,5).

Localizaciéon tumor primario: 28,7 %
(83/115) lado derecho; 69,6 %
(80/115) lado izquierdo.

Localizacion biopsia: 73 % tumor
primario (84/115); 10,4 % metéastasis
(12/115).

Localizacién metastasis:

Higado (solo higado): 74,8 % (86).
Pulmén (solo pulmoén): 38,3 % (44).
Peritoneo (solo peritoneo): 23,5 %
27).

Nodos: 14,8 % (17).

Otros (solo otros): 46 (14).

Sin tratamiento previo: 80 %
(92/115)

Pérdidas:

Ninguna.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

PRUEBA iNDICE
PRUEBA DE REFERENCIA
VARIABLES DE RESULTADO

Intervencion:

Andlisis ADNtc en plasma con OncoBEAM™
RAS CRC. El test es capaz de detectar 34
alteraciones, incluye 16 mutaciones KRAS y 18
NRAS en los exones 2, 3y 4 (codones 12, 13,
59,61, 117 y 146).

El aislamiento del ADNtc del plasma y anélisis
BEAMIng se realiz6 en el Hospital del Mar
(Barcelon), en la Unidad de andlisis de BL del
Complexo Hospitalario de Santiago de C y en el
laboratorio Sysmecs Inostics (Alemania).

Las muestras de sangre se recogen antes de la
administracion de la terapia anti-EGFR.
Criterios prueba diagnéstica:

El resultado de la prueba se reporta como la
cantidad fraccionaria de alelos de ADN mutado.
El punto de corte se estandarizé para cada
codon.

Comparador:

Deteccion de mutaciones del gen RAS en la
biopsia de tejido tumoral seguin procedimiento
validado de cada centro.

Se utilizan diferentes métodos de secuenciacion:
Therascreen KRAS RGQ PCR kit (Quiagen),
COBAS KRAS (Roche Diagnosis) y
pyrosecuenciacion (PyroMark 24) (segin uso
rutinario de los centros participantes).

Para los casos discordantes, se reanaliza la
muestra de tejido con BEAMing (umbral 1 %).
La biopsia se realizé en tejido del tumor primario
en 84 pacientes (73 %) y en tejido procedente
de la metéstasis en 12 pacientes (10.4 %). El
tejido de la metéstasis procedia del higado en 86
(74.8 %) casos y del pulmén en 4 (38.3 %).
Criterios prueba de comparacién positiva:
Resultados analizados:

Concordancia entre los resultados de ambos test.
Periodo de seguimiento:

ni

CONCLUSIONES AUTORES
s, e RIESGO DE SESGO
Los resultados de este estudio
muestran, que el rendimiento clinico
de la identificacion de RAS en plasma
utilizando BEAMing es comparable a la
biopsia de tejido FFPE y puede ser Util

Estatus RAS en tejido, n (%)
55 (47.8 %)
Estatus RAS en BL, n (%)

RAS mutado

RAS mutado 59 (51.3 %) . .
en un entorno clinico para seleccionar
pacientes con CCRm para terapia

Biopsia tejido anti-EGFR.
RAS mut RAS wt Riesgo de sesgo:

ADNtc (+) 53 6 Reclutamiento de participantes: alto.
Test indice: incierto.

ADNitc (-) 2 54 k .
Evento diana: incierto.

Vil (pET) & & Flujo del estudio: alto.

mut: mutado; wt: no mutado (wid type) Alguna preocupacion en la aplicabilidad

Mutacion RAS (global; n = 115): de la seleccion de pacientes.

RAS

Concordancia 93

KemEm 0,844

(0,746 a 0,941)

Sens 96,4

Esp 90

VPPa 89,83

VPNe 96,43

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valorp predictivo
positivo; VPN: valor predicitivo negativo.

2 célculo propio a partir de los datos del estudio

Resultados discrepantes: heterogeneidad
tumoral espacial y tempora, lugar de
la metéastasis, la hsitologia del tumor y
la administracién de tratamiento previo
a la recogida de la muestra de sangre
impactan de manera negativa en la
deteccion de RAS en ADNtc
APARTADO ORGANIZATIVO
Mediana de tiempo entre la muestra
en tejido y en tejido: 47.5 dias (Rango:
0-1783 dias).
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Estudios econdmicos

AUTOR (ANO) / DISENO/
OBJETIVO
To et al. Pharmacoecnomics,
2021 (102).
Disefio:
Analisis de coste-utilidad.
Pais:
Australia.
Objetivo:

Estimar la eficiencia de la
administracion de la quimioterapia
adyuvante (QTA) guiada por
ADNItc para el cancer colorrectal
(CCR) en estadio Il.

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Dispositivo/ Intervencion:

Se consideraron tres estrategias de
tratamiento:

1. Tratamiento estandar (TS): un porcentaje
de pacientes reciben QT (22,6 %) y el resto
pasa a vigilancia.

2. Quimioterapia adyuvante (QTA) guiada

por ADNtc: pacientes con marcador positivo
reciben tratamiento (8,69 %) y aquellos con
resultado negativo pasan a vigilancia (91,3 %).
3. QA guiada por ADNtc sensible a
preferencias (SP-ADNtc): pacientes con
marcador positivo y algunos pacientes con
resultado negativo (6,8 %) reciben QT (segun
el criterio del médico).

Se incluyé el siguiente régimen de QTA segun
GPC: fluoropirmidina como agente Unico
[fluorouracilo (5-FU) o capectabina] 6 terapia
combinada con 5-FU modificado y oxaliplatino
(FOLFOXB8, referido como FOLFOX).

Comparador:
Tratamiento estandar.
Poblacién:

Pacientes de 65 afios (media edad) con CCR
en estadio Il, tras la reseccién quirdrgica
(basado en la edad media de diagnostico del
estudio de Tie et al. 2016).

Financiacion:

No se recibi6 financiacion para la elaboracion
del estudio. Financiacion de la industria para
el desarrollo y mantenimiento de la base de
datos TRACC

Conflicto de interés:

Los autores declaran la ausencia de
conflictos directamente relevantes para el
contenido del estudio

CARACTERI'STICAS
DEL MODELO ECONOMICO

Diseno: Combinacion del arbol de decision con

modelizacion Markov [modelo de estados de

transicion con datos del estudio de Tie et al. 2016

(cohorte prospectiva) y registros clinicos (ACCORD

y TRACC)]. Se determind que una estrategia era

coste-efectiva si la RCEI era menor que el umbral de

disposicion a pagar (DAP) de 20.000 AUD por AVAC

(~10.400 €).

Perspectiva: Pagador publico de servicios de salud.

Horizonte temporal: Toda la vida del paciente.

Tasa de descuento: 5 % anual en costes y

utilidades.

Datos empleados en el modelo:

— Datos clinicos, como tiempo hasta la recurrencia,
proporcién de pacientes libres de recurrencia a
2 y 3 afos proporcién de pacientes que reciben
QTA en TS o tras positivo en las estrategias
ADNtc procedieron directamente o se modelizaron
en base al estudio de Tie et al. 2016 (22,6 %
y 8,69 %, respectivamente). La proporcién de
pacientes ADNtc negativo que recibieron QTA se
asumio en 6,8 %. La supervivencia global después
de la recurrencia se estimé segun registros
clinicos multicéntricos australianos (ACCORD para
estadios tempranos y TRACC para enfermedad
avanzada). La mortalidad se modelizé segun las
tablas de vida para hombres y mujeres de 65 afos
(modelo australiano).

Se asumié que la duracion de la QT era de 6 meses a

menos que se discontintie debido a toxicidad.

RESULTADOS

Resultados del caso base del modelo:

Coste! € (media, AVAC (media,
Intervencion intervalo de intervalo de
confianza) confianza)
TS 22.286 10,50
(14.613;29.959) (10,01;10,99)
20.183 10,70
HOINE (13.050;28.420) (10,20;11,20)
21.243 10,69
SP-ADNic (14.128;29.172) (10,21;11,17)
Incremental 2103 0.20
(TS vs. o P
ADNio) (-8.738;4.533) (-0,40;0,81)
Incremental 904 019
(TS vs. L . '
—14.685;5.245 = i
SP-ADNQ) ( ) (-0,40;0,78)

Ambas estrategias de ADNtc dominaron el TS al mejorar los
resultados de salud con menores costes.

