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ABREVIATURES 
ADCC: citotoxicitat cel·lular lligada a anticòs o  antibody-dependent cell mediated-
citotoxicity 
CAFs: fibroblastes associats al càncer  
CECOG:  Central European Co-operative Oncology Group 
CCR: càncer colorectal 
CCRm: càncer colorectal metastàtic 
CMS: consensus molecular subtype 
CTL: limfòcits citotòxics T  
DP: double-positive phenotype 
EGFR: epidermal growth factor receptor 
EMT: transició epiteli-mesènquima 
FcRs: receptors for the Fc portion of IgG or Fc gamma receptors  
IGFR: insulin-like growth factor receptor 
IGF-1R: type 1 insulin-like growth factor receptor    
IGFBP-3: insulin-like growth  factor-binding protein 3 
MMP-7: matrix metalloproteinase-7 
MSI: inestabilitat de microsatèl·lits 
NF-B: nuclear factor kappa B 
NK: natural killers 
RECIST: response evaluation criteria in solid tumors 
RFS: recurrence free survival 
VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor  
SG: supervivència global 
SLP: supervivència lliure de progressió 
STAT3: signal transducer and activator of transcription 3  
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TAM: macròfags associats a tumor o tumor-associated macrophages 

VEGF : vascular endothelial growth factor 

Vs: versus 
WT: wild-type 
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1. INTRODUCCIÓ 
1.1 Epidemiologia i generalitats en el maneig oncològic del càncer colorectal 
(CCR) 

El càncer colorectal és el tercer tumor en incidència nivell mundial. Representa 1.3 
milions de nous diagnòstics de càncer i 694000 morts a l’any 2012 (1). 

El CCR és també una de les més freqüents de càncer en els països occidentals i és 
la segona causa de mort per càncer a Espanya.  

A Espanya es diagnostiquen cada any més de 40.000 casos nous de CCR (2) amb 
més de 15000 morts per aquest tumor cada any (Institut Nacional d’Epidemiologia. 
Mortalitat per càncer 2014).  

Dels casos nous diagnosticats, el 15-20% presenten malaltia metastàtica en el 
moment del diagnòstic i fins al 50 % de tots els pacients presentaran finalment malaltia 
metastàtica.  

Històricament, la mitjana de supervivència dels pacients afectes d’un càncer 
colorectal metastàtic ha estat de 10-12 mesos si són tractats amb fluoropirimidines 
(5-fluorouracil).  

Nombrosos  factors clínics s’han relacionat amb el pronòstic i la resposta a la 
quimioteràpia del CCR. Alguns relacionats amb el pacient, com són l’edat, l’estat 
general (perfomance status/PS), la pèrdua ponderal, l’anèmia i la funció del òrgans 
vitals (fetge, ronyó i medul·la). Altres, relacionats amb el tumor, com són l’estadi 
tumoral, el nombre i localització de metàstasis, paràmetres de càrrega tumoral 
(leucocitosi, CEA, LDH), l’interval lliure de malaltia, entre d’altres (3). També 
marcadors moleculars i genètics, destacant la inestabilitat de microsatèl·lits (MSI) i 
mutacions en RAS i BRAF(4). 

La introducció d’oxaliplatí i irinotecan va augmentar la mitjana de supervivència fins 
als 19-20 mesos (5). 
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Amb intenció de millorar els resultats assolits amb quimioteràpies com 5-fluorouracil, 
irinotecan i oxaliplatí, es varen desenvolupar teràpies biològiques o dirigides. Entre 
d’altres cal destacar els tractaments dirigits contra el receptor del factor de creixement 
epidèrmic (EGFR) i contra el receptor de creixement vascular (VEGFR)(6)(7)(8).  

1.2 El receptor del creixement del factor epidèrmic (EGFR) 

EGFR és una proteïna tirosina quinasa que s’expressa en múltiples tipus de cèl·lules 
tumorals, incloent-hi els tumors de mama, ovari, bufeta, cap i coll, pròstata i tumor 
colorectal, entre d’altres.  

El tractament que inhibeix processos bioquímics de la carcinogènesi dependents 
d’EGFR aconsegueixen que el tumor disminueixi (respongui al tractament). Així 
mateix, el tractament amb anticossos monoclonals inhibidors d’EGFR augmenta la 
supervivència del pacient amb càncer colorectal metastàtic. Actualment, existeixen 
dos anticossos monoclonals aprovats pel tractament del càncer colorectal metastàtic, 
cetuximab i panitumumab.  

1.2.1 Tractaments anti-EGFR. Cetuximab i panitumumab 

Cetuximab és un anticòs quimèric de la subclasse IgG1. El anticòs té una afinitat 
d’unió a EGFR major que el lligant natural EGF. Cetuximab bloqueja la unió d’EGF i 
TGF-, inhibint l’activació induïda pels lligants d’aquest receptor tirosina quinasa, i per 
tant, inhibeix així el creixement tumoral. També produeix la internalització del receptor 
EGFR, impedint la interacció amb el receptor. Com a molècula IgG1 estimula la 
immunitat cel·lular depenent d’anticòs (9). Cetuximab té un efecte antitumoral additiu 
en ser combinat amb quimioteràpia 

Panitumumab és un altre anticòs anti-EGFR destacat. Panitumumab és un anticòs 
IgG2 totalment humanitzat que, com cetuximab, bloqueja la unió de EGF i TGF- amb 
el seu receptor, inhibint així el creixement tumoral. Pel fet de ser totalment humanitzat 
estimula dèbilment la immunitat cel·lular depenent d’anticòs (10). 

Els anticossos actuen directament sobre les cèl·lules tumorals o indirectament 
mitjançant les cèl·lules immunes del microambient tumoral. La seva capacitat de 
induir la regressió tumoral depèn de la seva naturalesa bifuncional: el fragment d’unió 
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a l’antigen (Fab) confereix una especificitat contra el antigen, mentre que el fragment 
constant (Fc) desencadena funcions efectores anticòs-dependents mitjançant la 
participació de una varietat de receptors de Fc (FcRs). Aquestes funcions efectores 
inclouen la citotoxicitat i la fagocitosi cel·lular  depenent de anticossos (ADCC i ADCP) 
i la citotoxicitat dependent del complement (CDC). 

Els anticossos clínics són de la classe IgG, que es subdivideixen en 4 isotips: IgG1, 
IgG2, IgG3, IgG4. La regió Fc d’aquest 4 isotip s’uneix als FcRs amb diferent afinitat 
i especificitat. Los FcRs estan localitzats en la superfície de les cèl·lules immunes 
efectores NK (Natural Killers), neutròfils, macròfags/monòcits. Poden exercir un rol 
activador quan correspon a Fc GRI, Fcg RIIA, FcRIIIA o bé un acció inhibitòria quan 
correspon a  FcRIIb(11). Cal destacar que els anticossos IgG2 i els IgG4 interactuen 
escassament amb els FcRs i presenten funcions efectores escasses, mentre que els 
IgG1 i IgG3 interactuen més fortament amb els FcRs i, per tant, produeixen funcions 
efectores potents. En particular, l’IgG1 és isotip més eficaç en la mediació ADCC. 

1.2.2 Perfil de toxicitat dels tractaments anti-EFGR 

El tractament amb agents anti-EGFR s’ha associat amb toxicitat dermatològica. És 
habitual rash cutani, el creixement anormal de les parpelles i trastorns oculars (12). 
L’efecte advers més freqüent associat a tractaments anti-EGFR és l’erupció 
acneïforme que apareix en 80% del pacients tractats. La majoria són esdeveniments 
d’intensitat lleu o moderada. Aquest rash apareix normalment a cara, part superior del 
tòrax i esquena, i es caracteritza l’aparició de lesions papulopustulars. El maneig 
consisteix en la utilització d’antibiòtics orals i tòpics, corticoides tòpics i cremes 
emol·lients (13) (14). El tractament preventiu precoç disminueix de manera 
significativa la seva incidència e intensitat millorant la qualitat de vida dels pacients 
tractats amb agents anti-EGFR (15). 