Resultados analisis de sensibilidad: Los intervalos de confianza
demuestran que existe gran incertidumbre en las estimaciones
posteriores; en el andlisis probabilistico y comparado con TS,
la estrategia de ADNtc resulto ser coste-efectiva, con una
probabilidad del 74 %. y la estrategia de SP-ADNtc fue coste-
efectiva con una probabilidad del 69 %

Los escenarios adicionales demuestran que incluyendo la
pérdida salarial aumenta el ahorro y el coste-efectividad se
mantiene incluso si se utilizan tratamientos de QT menos
costosos basados en capecitabina

El analisis de sensibilidad unidireccional determinista de los
demas parametros demostré que la estrategia TS era menos
costosa y mas efectiva en comparacion con las estrategias de
ADNtc solo si la proporcion de curacion de con TS se acercaba
al 100 % o cuando la proporcién de curacion de los ADNtc
negativos era inferior al 70 %.

1. Los costes en AUD del 2019 se convirtieron a euros de Espafia del 2024 utilizando https://eppi.ioe.ac.uk/costconversion/
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AUTOR (ANO) / DISENO/
OBJETIVO

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

CARACTERISTICAS
DEL MODELO ECONOMICO

Utilidades: La calidad de vida se implementd segun
valores de la literatura: 0,82 para los pacientes sin
recurrencia mientras tomaban QTA; 0,95 para los
pacientes sin recurrencia mientras no tomaban QTA
y 0,61 para los pacientes con recurrencia. Para
pacientes en estadio I, las utilidades procedieron de
un estudio estadounidense en pacientes en estadio
Il utilizando la técnica de compensacion de tiempo.
Costes: estimados en ddlares australianos (AUD) de
2019. El coste de la prueba de ADNtc (3000 AUD)
(seguin notificacion del laboratorio del estudio del
estudio de Tie et al. 2016). El coste de los agentes
quimioterapéuticos, medicamentos de apoyo,
pruebas de laboratorio, administracion de la QT y
del seguimiento se calcularon en base a los datos
del sistema de salud australiano (Pharmaceutical
Benefit Scheme y Medicare Benefit Scheme). La
hospitalizacion debido a eventos adversos se calculd
segun los costes hospitalarios nacionales y los
Grupos Relacionados con el Diagnéstico (GRD) de
Australia. El coste del tratamiento de la enfermedad
avanzada se calculd basandose en una revision
australiana del coste de las terapias farmacolégicas
y quirdrgicas en el tratamiento de la enfermedad
metastasica.

Andlisis de escenarios y de sensibilidad: se
realizé un andlisis de escenarios variando los dos
parametros de mayor incertidumbre: valor predictivo
de ADNtc (% ADNtc pos sin recurrencia) y %
ADNtc neg que reciben QA. Escenarios adicionales
para evaluar el impacto del coste de la prueba

de ADNtc y el mayor uso de capecitabina (quimio
menos costosa), en los resultados del modelo. Para
considerar los costes sociales adicionales, se incluyd
la pérdida salarial. Ademas, se realizé un andlisis de
sensibilidad determinista unidireccional sobre los
demas parametros del modelo (£20 %) y un analisis
probabilistico ejecutando 10.000 simulaciones.

RESULTADOS

Conclusién: Comparado con el TS, la QTA guiada por ADNtc
es una estrategia potencialmente coste-efectiva, para reducir
el sobretratamiento de los pacientes con CCR estadio Il
Aunqgue los resultados son positivos, existe incertidumbre
debido a la evidencia limitada y dependiente de las asunciones
del modelo, como el riesgo de recurrencia a largo plazo,

el coste de la prueba de ct-DNA y el cumplimiento de los
resultados positivos y negativos. Sin embargo, para confirmar
los resultados y reducir la incertidumbre de las estimaciones
del modelo, son necesarios resultados procedentes de
estudios tipo ECA.

Abreviaturas: AVAC: Afos de vida ajustados por calidad; ADNtc: ADN tumoral circulante; m: meses; NA: No aplicable; QTA: Quimioterapia adyuvante; sem: semanas; SLE: supervivencia libre de

enfermedad.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION
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Anexo C. Herramientas de evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios

HERRAMIENTA QUAPAS PARA ESTUDIOS PRONOSTICOS

Dominio

Preguntas de
senalizacion (si,
no, no claro)

Riesgo de sesgo
(alto, bajo, no
claro)

Preocupaciones
sobre la
aplicabilidad (alto,
bajo, no claro)

146

Reclutamiento participantes

¢ Los participantes se reclutaron
aleatoriamente o de forma
consecutiva?

¢ Evit6 el estudio exclusiones
inapropiadas?

¢ Podria la seleccion de
participantes haber introducido
sesgos?

¢ Hay preocupaciones sobre si los
participantes no coinciden con los
de la pregunta de la revision?

Test indice

¢Fue el método y el lugar donde
se realize el test indice igual para
todos los participantes?

Si se utilizé un umbral, ¢fue
especificado previamente?

¢Podria la realizacion o la
interpretacion del test haber
introducido sesgos?

¢ Existen preocupaciones sobre si
el test indice, su realizacion o su
interpretacion podrian diferir de la
pregunta de revision?

Estudio:

Evento diana

¢ Fue el método usado para medir
el evento diana valido y fiable?

¢ Fue el método usado para medir
el evento diana igual para todos los
participantes?

¢ Fue el evento diana medido sin
conocimiento de los resultados del
test indice?

¢ Podria haber introducido un sesgo
la medida del evento diana?

¢ Existes preocupaciones sobre si
el evento diana no coincide con la
pregunta de la revision?

Flujo del estudio

¢ Estaba la informacion
sobre el evento diana
disponible para todos los
participantes?

¢Las perdidas en el
seguimiento estan
relacionadas con los
resultados del test?

¢Podria haber introducido
sesgos el flujo del
estudio?

¢ Existen preocupacioens
sobre si el horizonte
temporal del studio no
coincide con la pregunta
de revision?

Analisis

¢ Los métodos utilizados
tuvieron en cuenta los datos
censurados?

¢ Fue el método estadisitico
apropiado para el disefio del
studio?

¢Los métodos utilizados
tuvieron en cuenta eventos
competitivos?

¢ Podria el andlisis haber
introducido sesgos?
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HERRAMIENTA ROB-2 PARA ENSAYOS CLINICOS

Variables de resultado

1.1 ¢ Fue la secuencia de asignacion generada de forma aleatoria? _

1.3 Las diferencias entre las caracteristicas basales de los grupos ¢sugiere un
problema en el proceso de aleatorizacion?

2.1. ¢los participantes conocfan su intervencion asignada durante el ensayo? _

1) Sesgo derivado del
proceso de aleatorizacion

2.3. Si: S/PS/Nl para 2.1 0 2.2. 4 Se produjeron desviaciones de la intervencion
asignada debido al contexto experimental?

2) Sesgos debidos a
las desviaciones de 2.5. Si: S/PS/NI para 2.4. ; Fueron estas desviaciones de la intervencion asignada
las intervenciones equilibradas entre los grupos?

establecidas

2.7. Si N/PN/NI para 2.6. ¢ Existe un impacto potencial importante en los resultados
por no analizar a los participantes en el grupo al que habian sido aleatorizados?
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3) Sesgos debidos a
la pérdida de datos de
resultado

3.1. ¢ Estan disponibles todos (o casi todos) los datos de los participantes
aleatorizados?

3.2. Si N/PN/NI para 3.1. ¢ Hay evidencia de que el resultado no estuvo sesgado por
la pérdida de datos?

3.3. Si N/PN/ para 3.2. jpodrian las pérdidas estar asociadas al valor real*?

*Valor real del resultado (true value of the outcome): es el valor del resultado que
deberia medirse pero que no pudo realizarse por pérdidas de datos.

Si N/PN to 3.2: ¢ Podrian las pérdidas en los resultados depender de su valor real?

3.4 Si: S/PS/NI para 3.3. (Es probable que la pérdida sobre el resultado dependa de
su valor real?

Valoracion del riesgo de sesgo

4) Sesgos en la medida de
los resultados

4.1 ¢ Fue inapropiado el método para medir el resultado?

4.2 ;La medida o evaluacion del resultado pudo haber diferido dependiendo del
grupo de intervencion?

4.3 ;Los evaluadores del resultado fueron conocedores de la intervencion recibida
por los participantes del estudio?

4.4 Si S/PS/NI para 4.3 ¢ El conocimiento de la intervencion recibida podria influir en la
evaluacion de los resultados?

4.5. Si S/PS/NI para 4.4 ;Es posible el conocimiento de la intervencion recibida
influyera en la evaluacion del resultado?

(Esta pregunta diferencia entre situaciones en las que 1) el conocimiento del estado
de la intervencion podria haber influenciado, pero no hay razén para creerlo (“algunas
precauciones) de 2) conocimiento de que la que el estado de la intervencion
probablemente influya en la evaluacion del resultado.

Valoracion del riesgo de sesgos

5) Sesgos en la seleccién
de los resultados

5.1 Los datos que generaron este resultado ¢ fueron analizados de acuerdo con
el plan de andlisis preliminar, anterior al desenmascaramiento de los datos del
resultado?

5.2. ¢El resultado numérico fue seleccionado en base a multiples medidas del
resultado (escalas, definiciones, puntos de seguimiento, etc.) en el dominio de
resultados?

reportados
5.3 ¢ Es probable que el resultado numérico evaluado haya sido seleccionado en base
a multiples andlisis de datos disponibles?
Valoracion del riesgo de sesgos

Sesgo global Valoracion global del riesgo de sesgo
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HERRAMIENTA QUADAS-2 PARA ESTUDIOS DIAGNOSTICOS

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION




Fuente: Ciapponi A. QUADAS-2: instrumento para la evaluacion de la calidad de estudios de precision diagnéstica. Evidencia. Actualizacion en la Préctica
Ambulatoria. 2015; 18: 22-26.
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HERRAMIENTA FLC3 PARA ESTUDIOS ECONOMICOS

Descripcién del estudio
Especifica el tipo de evaluacion econdémica realizada

Describe los objetivos del estudio

Describe la localizacion y fecha de realizacion del estudio

Pregunta de investigacion

¢ Se describe adecuadamente la poblacion objeto de estudio?

¢ Se describe adecuadamente la intervencion objeto de estudio?

¢ Se describe/n adecuadamente el/los comparador/es evaluado/s?

¢ Se identificaron adecuadamente los beneficios relevantes de cada alternativa?
¢ Se identificaron adecuadamente los costes relevantes de cada alternativa?
¢ El estudio se basa en una pregunta de investigacion claramente definida?
Método

¢ Se indica la perspectiva del anélisis?

¢ Se especifica y justifica el horizonte temporal del estudio?

En caso de ser necesario: 4se realizé un ajuste temporal (actualizacion) de los costes y
beneficios que se producen en el futuro? Anota la tasa de descuento.

Si corresponde: ¢,se utilizé un modelo para estimar los costes y beneficios?

¢ Se realizo y justificéd un andlisis de sensibilidad?

;El método empleado es adecuado?

Resultados

¢ Se presentan adecuadamente los parametros del estudio?

¢ Se presentan los resultados mediante un andlisis incremental de costes y beneficios?
¢ Se presentan los resultados del andlisis de sensibilidad?

¢ Los resultados estan correctamente sintetizados y descritos?

Conclusiones

¢ Las conclusiones estéan justificadas?

Conflicto de interés

¢ Esta bien descrita la existencia o ausencia de conflicto de intereses?

Validez externa

¢ Los resultados del estudio son generalizables a la poblacién y contexto que interesan?
El subgrupo de pacientes desnutridos se ajusta al contexto de interés.

RESUMEN EVALUACION DE LA CALIDAD DEL ESTUDIO

Pregunta de investigacion

¢ El estudio se basa en una pregunta de investigacion claramente definida?

Método

;El método empleado es adecuado?

Resultados

;Los resultados estan correctamente sintetizados y descritos?

Conclusiones

¢ Las conclusiones estan justificadas?

Conflicto de interés

¢ Esta bien descrita la existencia o ausencia de conflicto de intereses?

Validez externa

¢ Los resultados del estudio son generalizables a la poblacién y contexto que interesan?
EVALUACION GLOBAL DE LA CALIDAD DEL ESTUDIO

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION
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Anexo D. Valoracion individual del riesgo de sesgo

D.1. Estudios pronésticos

Fuente: QUAPAS
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D.2. Ensayo clinico

Ensayo
controlado
aleatorizado

Grupo
Experimental

Variables de
resultado

Dominio

Tie J et al. 2022 Objetivo:

QT guiada por

ADNIG Comparador

clinica)

Supervivencia libre de recurrencia los 2 ahos

Preguntas

QT guiada por estandar de

cuidado (guia de practiva Fuente

Respuesta

Ensayo de no inferioridad

Articulo y
protocolo
ECA

Comentarios

1) Sesgo derivado
del proceso de
aleatorizacion

1.1 ¢ Fue la secuencia de asignacion generada de forma
aleatoria?

Si

1.2 ¢ Fue la secuencia oculta hasta que los participantes fueron
reclutados y asignados a las intervenciones?

No

Abierto (no
enmascaramiento
/ocultacion)

1.3 Las diferencias entre las caracteristicas basales de los grupos
¢sugiere un problema en el proceso de aleatorizacion?

No

Valoracion de riesgo de sesgo

Moderado

2) Sesgos
debidos a las
desviaciones de
las intervenciones
establecidas

2.1. ¢los participantes conocian su intervencion asignada
durante el ensayo?

Si

2.2. iEran los cuidadores y los que realizan la intervencion
conocedores de la intervencion asignada a los pacientes durante
el ensayo?

Si

2.3. Si: S/PS/NI para 2.1 0 2.2. ¢ Se produjeron desviaciones de
la intervencion asignada debido al contexto experimental?

No

2.4. Si: S/PS para 2.3. ;Estas desviaciones podrian haber
afectado a los resultados?

2.5. Si: S/PS/NI para 2.4. ; Fueron estas desviaciones de la
intervencion asignada equilibradas entre los grupos?

2.6 ¢,Se utilizé un andlisis apropiado para estimar el efecto de la
asignacion de la intervencion?

Si

2.7. Si N/PN/NI para 2.6. ¢ Existe un impacto potencial
importante en los resultados por no analizar a los participantes
en el grupo al que habian sido aleatorizados?

Valoracion de riesgo de sesgo

Bajo

3) Sesgos debidos
ala pérdida de
datos de resultado

3.1. ¢ Estan disponibles todos (o casi todos) los datos de los
participantes aleatorizados?

Si

3.2. Si N/PN/NI para 3.1. ¢ Hay evidencia de que el resultado no
estuvo sesgado por la pérdida de datos?

3.3. Si N/PN/ para 3.2. ¢ podrian las pérdidas estar asociadas al
valor real*?

*Valor real del resultado (true value of the outcome): es el valor
del resultado que deberia medirse pero que no pudo realizarse
por pérdidas de datos.

Si N/PN to 3.2: ¢ Podrian las pérdidas en los resultados depender
de su valor real?

3.4 Si: S/PS/NI para 3.3. ¢ Es probable que la pérdida sobre el
resultado dependa de su valor real?

Valoracion del riesgo de sesgo

Bajo
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No

4.2 ;La medida o evaluacion del resultado pudo haber diferido
dependiendo del grupo de intervencion?

PN

Si

4.4 Si S/PS/NI para 4.3 ¢ El conocimiento de la intervencion

L D . PN
recibida podria influir en la evaluacion de los resultados?

Valoracion del riesgo de sesgos

5.2. ¢ El resultado numérico fue seleccionado en base a
multiples medidas del resultado (escalas, definiciones, puntos de
seguimiento, etc.) en el dominio de resultados?

Valoracion del riesgo de sesgo
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D.2. Estudios de farmacogenética

Fuente: QUADAS-2
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Autor/ano: Prueba: Guardant Health para la deteccion de mutaciones del

Aoki, 2023 gen RAS/BRAF en plasma Valoracién
DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? ® Incierto

Describir el método de seleccién de pacientes:

La muestra fue obtenida del estudio SCRUM-Japan: se incluyeron pacientes con CCRm reclutados en GOZILA entre agosto de
2018y febrero de 2020 que tenian disponible resultado de RAS/BRAF en muestra de plasma y tejido, antes del inicio de la terapia
anti-EGFR. El 68,9 % de los pacientes (146) habian recibido QT antes de la ADNtc.

Preguntas orientativas:

¢Se incluyd una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
¢Se evitd un disefo de casos y controles? Si
¢,Se evitaron exclusiones inapropiadas? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que los pacientes incluidos y

oo N Yy Incierto
ambitos no coincidan con la pregunta de la revisién? =

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio): se incluyen pacientes con cancer gastrointestinal metastasico. Todos los pacientes incluidos en el
subestudio GOZILA presentaban CCRm y no habian recibido tratamiento previo anti-EGFR.

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢ podria la realizacién o la interpretacién de la prueba indice haber introducido sesgos? R Incierto
Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

Se analizaron variaciones de un solo nucleétido (SNV), inserciones o deleciones, fusiones y alteraciones del nimero de copias

de 74 genes, incluyendo mutaciones RAS y BRAF reportadas en RASKET-B, con rangos de >0,04, >0,02 y >0,004 % y >2,12
copias, respectivamente, e inestabilidad de microsatélite (MSI). Se utilizé el test Guardant360 CDx que utiliza tecnologia PCR.