Altres toxicitats relacionades amb els tractaments anti-EGFR són: les reaccions 
d’hipersensibilitat ( 5%, <3% greus), diarrea,  hipomagnesèmia i neutropènia.  
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1.3 Desenvolupament dels tractaments anti-EGFR 

1.3.1 Desenvolupament previ a la incorporació de biomarcadors de resposta 

Al 2004 es va publicar un estudi randomitzat en què es va demostrar que cetuximab 
era actiu en tumors de còlon metastàtic resistent a irinotecan. Es va objectivar que la 
combinació d’irinotecan més cetuximab tenia un 22% de respostes, mesurada per 
criteris RECIST (16), i si el cetuximab era utilitzat en monoteràpia condicionava un 
10% de respostes (17). En aquest estudi els pacient encara no se seleccionaven per 
cap biomarcador molecular.  

Amb el suport d’aquests resultats, es va estudiar l’activitat de cetuximab en la primera 
línia del tractament oncològic del càncer colorectal metastàtic (CCRm).  

L’estudi CRYSTAL, és un estudi randomitzat, amb el qual es va valorar l’eficàcia de 
FOLFIRI + cetuximab setmanal en la primera línia de tractament. El disseny d’aquest 
estudi fase III compara FOLFIRI + cetuximab versus FOLFIRI (18). 

Paral·lelament es va desenvolupar l’estudi OPUS. Aquest és un estudi fase II 
randomitzat, en què es va valorar l’eficàcia de FOLFOX més cetuximab setmanal 
versus FOLFOX en la primera línia de tractament (19).  

Tant l’estudi CRYSTAL com l’estudi OPUS van demostrar que afegir cetuximab a 
quimioteràpia en primera línia és més eficaç que tractar amb quimioteràpia sola. 

La pauta d’administració estàndard de cetuximab implica una infusió setmanal del 
fàrmac (18) (19). Un estudi Fase I, publicat al 2010, va objectivar que l’administració 
bisetmanal era funcionalment equivalent a l’administració setmanal de cetuximab 
(20). Posteriorment, es van publicar diversos estudis Fase 2, en segona i tercera línia 
de tractament en població no seleccionada biomarcador, que donaven suport a l’opció 
d’utilitzar cetuximab en règim bisetmanal. Un estudi publicat al 2010, avaluava el perfil 
de seguretat en 70 pacients tractats amb cetuximab bisetmanal més irinotecan (21). 
En l’estudi es va objectivar com principals efectes adversos del tractament la diarrea 
severa per un 13 % dels pacient i el rash cutani sever en un 10%. Després d’objectivar 
també una supervivència lliure de progressió a les 24 setmanes del 22%, els autors 
van concloure que la pauta bisetmanal de cetuximab és activa i segura, per la segona 
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línia de tractament associat a irinotecan. Una pauta bisetmanal de Cetuximab tindria 
avantatges en termes de comoditat pels pacients i en termes d’eficiència sanitària 

1.3.2 Biomarcadors de resposta a tractament anti-EGFR 

1.3.2.1 Incorporació de RAS com a biomarcador de resposta a tractaments anti-
EGFR. 

En el successiu desenvolupament dels tractaments anti-EGFR, es van identificar 
diversos biomarcadors de resposta que permetien maximitzar el benefici del 
tractament amb anti-EGFR. Després d’un anàlisis retrospectiu de l’estudi CRYSTAL, 
es va identificar que el 37% del pacients presentaven una mutació en el gen KRAS. 
La mutació de KRAS condicionava absència de benefici del tractament amb anti-
EGFR. Per altra banda, es va objectivar que els pacients sense mutació en l’exó 2 de 
KRAS obtenien un benefici major del tractament anti-EGFR que la població global de 
l’estudi. Els tumor KRAS natius tractats amb quimioteràpia més anti-EGFR responien 
en 57% del casos i en un 39% dels casos si es tractaven amb quimioteràpia sola. 
Amb aquest resultats, es va confirmar que l’estatus mutacional de KRAS era un 
biomarcador d’eficàcia per cetuximab setmanal + FOLFIRI(22). Resultats similars es 
van objectivar en termes d’eficàcia per FOLFOX + cetuximab setmanal, després de 
fer un anàlisis retrospectiu de l’estatus de KRAS de la població inclosa en l’estudi 
OPUS(23). 

L’any 2012, es van publicar els resultats d’un metanàlisi dels estudi CRYSTAL i 
OPUS, amb que va objectivar la consistència del benefici d’afegir cetuximab a la 
primera línia de quimioteràpia en pacients KRAS natiu en termes de taxa de resposta, 
supervivència lliure de progressió i supervivència global (24).  

Al 2007 un anàlisi retrospectiu de l’estudi pivotal Fase III de panitumumab en 
monoteràpia per CCRm, definit prospectivament, va aportar evidència que 
panitumumab beneficiava clínicament als pacients KRAS-WT (25). 

El  estudi PRIME va avaluar el paper de panitumumab associat a quimioteràpia, 
esquema FOLFOX,  en primera  línia de tractament per pacients  KRAS-WT (26). 
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L’estudi PRIME va assolir el seu objectiu  principal, en augmentar la SLP de forma 
significativa per pacients amb CCRm KRAS-WT. 

L’estudi PLANET va comparar panitumumab associat a FOLFOX o FOLFIRI en 
primera línia de tractament, sense objectivar diferències segons la quimioteràpia 
assignada (27).  

Altres mutacions en la via de RAS (EGFR) poden predir absència de benefici dels 
tractament contra EGFR. Un anàlisi posterior del mateix estudi PRIME, va objectivar 
que els tumors amb una mutació als exons 3 i 4 de KRAS o una mutació als exons 
2,3,4 de NRAS tampoc es beneficiaven de tractament anti-EGFR. D’altra banda, es 
va objectivar un major benefici del tractament per aquells pacient sense les noves 
mutacions (mutacions de resistència) descrites (28). A partir de la publicació 
d’aquests resultats, l’avaluació́ de NRAS, va ser inclosa de forma generalitzada en les 
guies de pràctica clínica.  

 

 
Figura 1 .  Hazard ratio de supervivència global segons el perfil mutacional del KRAS 
i RAS, en pacients afectes de CCRm tractats, en primera línia, amb FOLFOX vs 
FOLFOX-panitumumab. Adaptat de: Douillard J-Y. et al. N Engl J Med. 2013; 369 
(11):1023–34. 
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Posteriorment, l’interès es va centrar en comparar els tractaments de quimioteràpia 
més anti-EGFRs  amb els tractament de quimioteràpia més antiangiogènics 

L’estudi PEAK és un estudi randomitzat fase 2 en que comparava FOLFOX més  
panitumumab contra FOLFOX més bevacizumab (29). L’estudi va objectivar una 
augment de SLP en pacients diagnosticats de un CCRm RAS-WT. També es va 
objectivar una augment SG per població RAS-WT/BRAF-WT (30).  

L’estudi FIRE-3 va comparar, en primera línia de tractament de CCRm, FOLFIRI + 
cetuximab versus FOLFIRI + bevacizumab. En aquest estudi es van incloure 592 
pacients KRAS exó 2-WT. Les dades d’eficàcia en població RAS-WT (n=400) 
objectiven que la SG mitjana va ser millor en la branca de FOLFIRI + cetuximab  que 
en la branca de FOLFIRI + bevacizumab. La branca amb QT + cetuximab va assolir 
una SG de 33 mesos i amb QT + bevacizumab va assolir una SG de 25 mesos (31) . 

L’estudi CALGB també va comparar, en primera línia, quimioteràpia, ja fos FOLFOX 
o FOLFIRI, associat a cetuximab o bevacizumab. A diferència de lestudi FIRE-3, no 
es van objectivar diferències entre ambdues branques (32).  

La pauta d’administració de cetuximab en règim bisetmanal en primera línia i població 
KRAS-WT, ha estat avaluada pel grup CECOG (Central European Co-operative 
Oncology Group) . El grup CECOG va portar a terme un estudi fase II randomitzat. En 
aquest estudi es van randomitzat 152 pacients a rebre FOLFOX + cetuximab 
bisetmanal, o bé, la mateixa quimioteràpia i cetuximab setmanal. L’estudi va objectivar 
una taxa de resposta de 62% amb la pauta cetuximab bisetmanal versus 53% amb la 
pauta de cetuximab setmanal. La SLP va ser similar per les dos branques, 9.2 i 9.5 
mesos, respectivament. La SG també va ser similar entre ambdues branques, amb 
mitjanes de 23 i 25 mesos, respectivament. La conclusió dels autors va ser que el 
tractament amb FOLFOX i cetuximab setmanal o bisetmanal, són igualment actius 
(33) . 
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Figura 2.  Supervivència global dels pacients RAS-WT inclosos en l’estudi FIRE-3 
segons el grup de tractament assignat.  Adaptat de: Stintzing S. et al. Lancet Oncol 2016;17:1426–1434. 
 