La prueba se considera efectiva si la tasa de concordancia, sensibilidad y especificidad eran =85 %, >80 % y =90 %,
respectivamente. Los umbrales de corte se especificaron en base a la literatura.

Preguntas orientativas:
¢ Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto
Si se utilizé un punto de corte, ¢ este se especificd previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccién o la

interpretacién de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision? & Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido & Incierto

sesgos?
Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccién de mutaciones del gen RAS y BRAF VB0OE en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizd el kit
RASKET-B que detecta 53 mutaciones, incluyendo codén 12, 13, 59, 61, 117, 146, en KRAS y NRAS asi como en BRAF V600E.
El ensayo utiliza PCR inversa y sistema Luminex.

La biopsia se realizé en tejido del tumor primario en 181 pacientes (85,4%) y en tejido procedente de la metéstasis en 22
(10,4 %). El tejido de la metastasis procedié del higado (59 %), pulmén (39,2 %), nodos linfaticos (32,5 %) y peritoneo (28,3 %).

Preguntas orientativas:
¢, El esténdar de referencia clasifica correctamente la condicién de estudio? Si
¢ Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba indice?  Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢;hay preocupacion de que la condicién blanco,
clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta?

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? X Alto
Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
Del total de pacientes reclutados (953) se incluyeron en el analisis de concordancia 212 pacientes (22,3 %). Todos los pacientes
incluidos para el analisis fueron considerados (no pérdidas).

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencién entre la prueba indice y la de referencia:

El intervalo de tiempo entre la toma de muestra de tejido y sangre para ADNtc fue significativamente menor en los pacientes con
resultados concordantes (sangre-tejido) comparado con los que obtuvieron resultados discordantes tanto para RAS (247,5 vs
365 dias) como para BRAF (282,5 vs 328 dias). En los pacientes en los que la toma de muestra se realizdé dentro de los 3 meses
(24 %; 51/212), la tasa de concordancia fue mayor que los resultados globales (98 % vs 93-96 %)

X Bajo

Preguntas orientativas:

¢Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? No
¢ Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
¢ Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
¢ Se incluyeron todos los pacientes al analisis? Si
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Autor/ano:
Lastraioli et al.
2023

DOMINIO 1: Seleccién de pacientes

Prueba: ONCOBeam RAS CRC para deteccion de muta-

ciones del gen RAS en plasma Valoracién

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto

Describir el método de seleccion de pacientes:
Las muestras fueron obtenidas de forma prospectiva. Solo se incluyeron para andlisis muestras de 56 pacientes para KRAS y de
61 pacientes para NRAS, sobre un total de 62 pacientes

Preguntas orientativas:

e ;Se incluy6 una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
e ;Se evitd un disefo de casos y controles? Si
e ;Se evitaron exclusiones inapropiadas? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que los pacientes incluidos

J— e "y R Bajo
y ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? !

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice y
ambito del estudio):
Pacientes diagnosticados de cancer colorectal metastésico, previamente a su tratamiento con anti-EFGR

DOMINIO 2: Prueba indice
A. Riesgo de sesgo: ¢ podria la realizacién o la interpretacién de la prueba indice haber introducido sesgos? & Alto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice: Se utilizo el test OncoBEAM™ RAS CRC que detecta 34
mutaciones en KRAS/NRAS. Las muestras se analizan en el laboratorio de cada centro participante. No se informa sobre umbral
de corte

Preguntas orientativas:

e, Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto
e Sjse utilizdé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? No

E. Preocup_a}ciones con resgec?o ala ap.lica}bilidad: ¢hay preocupacion fzk-f\’que la conduccién o la & Bajo
interpretacién de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision?

DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido & Bajo

sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:
La prueba de referencia es la deteccion de mutaciones del gen RAS en la biopsia de tejido tumoral se realizé en cada uno de los
tres hospitales que participaban en el estudio mediante NGS

Preguntas orientativas:

e ,Elestandar de referencia clasifica correctamente la condicion de estudio? Si

e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba [
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que la condicién objetivo, = Belle

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? J

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? X Bajo

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla
2x2:

Se han excluido pacientes por baja calidad de las muestras.

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencién entre la prueba indice y la de referencia: Intervalo correcto

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Si
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
¢ ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e, Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 157



Autor/ano: Prueba: Easy PGX para la deteccion de

Formica, 2021 mutaciones del gen RAS/BRAF en plasma ALRIEE
DOMINIO 1: Seleccién de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccion de pacientes haber introducido sesgos? X Bajo

Describir el método de seleccién de pacientes:

Se incluyeron pacientes consecutivos con CCRm reclutados entre septiembre de 2018 y febrero de 2020 que tenian disponible
resultado de RAS/BRAF en muestra de plasma y tejido, antes del inicio de la terapia anti-EGFR. Ningun paciente fue expuesto a
terapia anti-EGFR en el intervalo entre la muestra de tejido y la BL

Preguntas orientativas:

e ;Se incluy6 una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Si
e ;Se evitd un diseno de casos y controles? Si
e ;Se evitaron exclusiones inapropiadas? No

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que los pacientes incluidos

y ambitos no coincidan con la pregunta de la revisién? A

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio): Todos los pacientes incluidos presentaban CCRm y no habian recibido tratamiento previo anti-EGFR. Se
excluyen pacientes con MS| y lesiones no medibles

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba indice haber

. . R Incierto
introducido sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:
Se realizé el andlisis ADNtc en plasma (QPCR) con el kit Easy PGX (Diatech Pharmacogenetics Jesi) segun las instrucciones del
fabricante. Las muestras se recogieron en las 2 semanas anteriores del inicio de QT primera linea. Sensibilidad de la técnica 0,5-5 %

Preguntas orientativas:
e ;Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de

referencia? Incierto
e Sise utilizé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si
B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢hay preocupacién de que la conduccioén o la .
interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision? & Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia
A. Riesgo de sesgo: ¢,podria la realizacién o la interpretacién de la prueba de referencia haber & Incierto

introducido sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccion de mutaciones del gen RAS y BARF VB0OE en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizé el kit
MagCore® Genomic DNA FFPE One-Step. El 16 % (7) de las muestras procedieron del tumor primario y el 29 % (13) de biopsia
de la metastasis.

Preguntas orientativas:

e El estandar de referencia clasifica correctamente la condicion de estudio? Si
e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la e
prueba indice?
B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que la condicién =|Baio
blanco, clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? )
DOMINIO 4: Flujo y tiempos
R Alto

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos?

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
Todos los pacientes incluidos fueron considerados para el analisis (no pérdidas), por lo que se ha considerado un riesgo de sesgo
bajo.

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia:

En el 62 % de los casos, las muestras de tejido se analizaron dentro del afio previo a la realizacion de la BL. Los analisis mas
antiguos (>1 afo) se debieron principalmente a la recurrencia metastasica metacrona de cancer

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? No
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al analisis? Si
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Autor/afo: o 1 o: droplet digital PCR (ddPCR, Biorad) para la identificacién de mu-

Proc;g;c;lo L tacion en RAS y BRAF en muestras plasmaticas CEREERT
DOMINIO 1: Seleccién de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccion de pacientes haber introducido sesgos? X Bajo

Describir el método de seleccién de pacientes:
Solo indica que se trata de pacientes consecutivos referidos al centro, con diagndstico histolégico de adenocarcinoma de CCRm,
no evaluados previamente para mutaciones en RAS/BRAF ni tratados previamente con anti-EGFR

Preguntas orientativas:

e ;Seincluyd una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Si
e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si
e ; Se evitaron exclusiones inapropiadas? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢hay preocupacién de que los pacientes incluidos y

ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? R Bajo

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio

Pacientes consecutivos referidos al centro, con diagnéstico histolégico de adenocarcinoma de CCRm, no evaluados
previamente para mutaciones en RAS/BRAF ni tratados previamente con anti-EGFR

DOMINIO 2: Prueba indice
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacién de la prueba indice haber introducido sesgos? X Incierto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

Se analizaron mutaciones en los genes KRAS (codones 12 y 13), NRAS (codones 12, 13 y Q16) y BRAF (codén V600) en
muestras de plasma con el kit ddPCRTM Screening Multiplex Kit (Biorad Laboratories, Hercules, CA). Las determinaciones se
realizaron en el Laboratorio de Farmacogenética del Hospital Universitario de Pisa, y se utilizé el software QuantSoft version
1.0.596 (Bio-Rad Laboratories).

Los resultados se reportan como copias por ml de los alelos de ADN mutados. La sensibilidad de la prueba permite detectar
frecuencias de alelos por debajo del 0,02 %

Preguntas orientativas:

e ;Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto

e Sise utilizé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

_B. Preocup.a}ciones con respzec?o ala ap_lica}bilidad: ¢hay preocupacion Fi(_elque la conduccién o la & Bajo
interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision?

DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢ podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido sesgos? X Incierto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:
Se utilizé el kit para colon Myriapod que utiliza espectometria de masas MALDI-TOF para analizar las mutaciones en RAS/BRAF
en muestras de tejido. La sensibilidad de la prueba permite una deteccion del 2.5 %

Preguntas orientativas:

e ;Elestandar de referencia clasifica correctamente la condicion de estudio? Si

e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba e
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢hay preocupacion de que la condicion objetivo, ® Baio

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? J

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
El genotipado no se pudo realizar sobre 3 pacientes (1 no disponia de muestra y en los otros 2 el resultado no se recuperé dentro
del periodo de realizacion del estudio)

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia:

No se detalla, pero los pacientes se han incluido previamente al inicio del tratamiento de anti-EFGR

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Incierto
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 159



el Prueba: OncoBEAMTM RAS para la deteccion de mutaciones del gen

Germetaki, RAS/BRAF en plasma Valoracién
2020

DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? ® Incierto
Describir el método de seleccién de pacientes:
Se incluyeron pacientes con CCRm no tratados; se permitié la administracion de QTA previa
Preguntas orientativas:

e ;Se incluyd una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto

e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Incierto

e ;Se evitaron exclusiones inapropiadas? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que los pacientes incluidos = Incierto

y ambitos no coincidan con la pregunta de la revision?

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba
indice y ambito del estudio): se incluyen pacientes con CCRm. Todos los pacientes incluidos habian recibido primera linea de
tratamiento pero no tratamiento previo anti-EGFR

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba indice haber introducido

R Incierto
sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

Se utilizd el test OncoBEAM™ RAS CEIVD de Sysmex, que analiza un panel de 34 alteraciones en KRAS/NRAS mediante
tecnologia PCR digital (BEAMing). Se establecieron umbrales de corte (entre 0,02 % y 0,04 %) que se especificaron en base a
ensayos previos.

Preguntas orientativas:

e, Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto

e Sise utilizdé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccion o la )
interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision? & Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber = Incierto

introducido sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccién de mutaciones del gen RAS en muestra tejido tumoral. Se utilizé el kit QUIAGEN que
detecta mutaciones en exén 2 y 3 en KRAS/NRAS y en exén 4 RAS.

La biopsia se realizé en tejido del tumor primario en 89 pacientes (85.6 %) y en tejido procedente de la metastasis en 12
(11.5 %).

Preguntas orientativas:

e , El estandar de referencia clasifica correctamente la condicién de estudio? Si

e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba eferis
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacion de que la condicién blanco, = Baio

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? J

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla
2x2:

Del total de pacientes reclutados (104) se incluyeron en el analisis de concordancia 100 pacientes (96 %). Todos los pacientes
incluidos para el analisis fueron considerados (no pérdidas).

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia:

No aporta informacién al respecto

Preguntas orientativas:

e Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Incierto
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ; Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si

160 BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV



Autor/aio: Prueba: ddPCR para la deteccion de mutaciones del gen RAS/BRAF en
Van’t Erve et al. plasma Valoracién
2020

DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? X Bajo

Describir el método de seleccion de pacientes: Las muestras fueron obtenidas de una cohorte de pacientes que participaban en
el estudio CAIRO5. No se reportan exclusiones.

Preguntas orientativas:

e ;Seincluyd una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Si
e ;Se evitd un disefo de casos y controles? Si
e ;Se evitaron exclusiones inapropiadas? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que los pacientes incluidos

P L : Inciert:
y ambitos no coincidan con la pregunta de la revisién? =) nelEie

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio. No aporta informacion al respecto.
DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba indice haber introducido

sesgos? 2l

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

Analisis de mutaciones RAS/BRAF en muestra de sangre con ddPCR. Las muestras de sangre se recogen antes de iniciar
tratamiento. Se establece un umbral de deteccion

Preguntas orientativas:
e, Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto
e Sise utilizé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccion o la

interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision? = Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber R Bajo

introducido sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

Deteccion de mutaciones en RAS/BRAF en muestra de tejido seguin practica clinica. Se utilizaron diferentes técnicas segun
el centro participante (NGS, Sanger y curvas de fusién de alta resolucion). Las muestras de tumor primario o metastasis se
recogen antes de iniciar tratamiento

Preguntas orientativas:

e , El estandar de referencia clasifica correctamente la condiciéon de estudio? Si
e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba Si

indice?
B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que la condicion objetivo, = Baio
clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? J
DOMINIO 4: Flujo y tiempos
A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla
2x2:

Sin exclusiones

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia: No se detalla, pero los pacientes
se han incluido previamente al inicio del tratamiento de anti-EFGR

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Incierto
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ; Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si
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Autor/ano: Prueba: OncoBEAM para la deteccion de mutaciones del gen

Bando, 2019 RAS en plasma B
DOMINIO 1: Seleccién de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccion de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto

Describir el método de seleccién de pacientes:

Se incluyeron pacientes con CCRm confirmado patolégicamente que no habian recibido QT o que se habia confirmado que
tenian enfermedad progresiva sin haber iniciado tratamiento posterior y tenian muestra de tejido tumoral fijada en formalina e
incluida en parafina (FFPE) archivada en un plazo de 5 afos. Se excluy6 a los pacientes que habian recibido tratamiento previo
con anticuerpos anti-EGFR o regorafenib. El reclutamiento se realizé entre junio de 2078 y febrero de 2018. El 54 % (151/280) de
los pacientes no habian recibido QT previa

Preguntas orientativas:

e ;Se incluyé una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si
e, Se evitaron exclusiones inapropiadas? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que los pacientes incluidos y

ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? X Incierto

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y @mbito del estudio): se incluyen pacientes con CCRm que no habian recibido tratamiento previo anti-EGFR.

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢ podria la realizacién o la interpretacion de la prueba indice haber introducido sesgos? K Incierto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

Se utilizé el test OncoBEAM™ RAS CRC que detecta 34 mutaciones en KRAS/NRAS. Las muestras se analizan en el
laboratorio de Sysmex, utilizando el punto de corte definido como el nimero de moléculas mutantes amplificadas establecidas
especificamente para cada codon.

Preguntas orientativas:

e, Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto

e Sise utilizé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

!3. Preocup_e}ciones con resrfecFo ala ap.licgbilidad: ¢hay preocupacion <_:|t-7\'que la conduccién o la & Bajo
interpretacién de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision?

DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido R Incierto

sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la detecciéon de mutaciones en KRAS/NRAS en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizoé el método
BEAMing (kit MEBGEN™RASKET), utilizando un punto de corte del 5 % en Sysmez Inostics.

La biopsia se realizé en tejido del tumor primario en 268 pacientes (96 %) y en tejido procedente de la metastasis en 12 (4 %).

Preguntas orientativas:

e ;Elestandar de referencia clasifica correctamente la condicion de estudio? Si

¢ ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba el
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢{hay preocupacion de que la condicién blanco, & Baio

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? !

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢ podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Alto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:

Del total de pacientes reclutados (350) se incluyeron en el analisis de concordancia 280 pacientes (80 %). Todos los pacientes
incluidos para el andlisis fueron considerados (no pérdidas).

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia:

Las muestras de tejido se recogieron dentro de los 5 afos previos al momento del reclutamiento El intervalo de tiempo entre la
recogida de muestra de tejido almacenado hasta el plasma fue de 11 meses de mediana (rango 1 a 61 meses)

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? No
e , Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si
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Ll i Prueba: BPER NGS (tecnologia no informada por el tumor)

Mas, 2019 T o N Valoracion

Bachet, 2018 para la deteccion de mutaciones del gen RAS/BRAF en plasma
DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? X® Incierto
Describir el método de seleccion de pacientes: no informa
Preguntas orientativas:

e ;Seincluyd una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto

e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si

e ; Se evitaron exclusiones inapropiadas? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: jhay preocupacioén de que los pacientes incluidos y

ambitos no coincidan con la pregunta de la revisién? B

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio): se incluyen pacientes con CCRm no tratados con QT (se permitié QTA completada >6 meses antes del
reclutamiento)

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba indice haber introducido Bai
sesgos? =) 2o
Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:
Se analizé un panel de 22 genes con un método combinado: NGS y en ausencia de mutacién con NGS se utilizan dos
biomarcadores de metilacion especificos de CCR (por dPCR digital). La extraccion ADNtc del plasma se realizo con el kit Maxwell
RSC y la secuenciacion con AmpliSeq Colon y Lung Cancer Panel v2.