1.3.2.2 BRAF com a biomarcador en CCRm 

BRAF és un altre biomarcadors destacat en CCRm. Les mutacions de BRAF (gairebé 
sempre V600E) es troben en un 8%-12% dels pacients amb CCRm. La mutació en 
V600E en BRAF és un biomarcador pronòstic negatiu destacat en CCRm. Tran et al 
van reportar un mediana de supervivència per pacients CCRm BRAF-mutat de 10.4 
mesos, molt inferior al 34 mesos assolits pel grup BRAF-WT (34). Els pacients amb 
que pateixen un tumor BRAF mutat, tenen en 2/3 dels casos el tumor en el costat dret, 
associat a un augment de carcinomatosi peritoneal i metàstasis ganglionars a 
distància. Al voltant d’un 1/3 del tumors BRAF mutat tenen també inestabilitat de 
microsatèl·lits (MSI). Malgrat el valor predictiu negatiu de BRAF no està fermament 
demostrat, dos metanàlisis van objectivar que el benefici dels tractaments anti-EGFR 
és major en pacients RAS i BRAF-WT que pels tumors RAS-WT/BRAF mutat (35) 
(36). Per altra banda i recentment, s’ha descrit que les mutacions No-V600 en BRAF 
defineixen un subtipus clínic diferent de excel·lent pronòstic (37). En l’estudi OPUS, 
mencionat abans, es va determinar que BRAF estava mutat en 7.9% dels casos i que 
aquesta mutació s’associava negativament a supervivència global (HR=1.82); però 
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no a la supervivència lliure de progressió.  Les guies clíniques europees recomanen 
la determinació de BRAF a tots els pacient amb CCRm donat el seu destacat valor 
pronòstic (38) (39). 

BRAF és també un biomarcador positiu de resposta a tractament inhibidors de BRAF. 
El tractament amb vemurafenib, un inhibidor de BRAF, associat a cetuximab més 
irinotecan ha demostrat, recentment, un augment de la SLP i la Taxa de respostes. El  
bloqueig simultani a EGFR i BRAF és una estratègia de tractament prometedora pels 
pacient amb CCRm BRAF V600E mutat (40) . 

1.3.2.3 Lateralitat tumoral 

Els tumors de còlon dret són menys incidents. S’acompanyen de mutacions a BRAF 
amb més freqüència del que ho fan els tumors de còlon esquerre. Al diagnòstic 
presenten tumors amb un estadi més avançat i s’associen a un pitjor pronòstic que 
els tumor de còlon esquerre (41) (42).  

Una possible explicació d’aquestes diferències és el diferent origen embriològic de la 
part proximal i distal del còlon. Ambdues parts s’adjunten a l’alçada dels dos terços 
proximals i el terç distal del còlon transvers i tenen diferent aportació sanguínia i 
diferent drenatge venós i limfàtic. A més a més, destacaria que la lateralitat tumoral 
es relaciona amb una biologia i característiques moleculars diferenciades (43).  

L’anàlisi de diferents estudis avaluant l’eficàcia dels tractaments oncològics ha posat 
en relleu la rellevància de la localització tumoral del CCR en termes pronòstic i també 
predictius de resposta als tractaments anti-EGFR.  

En un anàlisis retrospectiu dels estudis CRYSTAL i FIRE-3, es va analitzar els 
resultats segons lateralitat pels pacients RAS-WT(44). Es va objectivar una marcada 
millora en termes de taxa de resposta, SLP i SG pels pacients amb tumor de còlon 
esquerre respecte als tumor de còlon dret. En tumors de còlon esquerre, FOLFIRI + 
cetuximab va millorar significativament la SG respecte a FOLFIRI + bevacizumab. En 
tumors de còlon dret, s’objectivava un escàs benefici d’afegir cetuximab a la 
quimioteràpia estàndard (estudi CRYSTAL) i no s’objectivaven diferències entre 
FOLFIRI + cetuximab o bevacizumab (estudi FIRE-3). 
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En un destacat anàlisi retrospectiu del estudi CALGB/SWOG 80405 es va analitzar 
els resultats segons lateralitat pels pacients KRAS-WT (44). En primer lloc, val a dir 
que la supervivència dels pacients amb un tumor KRAS-WT de còlon dret era 
significativament menor que si el tumor estava localitzat al còlon esquerre (HR de 
1.56; OS 34.2 mesos versus 19.4 mesos, respectivament). En segon lloc, els pacients 
amb un tumor en còlon esquerre presentaven una discreta milloria en SG si rebien 
tractament amb quimioteràpia QT + cetuximab enlloc de QT + bevacizumab (SG de 
37 i 34 mesos respectivament, sense diferències estadísticament significatives). 
Contràriament, els pacients afectes d’un tumor de còlon dret, assolien una discreta 
milloria quan eren tractats amb quimioteràpia + bevacizumab (SG de 9 i 7 mesos 
respectivament, sense assolir diferències significatives). 

En un anàlisi retrospectiu conjunt dels estudis PRIME i PEAK (45), els pacients amb 
CCRm RAS-WT afectes d’un tumor esquerre assolien, de nou, millors resultats en 
termes de taxa de resposta, SLP i SG, respecte als tumors de còlon dret. Els tumors 
de còlon esquerres es beneficiaven significativament de l’addició de panitumumab a 
la QT. 

Finalment, al 2017 es publiquen 2 metaanàlisi que conclouen que els tumor de còlon 
esquerre tenen millor pronòstic que els tumor de còlon dret. La lateralitat, si el tumor 
és de còlon esquerre, és un factor predictiu de resposta, SLP i SG per tractaments 
anti-EGFR (46)(47). 

En resum, la lateralitat reflecteix una diferent biologia i característiques moleculars, 
que condicionen un millor pronòstic pels tumors de còlon esquerre(48) i prediu uns 
millors resultats pels pacients amb tumors de còlon esquerre RAS-WT quan són 
tractats amb quimioteràpia + anti-EGFR respecte als comparadors dels diferents 
estudis mencionats. El CCRm amb primari a còlon dret necessita un abordatge 
diferent; la seva especial genètica obliga a un abordatge diferent.  
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1.3.2.4 Classificació molecular-genètica-immunològica 

1.3.2.4.1 Classificació molecular 

L’evolució dels tractament diana en CCRm ha consistit fonamentalment en reconèixer 
biomarcadors que permetin predir un resposta negativa als tractaments anti-EGFR. 
Recents avenços en el nostre coneixement de subtipus genòmics i transcriptòmics 
estan influenciant positivament el desenvolupament d’aquest biomarcadors.  

El CRC va ser un dels primers tumors sòlids en ser molecularment caracteritzat. El 
model que va descriure Vogelstein i col·laboradors descrivien com una acumulació 
progressiva d’ esdeveniments genètics i epigenètics abocaven a la formació de 
adenoma i carcinoma (49). Es descrivia una alteració progressiva en gens supressors 
tumoral com APC, TP53 i SMAD4; així com en oncogens com KRAS i PI3K; que 
portaven a la gènesi i progressió del CCR. 

L’expressió gènica està íntimament relacionada amb el fenotip i comportament 
tumoral i s’ha utilitzat per identificar subtipus biològicament homogenis dins el CCR.  
El resultat ha estat la descripció d’una classificació molecular consensuada que 
permet categoritzar la majoria de CCR en un de quatre subtipus moleculars (50) .  Els 
subgrups són el consensus molecular subtype 1 o CMS1 o MSI-Immune, que 
representa el 14% dels tumors en estadi inicial; el CMS2 o canònic, 37% dels tumors 
en estadi inicial; CMS3 o metabòlic, 13% dels tumors estadi inicial i CMS4 o 
mesenquimal, 23% dels tumors estadi inicial. 

Els tumors classificats com a CMS1 o MSI-immune es caracteritzen per ser 
hipermutats, hipermetilats, estar enriquit per mutacions de BRAF V600E i tenir una 
rellevant infiltració i activació immune. Presenten millor pronòstic si no recauen i un 
pitjor pronòstic després de la recaiguda, respecte a la resta de subtipus. La majoria 
dels tumors MSI estan classificats dins aquest subgrup. 