Preguntas orientativas:

e /Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de

referencia? E
e Sise utilizé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si
B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccion o la )
. L. L L . X Bajo
interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision?
DOMINIO 3: Prueba de referencia
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber R Alto

introducido sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

Analisis de muestra tumoral, pero no detalla la técnica. En caso de discordancia con el resultado del plasma, la muestra de tejido
se analiza por segunda vez con NGS utilizando el mismo panel que en plasma

Preguntas orientativas:
e, El estandar de referencia clasifica correctamente la condicién de estudio? Si

e, Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la

prueba indice? Inela e
B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢{hay preocupacion de que la condicién blanco, .

i L X Bajo
clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta?
DOMINIO 4: Flujo y tiempos
A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? X Incierto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
Del total de pacientes reclutados (n = 425): 13 (3 %) fueron excluidos del analisis RAS por no cumplir criterios inclusiéon o no
disponer de muestra de tejido o plasma y 5 (1,2 %) por no tener andlisis BRAF.

Para andlisis RAS (n = 412), se excluyeron 6 pacientes (1,5 %) con tumor RAS salvaje y estado BRAF desconocido y para el
analisis BRAF (m = 407), se excluyeron 2 pacientes (0.5 %) por no tener muestra pareada plasma-tejido. Dado el bajo porcentaje
de pérdidas se ha considerado un riesgo de sesgo bajo.

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia: No aporta informacion al
respecto

Preguntas orientativas:

e Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Incierto
e ,Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si

e ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si

e, Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? No
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Autor/ano:
Vitiello, 2019

DOMINIO 1: Seleccién de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? X Alto

Prueba: Idylla™ para identificar mutaciones en RAS/BRAF Valoracion

Describir el método de seleccién de pacientes:

No se describe el proceso de seleccion de pacientes, solo se menciona que las muestras de plasma se recogieron de forma
longitudinal en pacientes que habian firmado un consentimiento informado. No se puede descartar que los pacientes ya tuvieran
disponible sus resultados de biopsia de tejido y fueran conocido su estatus frente a la mutacion de RAS/BRAF

Preguntas orientativas:

e ;Se incluy6é una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si
e ;Se evitaron exclusiones inapropiadas? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que los pacientes incluidos

y ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? R Bajo

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio): todos los pacientes incluidos presentaban CCRm; se desglosan los resultados en funcion de recibir o no
tratamiento previo anti-EGFR. La cohorte basal incluyé pacientes con mutaciones y sin mutaciones

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacién de la prueba indice haber introducido sesgos? K Incierto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

El analisis del ADNtc en plasma se realizo con la plataforma Idylla™ (Biocartis) basada en tecnologia gPCR. Detecta mutaciones
en KRAS/NRAS/BRAF (exones 2, 3, 4) y EFGR S492. El limite de deteccion de la prueba es de 10.000 copias de ADN salvaje
(80 ng por ml). La plataforma muestra un informe automatico una vez introducida la muestra de plasma en el cartucho. No hay
componente de subjetividad en la interpretacion de la prueba. El resultado de la prueba se produce de forma automatica, asi que
no influiria el conocimiento previo de los resultados de la prueba de referencia.

Preguntas orientativas:
e ;Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto
e Sjse utilizdé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccién o la
interpretacién de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision?

DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢ podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido sesgos? O Incierto

X Bajo

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

El andlisis de la muestra de tejido tumoral se realizd en el servicio de patologia de la universidad de Campani “Luigi Vanvitelli” con
una plataforma de NGS. Cuatro secciones del blogque de tejido fueron seleccionadas por caso. El ADN se obtuvo mediante el kit
para tejido QIAamp®DNA FFPE (Qiagen, Alemania) segun instrucciones del fabricante. Las bibliotecas de ADN se prepararon
con kit para biblioteca lonAmpliSeq™ 2.0 y se utilizé el panel v2 lonAmpliSeq para cancer de pulmén y colon, que analiza

504 mutaciones en 22 genes, incluidas KRAS, BRAF y NRAS. Se utilizé el software lon Reporter para analizar los datos de
secuenciacion. Se consideraron todas las variaciones Unicas de nucleétidos en los genes estudiados. No indica la procedencia
de la muestra de tejido (tumor primario o metastasis).

Preguntas orientativas:
e ;Elestandar de referencia clasifica correctamente la condicion de estudio? Si

e ;Seinterpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba indice? Incierto
B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢hay preocupacion de que la condicién objetivo,

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? X Bajo
DOMINIO 4: Flujo y tiempos
A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
Todos los pacientes fueron incluidos en el andlisis

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia: no informa. Solo se analizan los
datos de la cohorte basal, no han recibido tratamiento para el cancer metastésico

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Incierto
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
¢ ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si
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el Prueba: OncoBEAM para la deteccion de mutaciones del gen RAS

Garcia-Foncillas, Valoracion
2018 en plasma
DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? X Bajo

Describir el método de seleccién de pacientes:

Se incluyeron pacientes con CCRm recién diagnosticados o que presentan enfermedad recurrente después de reseccion y/o
QT. Todos los pacientes disponian de muestra de tejido FFPE (del tumor primario o de la metéstasis) para el anélisis de las
mutaciones. Se excluyé a pacientes que recibieron el Ultimo ciclo de QT <6 meses antes de la extraccion de sangre o con
extirpacion total de la lesién durante la cirugia. El reclutamiento se realizé entre noviembre de 2015 y octubre de 2016.

Preguntas orientativas:

e ;Se incluyd una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si
e ;Se evitaron exclusiones inapropiadas? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacioén de que los pacientes incluidos

y ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? R Bajo

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice y
ambito del estudio): se incluyen pacientes con CCRBm que no habian recibido tratamiento previo anti-EGFR.

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba indice haber introducido sesgos? K Incierto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:
Se utilizé el test OncoBEAM™ RAS CRC que detecta 34 mutaciones en KRAS/NRAS. Las muestras se analizan en el laboratorio
de cada centro participante (todos certificados para la realizacion del test). No se informa sobre umbral de corte.

Preguntas orientativas:
e ;Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto
e Sise utilizdé un punto de corte, ¢ este se especificd previamente? No

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que la conduccion o la

interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revisiéon? = Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido & Incierto

sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccion de mutaciones en KRAS/NRAS en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizé el procedimiento
estandar de cada centro (Pyrosequencing, Cobas, Therascreen, Idylla, CLART-CMA). Los casos discordantes se reanalizaron
con el método BEAMing (OncoBEAM RAS), utilizando un punto de corte del 1 %; estos analisis se centralizaron en el laboratorio
Sysmex. La biopsia se realizé en tejido del tumor primario en 204 pacientes (87,2 %) y en tejido procedente de la metéstasis en
30 (12,8 %).

Preguntas orientativas:

e ,El estandar de referencia clasifica correctamente la condicién de estudio? Si

e, Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba Incierto
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢{hay preocupacion de que la condicién blanco, .
i L R Bajo

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta?

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? X Incierto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:

Del total de pacientes reclutados (239) se incluyeron en el analisis de concordancia 236 pacientes (98,7 %). Todos los pacientes
incluidos para el analisis fueron considerados (no pérdidas), por lo que se ha considerado un riesgo de sesgo bajo.

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencién entre la prueba indice y la de referencia:
No se detalla, pero los pacientes se han incluido previamente al inicio del tratamiento

Preguntas orientativas:

e Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Incierto
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ; Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION 165



Autor/ano:
Grasselli, Prueba: OncoBEAM CRC RAS Kit para identificar mutaciones en RAS Valoracion
2017

DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? X Incierto

Describir el método de seleccién de pacientes:

Todos los pacientes debian tener un diagnéstico de CCRm con tejido tumoral disponible para andlisis de mutaciones, no haber
recibido tratamiento anti-EGFR antes de la toma de muestra de sangre y evidencia de enfermedad medible segun los criterios
RECIST. Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado

Preguntas orientativas:

e ;Se incluy6é una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si
e ; Se evitaron exclusiones inapropiadas? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacioén de que los pacientes incluidos

y ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? R Bajo

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio): todos los pacientes incluidos presentaban CCR avanzado y ninguno recibié tratamiento anti-EGFR antes
de la recogida de la muestra de sangre

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba indice haber introducido sesgos? X Bajo

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

El andlisis del ADNtc en plasma se realizé con el test OncoBEAM™ RAS CRC que detecta 34 mutaciones en KRAS/NRAS. Las
muestras se analizan en el laboratorio de Sysmex, utilizando un punto de corte prestablecido. Todas las muestras se analizaron
de manera cegada

Preguntas orientativas:

e ;Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Si

e Sise utilizdé un punto de corte, ¢ este se especificd previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacion de que la conduccién o la .
interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision? & Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido & Bajo

sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccion de mutaciones en KRAS/NRAS en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizé la tecnologia
PCR; en 10 pacientes (6,8 %) se utilizo el estatus histérico realizado con Therascreen Pyro y Cobas. Los casos discordantes se
reanalizaron con el método BEAMing (OncoBEAM RAS) y estos andlisis se centralizaron en el laboratorio Sysmex. La biopsia se
realizé en tejido del tumor primario en 121 pacientes (85 %) y en tejido procedente de la metastasis en 22 (15 %).