El tumors classificats com CMS2 o canònics es caracteritzen per tenir una alta 
inestabilitat cromosòmica amb una destacada alteració en el número de còpies 
somàtiques (SCNA high). Es caracteritza també per una activació de les vies de WNT 
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i MYC i un augment de l’expressió d’oncogens com EGFR, HER2, IGF2, ciclines, entre 
altres.  

El tumors classificats com CMS4 o mesenquimals es caracteritzen per tenir també 
una alta inestabilitat cromosòmica, així com activació de la via de transició epiteli-
mesènquima i stemness, amb un rol destacat per TGF i altres integrines,  mostra 
una sobreexpressió de proteïnes relacionades amb la remodelació de la matriu 
extracel·lular i el complement; així com infiltració de cèl·lules estromals, 
particularment CAFs o càncer-associated fibroblasts. És el grup amb pitjor 
supervivència lliure de recaiguda i SG. 

El tumors classificats com CMS3 o metabòlics, tenen un perfil genòmic i epigenòmic 
globalment diferenciat comparat amb els altres subgrups, consistent amb menys 
alteracions en número de còpies somàtiques. La característica dominant a nivell de 
vies de senyalització tumoral és la reprogramació metabòlica amb activació de la 
glutaminolisi i lipidogènesi. A més estan enriquits amb mutacions activadores de 
KRAS. 

Així, els diferents subgrups moleculars tenen diferent pronòstic. A més, la previsió 
pronòstica de cada subgrup molecular canvia segons l’ estadificació de la malaltia. 
Així doncs, per malaltia en estadis inicials, el CMS1 és el de millor pronòstic i el CMS4 
el de pitjor pronòstic. En cas de malaltia en estadi avançat, el CMS2 és el de millor 
pronòstic sent els de pitjor pronòstic els CMS1 i CMS4.  
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Figura 3. Subtipus moleculars del CCRm i les seves principals característiques. 
Adaptat de: Guinney J et al. Nat Med. 2015;21(11):1350–6. 
 

Els subgrups moleculars semblen tenir també un paper predictiu de resposta.  

Pel que fa al tractament adjuvant del CCR, el subgrups moleculars permetrien predir 
la resposta a oxaliplatí. Al 2016, Song i col·laboradors, van publicar un anàlisi del 
estudi NSABP C-07 d’adjuvància, amb 1035 pacients inclosos, en que s’ analitzava 
la utilitat de afegir oxaliplatí a 5-fluorouracil en estadi III, segons el subgrup 
molecular(51). Es va objectivar que el subgrup CMS2 es beneficiava de forma 
significativa de afegir oxaliplatí, amb una HR de 0,61 per recurrence-free-survival 
(RFS). Per la resta de subgrups moleculars, no s’assolia una millora estadísticament 
significativa RFS. 

Pel que fa al tractament de CCRm, s’ha objectivat una diferent sensibilitat als 
tractaments anti-EGFR segons els diferents subgrups. De Sousa i col·laboradors, van 
identificar, no només que el subgrup molecular mesenquimal conferia mal pronòstic, 
si no, que a més, conferia resistència als tractaments anti-EGFR en pacients 
prèviament tractats (52).  

L’any 2017 es van comunicar els resultats del estudi FIRE-3 segons els subtipus 
moleculars. Stintzing i col·laboradors conclouen que no s’objectiven diferències 
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estadísticament significatives en supervivència pels pacients RAS-WT  segons els 
subgrups CMS, observant-se una marcada tendència en el subgrup CMS4 a favor de 
FOLFIRI  més cetuximab respecte a FOLFIRI + bevacizumab(53). 

Per altra banda, el mateix any 2017, es van comunicar els resultats segons el 
subgrups moleculars del estudi CALGB 80405. Lenz i col·laboradors van comunicar 
que els pacients inclosos en l’anàlisi amb un CMS1 assolien una millor supervivència 
quan rebien quimioteràpia més bevacizumab enlloc de cetuximab. Contràriament, els 
pacients del subgrup molecular CMS2 assolien una millor supervivència quan rebien 
quimioteràpia més cetuximab enlloc bevacizumab. Amb aquest resultats suggereixen 
que alguns subgrups moleculars són predictius de resposta a bevacizumab o 
cetuximab(54). 

L’ aplicació generalitzada de la classificació transcriptòmica dels subtipus moleculars 
en la pràctica clínica diària implica dificultats, tant pels costos de la tècnica, com 
requeriments de material tumorals necessaris. Una mètode alternatiu és la 
immunohistoquímica que representa una eina molt útil en el diagnòstic clínic, per ser 
una eina cost-efectiva i de ràpida implementació. El tumors poden ser subclassificats 
molecularment amb l’ús de la immunohistoquímica analitzant l’expressió de 5 
marcadors cel·lulars tumorals, el HTR2B, FRMD6, ZEB1, CDX2 i la pancitoqueratina, 
amb una alta correlació amb la classificació transcriptòmica(55).  

El recent descobriment del subgrups moleculars en CCR ha revelat correlacions entre 
subtipus molecular, propensió a metastatitzar i resposta a tractament. Aquests 
subgrups es caracteritzen per una activitat diferenciada en les diverses vies de 
senyalització cel·lular. A més, els diferents subtipus moleculars també alberguen 
diferent pronòstic. La classificació per subtipus moleculars (CM ) associa els tumors 
tipus mesenquimal/CMS4 (56) amb mal pronòstic (50)(52) i amb relativa resistència 
al tractament amb quimioteràpia i a anti-EGFR (55). Cal tenir present que la 
classificació molecular està basada en l’anàlisi de tumors primaris colorectals i, en 
l’actualitat, es desconeix si l’estan preservats en malaltia metastàtica. La disseminació 
i nidificació tumoral en diferents òrgans requereix de l’adaptació de la cèl·lula tumoral 
per sobreviure i proliferar i això podria implicar una alteració en els patrons d’expressió 
gènica. És més, l’expressió gènica podria canviar en la mesura que el tumor està 
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pressionat per tractament oncològics, ja siguin neoadjuvant, adjuvants o 
pal·liatius(57)(58)(59).   

Recentment s’ha publicat la discordància en la classificació molecular entre el tumor 
primari i les metàstasis hepàtiques de fins al 45%. Aquesta discordància és més 
notòria en els pacients que haurien rebut tractament amb quimioteràpia prèvia a la 
resecció de metàstasis hepàtiques, que aquells pacients que no n’haurien rebut. En 
aquests casos el canvi predominantment hauria estat d’un tumor primari tipus epitelial 
(no exposat prèviament a quimioteràpia) cap a unes metàstasis amb un patró 
mesenquimal (exposades a quimioteràpia). Aquestes troballes suggereixen  que el 
tractament amb quimioteràpia neoadjuvant influencia la biologia cel·lular i condueix el 
tumor cap a una fenotip mesenquimal (60). Aquesta troballa és important, doncs 
implica que la subclassificació molecular via immunohistoquímica del tumor primari, 
no pot ser simplement extrapolada per subclassificar el tumor metastàtic, que pot 
canviar condicionat pel tractaments rebuts.  

1.3.2.4.2 Classificació immunològica.  

El grup de Galon i col·laboradors van ser els primers en demostrar la rellevància de 
signatures immunològiques específiques pel que fa al pronòstic del CCR en estadis 
inicials (61). La infiltració del tumor per limfòcits citotòxics T (CTLs) i  cèl·lules Th1 
amb un perfil immunològic dominat per interferó-, es correlaciona positivament amb 
la supervivència. Contràriament, la infiltració del tumor per cèl·lules Th17 i un perfil 
immunològic dominat per Interleukina-17 es correlaciona amb mal pronòstic (56). 
Estudis recents han establert un anàlisi comprensiu dels perfils immuno-fenotípics del 
CCR.   

El CCR pot tenir un perfil dominat per defectes en la via de mismatch repair, 
hipermutat i amb inestabilitat de microsatèl·lits. Aquest primer subtipus immunològic 
es caracteritza per l’alta infiltració de cèl·lules T citotòxiques i cèl·lules Th1, que alhora 
estan inhibides per una sobreexpressió de múltiples elements clau de la resposta 
immune o immune checkpoints (62)(56). Alguns exemples d’aquest checkpoints 
serien CTL-associated antigen 4 (CTLA4) o programmed death protein ( PD1), entre 
d’altres. Aquest immunofenotip es correspon habitualment al grup molecular CMS1. 
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Un altre subtipus immune característic és el tipus inflamat. En aquest subtipus 
inflamat, el CCR es caracteritza per una marcada sobreexpressió de factors 
immunosupressors, com ho és TGF-, i una alta expressió de gens que codifiquen 
quimiocines per atreure cèl·lules mieloides, incloent-hi chemokine (C-C motif) ligand 
2 (CCL2), IL-23 i IL-17. Aquest subtipus inflamat està lligat al EMT i a CMS4. Els 
tumors CMS4 no solament estan infiltrats per cèl·lules endotelials i per CAFs sinó 
també per cèl·lules immunes de la immunitat innata. Aquest subgrup presenta un pitjor 
pronòstic i va associat a un microambient pro-metastàtic (63).  

Finalment un subtipus immune correspon a aquells tumors pobrement immunogènics. 
Presenten una absència de infiltració limfocitària i de citoquines immuno-reguladores. 
Aquest subgrup correspon fonamentalment als subtipus moleculars CMS2 i CMS3.  

 

 
Figura 4. Classificació immunològica del CCR.  
Adaptat de: Dienstmann R et al. Nat Rev Cancer. 2017 Feb;17(2):79-92. (108) 
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1.3.2.4.2.1 Macròfags associats a tumor  

Els macròfags estan involucrats en diferents processos fisiològics i patològics (64),  
però més enllà d’aquestes funcions, el macròfags s’han identificat com a una peça 
clau per orquestrar el microambient tumoral (65). Els macròfags associats a tumor 
(TAM) són de fet un component destacat de la inflamació relacionada amb el càncer, 
que poden exercir una influència dual en el tumor, depenent de la seva activació, 
polaritzant-se cap a una fenotip clàssic (M1) que juga un paper proinflamatori i 
supressor tumoral; o bé, polaritzant-se cap a un fenotip alternativament activat ( M2) 
que juga un paper immunosupressor, protumoral i proangiogènic (66). El fenotip M1 
indueix una reacció de les cèl·lules T helper tipus I ( Th1), mentre que el fenotip M2 
ho fa de cèl·lules T helper tipus II (67). Els macròfags que infiltren els teixits tumorals 
són estimulats per citoquines i quimiocines derivades del tumor i de les cèl·lules T a 
que es polaritzin cap a un fenotip M2 (68). L’eix CCL2/CCR2, el factor de creixement 
derivat de les plaquetes (PIGF) i HRG (histidine-rich glycoprotein) regulen la 
polarització dels fenotip M1 i M2 i el reclutament de TAMs cap el microambient 
tumoral. Els TAMs estan fortament regulats pels nuclear factor-Kappa b ( NF-B) en 
la inflamació associada a càncer (69). NF-B promociona la progressió tumoral 
propiciant la sobreexpressió de factors proangiogènics i citoquines protumorals com 
el VEGF  i lligant de quimiocines 18 ( CCL-18) que aboca a la angiogènesi tumoral, la 
migració i la immunosupressió (70) (71).  
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Figura 5 . Polarització i funció dels macròfags. Adaptat de: Gordon S et al. Immunity. 
2010;32(5):593–604. 
 
1.3.2.5 Heterogeneïtat molecular temporal i espacial 

Tots els estudis mencionats prèviament, revelen una heterogeneïtat tumoral del CRC 
a nivell genòmic, transcriptòmic i a nivell immunològic. La heterogeneïtat tumoral ha 
estat avaluada també a nivell espacial i temporal.  

S’ha determinat que hi ha una alta correlació entre oncogens driver, com KRAS, 
NRAS i BRAF,  entre tumor primari i metàstasis naïve de tractament (72)(73)(74).  

Així mateix, s’ha publicat una alta correlació entre l’anàlisi de mutacions de RAS en 
teixit tumoral i DNA circulant en sang perifèrica (75).  

Malgrat aquesta alta correlació inicial, a mesura que es sotmet el tumor a la pressió 
terapèutica dels agents anti-EGFR, apareixen mutacions de resistència que 
disminueixen la eficàcia del tractament (76)(77). Així mateix, les discordances 
mutacional entre àrees tumorals incrementen, com a resultat d’una selecció clonal.  
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A més de la heterogeneïtat espacial, també s’ha descrit canvis mutacional d’acord al 
factor temps. Quan la pressió terapèutica baixa, la fraccions clonal mutades baixen, i 
ens permet reconsiderar retractar amb agents anti-EGFR, concepte conegut com 
“rechallenge” terapèutic (78) . 

Així la heterogeneïtat espacial i temporal són factors rellevant al hora d’indicar un 
possible tractament anti-EGFR. 

 
Figura 6. Heterogeneïtat molecular condiciona resistència secundària a tractaments 
anti-EGFR. Adaptat de: Misale S. et al. Nature 2012; 486 (7404):532-6. 
 

1.3.2.6 IGF i MMP-7 

Malgrat els doblets FOLFIRI o FOLFOX més cetuximab o panitumumab són efectius 
en primera línia de tractament per pacients amb CCRm RAS-WT (79)(32)(28), no tots 
els pacients es beneficien plenament d’aquests tractament anti-EGFR. Per aquest 
motiu cal nous biomarcadors per guiar-ne el seu ús d’una forma més eficient. 

El tipus 1 del receptor del insulin-like growth factor ( IGF-1R ) és una glicoproteïna 
transmembrana composada per dos subunitats extracel·lulars i dos subunitats 
citoplasmàtiques que actuen com a receptor tirosina quinasa(80)(81). IGF-1R està 
activat en el CCR, mediant en processos claus com la proliferació cel·lular, la 
resistència a l’apoptosi i la regulació de la transició epiteli-mesènquima en les cèl·lules 
tumorals (EMT)(82)(83).  
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STAT3, necessari per la proliferació i supervivència inicial de la cèl·lula tumoral (84), 
està també constitutivament activat en el CCR mitjançant diversos receptors de 
creixement cel·lular (EGFR i IGFR) a través de AKT/mTOR/RAC1 (85) o induït pels 
fibroblasts associats al càncer (CAFs) mitjançant IL-6-JAK1/2 (86)(87).  

Matrix metalloproteinase 7 (MMP-7), també coneguda com matrilisina, és un membre 
de una família de endopeptidases dependents de zinc(88). MMP-7 és secretada per 
les cèl·lules tumorals i afavoreix la progressió, la invasió i la metàstasis tumoral.  
MMP-7 està sobreexpressat en tumor de pàncrees i es correlaciona amb una 
disminució de la SG (89).  MMP-7 està alhora induït per STAT3 (90). 

S’ha objectivat una retroalimentació en la activitat MMP-7 i IGF-1R. MMP-7 juga un 
paper clau en la biodisponibilitat de IGF-I i IGF-II mitjançant la degradació d’Insulin-
like growth  factor-binding protein 3 (IGFBP-3) (91)(92)(93), que alhora mesurava tant 
en l’activació de NF-B dependent de IGF-1R (94), com en l’activació de NF-B 
independent de IGF-1R (95). 

El terme NF-B fa referència a una família de factors de transcripció lligats a una 
seqüència comú del DNA coneguda com B site. Es considera que NF-B té un rol 
crític en la regulació de l’apoptosi donada la seva capacitat d’activar l’expressió de 
molts gens anti-apoptòtics (96).  

Per altra banda, s’ha demostrat que el bloqueig de IGF-1R condiciona una supressió 
de la invasió cel·lular tumoral, mitjançant la regulació decreixent de MMP-7(97).  

Recentment, s’ha reportat que IGF-II activa IGF-1R i STAT3 d’una forma més efectiva 
que IGF-I i a més indueix EMT (98). 

Així doncs, IGF-1R i MMP-7 contribueixen per múltiples vies de senyalització tumoral 
a activar dos factors transcripcionals destacats STAT3 i NF-B. 