Preguntas orientativas:

e , El estandar de referencia clasifica correctamente la condiciéon de estudio? Si

e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba Si
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que la condicién objetivo, & Baio

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? )

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Alto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
Todos los pacientes incluidos para el andlisis fueron considerados (no pérdidas), por lo que se ha considerado un riesgo de
sesgo bajo.

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia: la mediana de tiempo entre la
extraccion de tejido para biopsia y la extraccion de plasma fue de: 1,2 meses (rango: 0-34) en los pacientes sin tratamientos
previos (42%, 61/146) y de 20,2 meses (rango: 0,4 -282) en los pacientes con tratamientos previos (58 %; 85/146).

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? No
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ; Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si
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Autor/afio- Prueba: BEAMing para la deteccion de mutaciones del gen RAS en

Schimiegel W, Valoracion
2017 plasma
DOMINIO 1: Selecciéon de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccién de pacientes haber introducido sesgos? X Incierto

Describir el método de seleccién de pacientes:

La muestra fue obtenida de dos cohortes aisladas de pacientes con CCR avanzado, una australiana (32 pacientes) y otra
alemana (66 pacientes). Se excluyeron cuatro pacientes: las muestras de plasma fueron inadecuadas para el anélisis de ADN
en tres pacientes y, en el cuarto, la muestra de tejido tumoral tampoco fue adecuada para el andlisis. El estudio no aportd datos
sobre la seleccion de los pacientes para su inclusion en las cohortes.

Preguntas orientativas:

e ;Se incluy6é una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto
e ;Se evitd un disefo de casos y controles? Si
e ; Se evitaron exclusiones inapropiadas? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢hay preocupacién de que los pacientes incluidos y

PR s Y, Incierto
ambitos no coincidan con la pregunta de la revision? =

Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice
y ambito del estudio): Los 32 pacientes de la cohorte australiana presentaban CCR avanzado (24 pacientes en estadio IVy 8
pacientes estadio Ill con multiples (>2) nddulos linfaticos afectados). Los 66 pacientes de la cohorte alemana presentaban CCR
metastasico (estadio IV): 61 de nuevo diagndstico y 5 con enfermedad en recurrencia

DOMINIO 2: Prueba indice

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacién de la prueba indice haber introducido sesgos? K Incierto

Describir cémo fue realizada e interpretada la prueba indice:

Se analizaron 33 mutaciones en el gen RAS (exones 2, 3y 4, KRAS y NRAS) mediante BEAMing en el laboratorio Sysmecs
Inostics.El resultado de la prueba se reporté como la cantidad fraccionaria de alelos de ADN mutado en relacion a los alelos de
ADN natural (no mutado) en la muestra de plasma. El punto de corte de la prueba RAS de BEAMing fue de 0,02 %

Preguntas orientativas:

e, Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto

e Sise utilizdé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccién o la .
interpretacion de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision? & Bajo
DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacién de la prueba de referencia haber introducido & Incierto

sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccion de mutaciones del gen RAS en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizaron diferentes métodos:
pyrosecuenciacion, secuenciacion Sanger o NGS. La biopsia se realizé en tejido del tumor primario en 76 pacientes (78 %) y en
tejido procedente de la metastasis en 22 pacientes (22 %). El tejido de la metastasis procedié del higado (82 %) y del pulmén (18 %).

Preguntas orientativas:
e ;Elestandar de referencia clasifica correctamente la condicion de estudio? Si
e ;Seinterpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba indice? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;hay preocupacién de que la condicién blanco,

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta? X Bajo
DOMINIO 4: Flujo y tiempos
A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? R Bajo

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2: Se
emplearon diferentes métodos para la determinacion de las mutaciones de RAS en el tejido tumoral, ademés se incluyeron
muestras del tumor primario y de las metéstasis. Se considerd que todo entra del estandar de cuidado, por lo que se ha
considerado un riesgo de sesgo bajo.

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia:

La muestra de sangre fue obtenida de cada paciente inmediatamente antes de la biopsia o reseccién del tumor primario 0 metastasis.

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? Si
e, Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Incierto
* ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si
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Autor/ano: Prueba: OncoBEAM para la deteccion de mutaciones del gen RAS en

Vidal, 2017 plasma Vel

DOMINIO 1: Seleccién de pacientes
A. Riesgo de sesgo: ¢podria la seleccion de pacientes haber introducido sesgos? R Incierto
Describir el método de seleccién de pacientes:
No especifica
Preguntas orientativas:

e ;Se incluyé una muestra de pacientes consecutiva o aleatoria de pacientes? Incierto

e ;Se evitd un disefio de casos y controles? Si

e ; Se evitaron exclusiones inapropiadas? Incierto

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢hay preocupacion de que los pacientes incluidos & Incierto

y ambitos no coincidan con la pregunta de la revision?
Describir los pacientes incluidos (pruebas anteriormente aplicadas, presentacion clinica, utilizacion prevista de la prueba indice y
ambito del estudio): se incluyen pacientes con CCR metastésico confirmado histolégicamente y sin terapia previa anti-EGFR.
DOMINIO 2: Prueba indice
A. Riesgo de sesgo: ¢ podria la realizacién o la interpretacién de la prueba indice haber introducido sesgos? K Incierto

Describir como fue realizada e interpretada la prueba indice:

Se utilizé el test OncoBEAM™ RAS CRC que detecta 34 mutaciones, incluyendo 16 mutaciones KRAS y 18 NRAS. Las muestras
se analizan en el laboratorio de cada centro participante y en el laboratorio de Sysmex. El umbral de corte se estandariza para
cada codon

Preguntas orientativas:

e , Se interpretaron los resultados de la prueba indice sin conocimiento de los resultados de la de referencia? Incierto

e Sise utilizé un punto de corte, ¢ este se especificod previamente? Si

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ¢ hay preocupacion de que la conduccion o la =
interpretacién de la prueba indice no coincida con la pregunta de la revision?

DOMINIO 3: Prueba de referencia

A. Riesgo de sesgo: ¢podria la realizacion o la interpretacion de la prueba de referencia haber introducido R Incierto

sesgos?

Describir como fue realizada e interpretada la prueba de referencia:

La prueba de referencia es la deteccién de mutaciones del gen RAS en la biopsia de tejido tumoral. Se utilizaron diferentes
métodos: Therascreen KRAS RGQ PCR, COBAS KRAS y pyrosecuenciacion. La biopsia se realizé en tejido del tumor primario
en 84 pacientes (73 %) y en tejido procedente de la metastasis en 12 pacientes (10,4 %). El tejido de la metastasis procedié del
higado (74,8 %), pulmén (38,3 %), nodos linfaticos (14,8 %) y peritoneo (23,5 %).

Preguntas orientativas:

e ,El estandar de referencia clasifica correctamente la condicién de estudio? Si
e ;Se interpretaron los resultados de la prueba de referencia sin conocimientos de los resultados de la prueba Incierto
indice?

B. Preocupaciones con respecto a la aplicabilidad: ;{hay preocupacion de que la condicién blanco, .
i L X Bajo

clasificada por la prueba de referencia, difiera de la pregunta?

DOMINIO 4: Flujo y tiempos

A. Riesgo de sesgo: ¢podria el flujo de pacientes haber introducido sesgos? X Alto

Describir cualquier paciente que no haya recibido la prueba indice y/o de referencia o haya sido excluido de la tabla 2x2:
Todos los pacientes incluidos para el analisis fueron considerados (no pérdidas).

Describir el intervalo de tiempo y cualquier intervencion entre la prueba indice y la de referencia:

El intervalo de tiempo entre la toma de muestra de tejido y sangre para ADNtc fue de 47,5 dias de mediana (0-1783)

Preguntas orientativas:

e ;Hubo un intervalo apropiado entre la prueba indice y la de referencia? No
e ;Todos los pacientes recibieron la prueba de referencia? Si
e ;Recibieron todos los pacientes la misma prueba de referencia? Si
e ;Se incluyeron todos los pacientes al andlisis? Si

*Si todas las preguntas orientativas son respondidas como “Sf”, entonces el riesgo es bajo.

Si alguna se responde como “No”, existe riesgo de sesgo. En este caso se debe emplear la guia desarrollada en la fase 2 para evaluar el riesgo de sesgo. La
categorfa “dudoso” solo se deberia emplear cuando existe informacion insuficiente para realizar la valoracion.