El grup GEMCAD va publicar els resultats d’un estudi on es correlacionava, 
l’expressió concomitant de MMP-7 i l’activació de IGF-1R,amb mal pronòstic per 
pacient KRAS-WT pretractats amb quimioteràpia i tractats amb anti-EGFR(99), però 
fins al moment actual, aquest resultats restaven per ser validats. 
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Figura 7. IGF-1R i STAT3 intervenen en processos claus com la proliferació cel·lular 
i la regulació de la transició epiteli-mesènquima en les cèl·lules tumorals. Adaptat de: 
Yao C. et al. Stem Cells 2016; 34 (4): 820-31.  
 

 
Figura 8 . Supervivència dels pacients amb CCRm KRAS-WT segons la coexpressió 
de p-IGF-1R i MMP-7 (DP). Adaptat de: Hörndler C. et al. Cancer Biol Ther 2011; 
11(2):177-83. 
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1.3.2.7Altres biomarcadors en CCRm 

HER2: L’amplificació d’ HER2 ha demostrat ser un mecanisme de resistència a 
tractaments anti-EGFR. Aproximacions terapèutiques per aquest tipus de pacients 
estan en desenvolupament (100).  

PTEN: L’expressió de PTEN està associada amb SG en pacients amb càncer de còlon 
tractats amb anti-EGFRs. Els tumors que no expressen PTEN tenen un pitjor 
pronòstic.  El seu rol com a factor predictiu de resposta és controvertit (101).  

Fusions a ALK, ROS i NTKR:  Els pacients que pateixen un tumor que alberga una 
fusió en ALK, ROS o NTKR presenten una supervivència inferior als pacients que no 
la presenten, presentant una mitjana de supervivència de 15 mesos versus 33 mesos 
respectivament. Els pacients pateixen un CCRm que presenta reordenaments a ALK, 
ROS i NTKR presenten resistència primària a tractaments anti-EGFR (102). 

Fusions a RET:  Els pacients que pateixen un CCRm que alberga una fusió a RET 
presenten una pitjor supervivència global que aquells que no l’alberguen, amb 
mitjanes de SG de 14 m i 38 mesos, respectivament (103). 

 
Figura 9. Supervivència dels pacients amb CCRm portadors d’un arrengament a 
ALK, ROS o NTKR. Adaptat de: Pietrantonio F. et al. ALK, ROS1, and NTRK 
rearrangements in metastatic colorectal cancer. J Natl Cancer Inst. 2017;109 (12) 
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2. HIPÒTESI I OBJECTIUS 
Hipòtesi 

- L’administració de cetuximab en règim bisetmanal pot ser igual d’eficaç que 
l’administració setmanal estàndard. 

- La determinació de nous biomarcadors pot ajudar-nos a identificar els pacients 
diagnosticats de CCRm RAS-WT que més es beneficiaran d’un tractament anti-EGFR 
associat a quimioteràpia.  

 

Objectiu 2.1 

Determinar la eficàcia, mitjançant la taxa de respostes objectives, d’un règim de 
cetuximab bisetmanal associat a quimioteràpia (esquema FOLFOX) en el tractament 
de primera línia de CCRm KRAS natiu i demostrar, que és equivalent a la que la 
literatura científica atribueix a la pauta setmanal de cetuximab . 

Així mateix  avaluar la SLP i SG i la toxicitat d’un règim de cetuximab bisetmanal 
associat a quimioteràpia en primera línia de tractament. 

Objectiu 2.2 

Avaluar la coexpressió de p-IGF-1R i de MMP-7 com a biomarcador pronòstic i 
predictiu de resposta en pacients diagnosticats de CCRm RAS no mutats. Així mateix, 
identificar altres possibles nous biomarcadors predictius.  
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Biweekly cetuximab in combination with FOLFOX-4
in the first-line treatment of wild-type KRAS
metastatic colorectal cancer: final results of a phase
II, open-label, clinical trial (OPTIMIX-ACROSS Study)
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Mercedes Salgado7, Eugeni Saigi8, Luis Cirera9* on behalf of the ACROSS Study Group

Abstract

Background: This phase II study aims to evaluate the efficacy and safety of biweekly cetuximab in combination
with oxaliplatin, leucovorin, and fluorouracil (FOLFOX-4) as first-line treatment of metastatic wild-type KRAS colorectal
cancer.

Methods: Previously untreated patients with wild-type KRAS tumours received biweekly cetuximab (500 mg/m2 on day
1) plus FOLFOX-4 (oxaliplatin 85 mg/m2 on day 1, leucovorin 200 mg/m2 on days 1 and 2, and fluorouracil as a 400 mg/
m2 bolus followed by a 22-hour 600 mg/m2 infusion on day 1 and 2). Treatment was continued until disease progression,
onset of unacceptable toxicities, metastases surgery, or discontinuation request. The primary endpoint was ORR.

Results: The intention-to-treat population included 99 patients with a median age of 64.1 years (range, 34-82). The ORR
was 60.6% (95% CI, 50.3% to 70.3%). The median follow-up was 17.8 months; the median OS and PFS were 20.8 and
10.1 months, respectively. Metastases from colorectal cancer were surgically resected in 26 (26.3%) patients, with complete
resection achieved in 18 (69.2%) patients. Median PFS and OS in patients undergoing metastatic resection were 12.6 and
29.5 months, respectively. The most common grade 3-4 toxicities were neutropenia (32.3%), acne-like rash (15.2%) and
diarrhoea (11.1%).

Conclusions: The efficacy of the biweekly combination of cetuximab with FOLFOX-4 in patients with wild-type KRAS
tumours supports the administration of cetuximab in a dosing regimen more convenient for patients and healthcare
providers. The activity of the biweekly administration is similar to what has been reported for the weekly regimen.
Reported toxicity was also consistent with the known toxicity profile of weekly cetuximab.

Trial registration: EudraCT Number 200800690916

Keywords: Cetuximab, FOLFOX-4, Metastatic colorectal cancer, First-line, Wild-type KRAS

Background
Colorectal cancer (CRC) is the second most common
cancer and the second leading cause of cancer mortality
in Europe [1]. The major cause of death in CRC are dis-
tant metastases [2]. It is expected that approximately
25% of patients diagnosed with CRC present with metas-
tasis at initial diagnosis, whereas approximately 50% of

patients will develop metastatic CRC (mCRC) during the
follow-up [3].
Significant advances in the treatment of mCRC have

been made within the last years after decades of only mod-
est progress with 5-fluorouracil (5-FU) monotherapy.
Consequently, the combination of oxaliplatin or irinotecan
with 5-FU have markedly improved treatment outcomes
[4-6]. Furthermore, the addition of targeted therapies to
conventional mCRC chemotherapy regimens has resulted
in further improvement of efficacy results [7].
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Cetuximab, a chimeric monoclonal antibody that targets
the epidermal growth factor receptor (EGFR), is currently
a component of the standard of care for mCRC [8]. Two
randomised clinical trials demonstrated the clinical ef-
ficacy of adding weekly cetuximab to irinotecan- or
oxaliplatin-based chemotherapy regimens in the first-line
treatment of patients with wild-type KRAS mCRC [9-12].
The standard cetuximab dosing regimen, both as a

monotherapy and in combination with chemotherapy,
involves an initial intravenous infusion of 400 mg/m2

with subsequent weekly doses of 250 mg/m2. In contrast,
a biweekly dosing schedule -every 14 days- would offer
several advantages in terms of convenience and a more
economical use of healthcare resources [13]. Moreover,
these benefits would be enhanced in mCRC treatment
regimens as standard first-line chemotherapy regimens
approved for use in combination with cetuximab in
wild-type KRAS mCRC, such as oxaliplatin, 5-FU infu-
sion and leucovorin (FOLFOX) or irinotecan plus 5-FU
infusion and leucovorin (FOLFIRI), are already adminis-
tered in a biweekly basis.
The feasibility of a biweekly cetuximab administration

schedule was demonstrated in a two-part phase I dose-
escalation study [14]. This study demonstrated that
cetuximab can be safely administered as single agent or
in combination with FOLFIRI at doses between 400 and
700 mg/m2 in a biweekly schedule, and 500 mg/m2 was
established as the recommended dose on the basis of
pharmacokinetic exposure data [14]. Furthermore, data
provided by several studies involving a combined regi-
men of cetuximab and irinotecan support the hypothesis
that safety and efficacy of a biweekly schedule are similar
to a weekly schedule [15-17].
Seeking to increase convenience for patients and

healthcare providers, this phase II study was designed
with the aim to evaluate the efficacy and safety of bi-
weekly cetuximab in combination with FOLFOX-4 in
the first-line treatment of wild-type KRAS mCRC.