Fuente: QUADAS-2 (64)
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D 3. Estudios econémicos:

Descripcién del estudio: To et al. 2021

Especifica el tipo de evaluacién econémica realizada
Andlisis de coste-utilidad.

Si

No

Parcialmente

NP

]

Describe los objetivos del estudio

Estimar el potencial econémico para la salud de la QT adyuvante guiada por ADNtc (ADN
tumoral circulante) para el CCR en estadio II.

Describe la localizacion y fecha de realizacion del estudio
Australia, 2019

Pregunta de investigacion

¢Se describe adecuadamente la poblacion objeto de estudio?
Pacientes mayores de 65 afios con CCR en estadio I, tras la reseccion quirirgica.

¢ Se describe adecuadamente la intervencion objeto de estudio?

— QTA guiada por ct-DNA: pacientes ct-DNA positivo reciben tratamiento y los ct-DNA
negativo pasan a vigilancia.

— QA guiada por ct-DNA sensible a preferencias: pacientes con marcador positivo y una
proporcién de pacientes con resultado negativo reciben terapia

¢ Se describe/n adecuadamente el/los comparador/es evaluado/s?

Tratamiento estandar: pacientes con alto riesgo clinico-patologico recibe QTy el resto pasa a
vigilancia. La proporcién de pacientes que recibe QT se basa en un estudio de cohortes (Tie
et al. 2016), en el que QA fue administrada siguiendo las GPC de Australia.

¢Se identificaron adecuadamente los beneficios relevantes de cada alternativa?
Se incluyeron en el modelo los afios de vida ajustados por calidad (AVAC)

¢ Se identificaron adecuadamente los costes relevantes de cada alternativa?

¢El estudio se basa en una pregunta de investigacion claramente definida?
Método

¢Se indica la perspectiva del andlisis?
Pagador publico de servicios de salud

¢ Se especifica y justifica el horizonte temporal del estudio?
Toda la vida del paciente

En caso de ser necesario: ¢ se realizé un ajuste temporal (actualizacion) de los costes y
beneficios que se producen en el futuro? Anota la tasa de descuento.
5 % para costes y beneficios

Si corresponde: ¢ se utilizé un modelo para estimar los costes y beneficios?

Se modelizaron los datos de utilidades para el CCR estadio Il basados en un estudio
americano sobre pacientes en estadiolll y utilizando el método de compensacion de tiempo. El
tiempo hasta la recurrencia (TTR) se modelizé utilizando distribuciones del tiempo de curacion
hasta el evento.

¢ Se realizé y justificé un andlisis de sensibilidad?

Se realizd un andlisis de escenarios para el valor predictivo de ADNtc, la proporcion de
pacientes con ADNtc negativo que reciben QA, el coste de las pruebas de ADNtc y el

mayor uso de QT basada en capecitabina. Ademéas, para considerar los costes sociales
adicionales, se incluy¢ la pérdida salarial. También, se realizé un andlisis de sensibilidad
determinista unidireccional sobre todos los demas parametros del modelo (20 %) y un analisis
probabilistico ejecutando 10.000 simulaciones.

¢(El método empleado es adecuado?
Resultados

¢ Se presentan adecuadamente los parametros del estudio?

Se recogen en tablas los datos clinicos, las utilidades y los costes de cada alternativa con sus
correspondientes referencias.

¢ Se presentan los resultados mediante un andlisis incremental de costes y beneficios?
El estudio presenta el RCEI para las alternativas a evaluar.

¢ Se presentan los resultados del andlisis de sensibilidad?
Se presentan los resultados del andlisis de escenarios, asi como los resultados del andlisis
unidireccional deterministico y probabilistico.
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¢Los resultados estan correctamente sintetizados y descritos?

¢Las conclusiones estan justificadas?

¢ Estéa bien descrita la existencia o ausencia de conflicto de intereses?

¢Los resultados del estudio son generalizables a la poblacion y contexto que interesan?
El andlisis se hace para la poblacion e indicacion de interés, pero para el contexto del Sistema | O | O X ]
de Salud de Australia.
Pregunta de investigacion 2| o 0 0
¢ El estudio se basa en una pregunta de investigacion claramente definida?
Método 2| o 0 0
¢El método empleado es adecuado?
Resultados
. I . X | O [} m}
¢ Los resultados estan correctamente sintetizados y descritos?
Conclusiones
. P X | O [} m}
¢ Las conclusiones estan justificadas?
Conflicto de interés
— - - - - - - X | O [} m}
¢ Esta bien descrita la existencia o ausencia de conflicto de intereses?
Validez externa al o = O
¢Los resultados del estudio son generalizables a la poblacion y contexto que interesan?

Abreviaturas: NP: no procede
Fuente: fichas de lectura critica (FLC) Osteba
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Anexo E. Curva SROC (metanalisis RAS)
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— Riesgo de sesgo
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Anexo F. Articulos excluidos

14

15

16

18

e

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

174

Autor, ano, identificador

Bachet JB, et al. 2023 https://dx.doi.org/10.1016/j.ejca.2023.05.022

Bahnassy AA, et al. 2019. https://doi.org/10.1016/j.yexmp.2018.12.006
Bando H, et al. 2020. https://doi.org/10.1038/s41416-020-0766-1
Basnet S, et al. 2016. https://doi.org/10.7150/jca. 14801

Beagan JJ, et al. 2020. https://doi.org/10.3390/jcm9061738

Benesova L, et al. 2019. https://doi.org/10.3748/wjg.v25.i48.6939
Benhaim L, et al. 2021. https://doi.org/10.1016/j.ejca.2021.09.004
Bettegowda C, et al. 2014. https://doi.org/10.1126/scitransimed.3007094
Boedigheimer M, et al. 2018. https://doi.org/10.1158/1535-7163.Targ-17-A032
Boysen AK, et al. 2019. https://doi.org/10.1007/s12094-018-1997-y
Boysen AK, et al. 2020. https://doi.org/10.1080/0284186X.2020.1806357
Brozos E, et al. 2020. https://doi.org/10.1200/JC0.2020.38.4_suppl.217
Brozos-Vazquez E, et al. 2023. https://doi.org/10.3390/cancers15143578
Cai M, et al. 2023. https://doi.org/10.1080/00365521.2022.2106152
Callesen LB, et al. 2022. https://doi.org/10.1177/17588359221133171
Callesen LB, et al. 2023. https://doi.org/10.1016/j.clcc.2023.07.005
Callesen LB, et al. 2023. https://doi.org/10.1016/j.annonc.2023.04.490
Cassinotti E, et al. 2013. https://doi.org/10.1016/S1743-9191(13)60017-5
Chan HT, et al. 2022. https://doi.org/10.3389/fonc.2022.1055968

Chan RH, et al. 2021. https://doi.org/10.3389/fonc.2021.589673

Chang L, et al. 2023. https://doi.org/10.1093/oncolo/oyad151

Chaudhuri AA. 2023. https://doi.org/10.1667/RADE-23-00044.1

Chen L, et al. 2022. https://doi.org/10.1021/acsami.2c08560

Chen'Y, et al. 2022. https://doi.org/10.1007/s00384-022-04144-4
Chereches G, et al. 2017. PMID: 28730771

Chidharla A, et al. 2023. https://doi.org/10.3390/ijjms241210230
Chitwood H, et al. 20283. https://doi.org/10.1188/23.CJON.369-374

Chu HY; et al. 2021. https://doi.org/10.3390/cells10051149

Ciardiello D, et al. 20283. https://doi.org/10.3390/cancers15072117
Ciardiello D, et al. 2024. https://doi.org/10.1001/jamanetworkopen.2024.5635
Ciardiello D, et al. 2024. https://doi.org/10.1016/j.ctrv.2024.102683
Dawood ZS, et al. 20283. https://doi.org/10.1245/s10434-022-12641-7
Day D, et al. 2022. https://doi.org/10.1016/j.annonc.2022.04.184

de Abreu AR, et al. 2023. https://doi.org/10.3390/cancers15041284

De Mattia E, et al. 2020. https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00897

Dhiman A, et al. 2023. https://doi.org/10.1097/SLA.0000000000005856

BIOPSIA LIQUIDA EN EL MANEJO DE CANCER COLORRECTAL ESTADIOS I-IV

Motivo de exclusién

Poblacién pacientes estadio IV
(estudio prondstico)

Distinto comparador
Distinto tipo de publicacion
Distintos resultados
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con metastasis peritoneales)
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Distinto tipo de publicacion
Distintos resultados
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Distinto tipo de publicacion
Distinto disefio

Distintos resultados
Distinto tipo de publicacion
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