Methods
Study design
This multicentre, single-arm, open-label, phase II clinical
trial was carried out in 15 Spanish centres (EudraCT
Number: 2008-006909-16). The local authorities and
ethic committees or institutional review boards at each
participating centre approved the study protocol and its
amendments. The study was conducted in accordance
with the ethical principles of the Declaration of Helsinki.
All patients provided written informed consent.

Patients
Inclusion criteria were an age of 18 years of older, histo-
logically confirmed colorectal carcinoma, wild-type
KRAS tumours, first occurrence of metastatic disease, at

least one radiologically measurable lesion, a life expect-
ancy of ≥12 weeks, an Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG) Performance Status ≤1, and adequate
hematologic, hepatic and renal function. Patients with
prior exposure to anti-EGFR therapy or chemotherapy
for metastatic disease (with the exception of oxaliplatin
if completed ≥6 months prior to inclusion) were not eli-
gible for inclusion.

Study treatment
Patients received a biweekly intravenous (IV) infusion of
cetuximab (500 mg/m2 on day 1) followed by FOLFOX-
4 (2-hour oxaliplatin 85 mg/m2 infusion on day 1 in tan-
dem with a 2-hour leucovorin 200 mg/m2 infusion on
day 1 and 2, and 5-FU as a 400 mg/m2 bolus followed
by a 22-hour 600 mg/m2 infusion on day 1 and 2).
Cetuximab was administered over 2 hours in the first
cycle, over 1.5 hours in the second cycle and over 1 hour
thereafter. Appropriate prophylactic medication was ad-
ministered to prevent the occurrence of acute hypersen-
sitivity reactions before each cetuximab administration.
Protocol dose modifications were permitted in the event

of predefined toxic effects related to chemotherapy or
cetuximab [17]. In the event of unacceptable toxicity due to
5-FU/leucovorin, oxaliplatin, or cetuximab, the agent
responsible could be discontinued and the patient
could continue with the other study medications.
However, protocol modifications did not allow the
maintenance of oxaliplatin as a monotherapy or in
combination with cetuximab. Treatment was continued
until disease progression, onset of unacceptable toxic
effects, a patient/physician request to discontinue, or
surgery for metastases.

Study assessments
Pre-treatment evaluations included the determination of
KRAS mutation status. Mutation analysis was performed
centrally at the Hospital Universitario Mútua Terrassa.
Tumour DNA was extracted from formaldehyde-fixed
paraffin-embedded tissues. Mutant KRAS in exon 2 was
detected using a validated KRAS mutation kit (DxS
LTD., Manchester UK) that identifies seven somatic mu-
tations located in codons 12 and 13 using allele-specific
real-time PCR. The analysis was performed in an ABI
Prism 7300 instrument (Applied Biosystems).
Computed tomography (CT) or magnetic resonance

imaging (MRI) was performed at baseline, every 8 weeks
during the first 6 months of the study, and every
12 weeks thereafter until disease progression. Adverse
events were collected throughout the study period. All
adverse events recorded were graded according to the
Common Toxicity Criteria of the National Cancer
Institute (CTC-NCI) version 3.0.
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Statistical analysis
The primary endpoint of the study was the objective re-
sponse rate (ORR) defined according to the Modified
Response Criteria in Solid Tumours (RECIST 1.1) [18].
Secondary endpoints included progression-free survival
(PFS), duration of response, overall survival (OS) and tox-
icity profile of biweekly cetuximab in combination with
FOLFOX-4. Patients who underwent surgery for metasta-
ses were censored at the date of surgery in the PFS ana-
lysis. Median PFS and OS following metastasectomy were
also assessed for this group of patients. The cut-off date
for collection of survival data was November 19th, 2012.
A sample size of 98 patients was calculated to detect a

95% confidence interval (CI) for the ORR of 50-70%,
assuming an estimated rate of 60% according to previ-
ous studies and an anticipated 10% of patient loss to
follow-up [9].
The intention to treat population (ITT) included all

patients that received at least one dose of the combin-
ation chemotherapy (four drugs) and had at least one
radiological assessment at 8 weeks. Safety analysis was
conducted in the group of patients that received at least
one dose of any of the four drugs (oxaliplatin, leucov-
orin, 5-FU or cetuximab).
Numerical variables were summarized as mean and

standard deviation (SD). For categorical variables, abso-
lute and relatives frequencies were calculated. Time-to-
event variables were analysed using the Kaplan-Meier
method. Relative dose intensity (RDI) was calculated by
dividing the dose intensity of the administered regimen
by the dose intensity of the drug in the standard planned
regimen. Data analysis was performed using the Statis-
tical Analysis System version 9.2 (SAS 9.2).

Results
Patient disposition and baseline characteristics
From July 2009 until December 2011, 101 patients were
included in the study. Two patients immediately with-
drew their consent. The ITT population consisted of 99
patients. Safety analysis was carried out on the 99 patients
who received at least one dose of any component of the
study treatment. Demographic and clinical characteristics
at baseline are shown in Table 1. Median age of the pa-
tients was 64.1 years (range: 34-82 years). Thirty-five pa-
tients presented with metastases limited to the liver. The
median duration of follow-up was 17.8 months.

Efficacy
The best confirmed ORR was 60.6% (95% CI, 50.3% to
70.3%) (4 complete and 56 partial responses) (Table 2).
Thirty patients (30.3%) had stable disease. Therefore, the
disease control rate (DCR) was 90.9% (95% CI, 83.4% to
95.8%). In the 60 patients with a partial or complete

response, median time to onset of response was 1.9 months
and median duration of response was 8.6 months.
Objective disease progression was observed in 68 pa-

tients. Median PFS was 10.1 months (Q1-Q3, 6.5-14.8)
(Table 2; Figure 1). Time to progression, defined as time
from the first treatment administration to the first ob-
jective disease progression in the 60 patients who had a
complete/partial response, was 10.4 months (Q1-Q3,
6.8-17.9). At the time of data collection cut-off there
were 57 deaths (57.6%). The median OS was 20.8 months
(Q1-Q3, 11.6-32.8) (Table 2; Figure 2).

Table 1 Demographic and clinical data at baseline in the
intention-to-treat population

Characteristic N = 99

Male, n (%) 66 (66.7)

White/Caucasian ethnicity, n (%) 98 (99.0)

Median age, years (range) 64.1 (34-82))

ECOG status, n (%)

0 51 (51.5)

1 48 (48.5)

Tumor status at diagnosis, n (%)

T1 1 (1.0)

T2 6 (6.1)

T3 43 (43.4)

T4 25 (25.3)

Unknown 24 (24.2)

Node status at diagnosis, n (%)

N0 22 (22.2)

N1 24 (24.2)

N2 25 (25.3)

Unknown 28 (28.3)

Metastases status at diagnosis, n (%)

M0 21 (21.2)

M1 76 (76.8)

Unknown 2 (2.0)

Primary tumor site, n (%)

Colon 59 (59.6)

Rectum 40 (40.4)

Metastases sites*, n (%)

Liver 87 (87.9)

Lung 39 (39.4)

Lymph nodes 27 (27.3)

Other 17 (17.1)

Prior therapy, n (%)

Adjuvant chemotherapy (FOLFOX) 9 (9.1%)

Neoadjuvant chemo-radiotherapy for rectal cancer 7 (7.1%)

Surgery 48 (48.5%)

Abbreviations: ECOG Eastern Cooperative Oncology Group, ITT Intention to
treat, Q1-Q3 Interquarile range.
*A patient may had metastases in more than one organ.
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Twenty-six patients (26.3%) underwent surgery for
liver metastases, with complete surgical resection (R0)
observed in 18 (18.2%) patients. The median PFS and
OS after surgical resection of metastases were 12.6 months
and 29.5 months, respectively. Twenty-one patients
(80.8%) who underwent surgery for metastases received
adjuvant chemotherapy. Thirteen of the 21 patients
continued with cetuximab-containing regimens after
surgery.

Treatment exposure
The median duration of cetuximab treatment was
20.9 weeks (range: 1-148). The median cumulative
dose of cetuximab was 4659.4 mg/m2 and the median
intensity of dose per cycle was 447.1 mg/m2; there-
fore the median cetuximab dose used in this study
was similar to the recommended 500 mg/m2 dose.
Consequently, the median relative dose intensity was
89%, with a total of eighty-two patients (82.8%) re-
ceiving ≥80% relative dose intensity (RDI) of cetuxi-
mab. Thirty-nine patients (39.4%) had at least one
cetuximab dose reduction. Delays in cetuximab dosing
were mostly due to skin reactions. As for chemotherapy,
the median duration of oxaliplatin and 5-FU treatment
was 18.3 weeks (range: 1-46) and 22.9 weeks (range: 1-83),
respectively. A RDI ≥80% was achieved in 58 patients
(58.6%) for oxaliplatin and in 55 patients (55.6%) for 5-FU.
Two or more lines of treatment were received by 62.6%
of patients, whereas 5.1% of patients underwent surgery
and did not receive additional lines of treatment post-
surgery.

Safety
Adverse events (AEs) of any grade occurring in at least
10% of patients and grade 3 or 4 AEs occurring in at
least 2% of patients are summarized in Table 3. Seventy-
seven patients (77.8%) presented at least one grade 3 or
4 AE. The most common grade 3 or 4 AEs were neutro-
penia (32.3%) and diarrhoea (13.1%).
For grade 3 or 4 special adverse events, 15.2% pa-

tients presented with acne-like rash, 6.1% presented
with nail toxicity (this special event category included
the preferred terms nail toxicity and paronychia) and
no patient presented with infusion-related reactions
(this special event category included the preferred
terms “infusion related reaction” and “pyrexia”). Hypo-
magnesemia was reported in only one patient (grade 4).
Cetuximab was discontinued in 33 patients (33.3%),
oxaliplatin was discontinued in 41 patients (41.4%) and
5-FU was discontinued in 25 patients (25.3%) due to
adverse events.
Disease progression was the primary cause of death

(91.2% of deaths). Two patients died due to an unrelated
AE and one patient died due to a related AE. This pa-
tient presented with pulmonary fibrosis that was consid-
ered related to oxaliplatin and/or cetuximab.

Discussion
This study showed that the efficacy of biweekly-
administered cetuximab in combination with FOLFOX-4
is similar to what has been reported for the standard
weekly cetuximab dosing regimen as first-line treatment
of wild-type KRAS mCRC. The ORR obtained in the
present study (61%) was similar to the figure reported in a
previous phase II study with a weekly administration of
cetuximab in combination with FOLFOX-4 [10]. A
similar ORR was also obtained (62%) in the biweekly
cetuximab arm of the recently published randomised
study performed by the Central European Co-operative
Oncology Group (CECOG) [19]. In the weekly cetuxi-
mab arm of that phase II study, a lower ORR was ob-
tained (53%). The CECOG trial was not powered to
establish non-inferiority of biweekly administration ver-
sus weekly administration of cetuximab, so further stud-
ies would be needed to confirm their findings.
The median PFS (10.1 months) observed is also in line

with the 8.3 months and 9.5 months reported in previ-
ous studies with weekly cetuximab combined with
FOLFOX-4, and very similar to the figure obtained in
the biweekly arm of the CECOG trial (9.2 months)
[10,19]. It was also slightly longer than the range of
8.4-9.1 months reported for standard weekly cetu-
ximab in combination with other oxaliplatin-based
chemotherapy regimens in patients with wild-type
KRAS mCRC [7,20]. Although the short median
follow-up of our study does not permit us to draw

Table 2 Efficacy in the intention-to-treat population

Variable ITT population
N = 99

Response, n (%)

Complete response 4 (4.0)

Partial response 56 (56.6)

Stable disease 30 (30.3)

Progressive disease 5 (5.1)

Not available 4 (4.0)

ORR, % (95% CI) 60.6 (50.3 to 70.3)

DCR, % (95% CI) 90.9 (83.4 to 95.8)

Progression-free survival

Progression event, n (%) 68 (68.7)

Months of progression-free
survival, median (Q1-Q3)

10.1 (6.5-14.8)

Overall survival

Death, n (%) 57 (57.6)

Months of overall survival, median (Q1-Q3) 20.8 (11.6-32.8)

Abbreviations: CI confidence interval, DCR disease control rate, ITT intention-to-
treat, ORR objective response rate, Q1-Q3 Interquarile range.
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definitive conclusions regarding OS, the median time
obtained (20.8 months) was slightly shorter but con-
sistent with the median OS reported for standard
weekly cetuximab in combination with FOLFOX-4 and
in the biweekly arm of the CECOG trial [10,19].

Complete surgical resection of colorectal liver metas-
tases is potentially curative and provides clear survival
benefits in patients with disease confined to the liver.
Within this context, 35 out of 99 patients in our study
presented with only liver metastases. 26.3% of patients

Figure 1 Kaplan-Meier plot for progression-free survival in the intention to treat (ITT) population.

Figure 2 Kaplan-Meier plot for overall survival in the intention to treat (ITT) population.
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underwent surgery for colorectal liver metastases and a
R0 resection rate was achieved in 18% of patients. This
R0 resection rate is higher than that reported in the
cetuximab weekly arm (5%) and in the cetuximab every
second week arm (10%) of the CECOG trial [10,19].

However, in contrast to the CECOG trial metastases re-
sectability was not a selection criterion in the present
study. Therefore, while some patients were initially can-
didates for surgery, other patients presented with unre-
sectable metastases. In our study, surgical resected

Table 3 Adverse events

Adverse event Any grade Grade 3 or 4

Any adverse event* 97 (98.0%) 77 (77.8%)

Blood and lymphatic system disorders

Anaemia 11 (11.1%) 2 (2.0%)

Febrile neutropenia 6 (6.1%) 5 (5.1%)

Leukopenia 15 (15.2%) 1 (1.0%)

Neutropenia 49 (49.5%) 32 (32.3%)

Thrombocytopenia 23 (23.2%) 2 (2.0%)

Gastrointestinal disorders

Abdominal pain 30 (30.3%) 2 (2.0%)

Diarrhoea 58 (58.6%) 13 (13.1%)

Intestinal obstruction 8 (8.1%) 8 (8.1%)

Nausea 28 (28.3%) 2 (2.0%)

Stomatitis 52 (52.5%) 5 (5.1%)

Vomiting 21 (21.2%) 1 (1.0%)

General disorders and administration site disorders

Asthenia 65 (65.7%) 8 (8.1%)

Immune system disorders

Drug hypersensitivity 9 (9.1%) 3 (3.0%)

Metabolism and nutrition disorders 37 (37.4%) 4 (4.0%)

Anorexia 25 (25.3%) 2 (2.0%)

Musculoskeletal and connective tissue disorders

Back pain 8 (8.1%) 2 (2.0%)

Nervous system disorders

Dysaesthesia 11 (11.1%) 2 (2.0%)

Dysgeusia 12 (12.1%) 1 (1.0%)

Peripheral neuropathy 11 (11.1%) 2 (2.0%)

Neurotoxicity 22 (22.2%) 2 (2.0%)

Paraesthesia 40 (40.4%) 6 (6.1%)

Psychiatric disorders

Anxiety 3 (3.0%) 2 (2.0%)

Respiratory, thoracic and mediastinal disorders

Pulmonary embolism 3 (3.0%) 2 (2.0%)

Skin and subcutaneous tissue disorders

Dry skin 23 (23.2%) 4 (4.0%)

Vascular disorders

Deep vein thrombosis 3 (3.0%) 2 (2.0%)

Special adverse event categories

Acne-like Rash 91 (91.9%) 15 (15.2%)

Infusion related reactiona 14 (14.1%) 0 (0.0%)

Nail toxicityb 28 (28.3%) 6 (6.1%)

*Listed are adverse events of any grade occurring in at least 10% of patients and adverse events of grade 3 or 4 occurring in at least 2% of patient.
aThis special event category included the preferred terms infusion related reaction and pyrexia.
bThis special event category included the preferred terms nail toxicity and paronychia.
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patients presented a median OS considerably longer than
unresected patients. These results confirm the improved
prognosis of patients undergoing surgery for colorectal
liver metastases.
The toxicity profile of the biweekly administration of

cetuximab is also consistent with the known safety pro-
file of the standard weekly cetuximab dosing regimen.
The incidence rate of grade 3 or 4 AEs was in line with
that reported previously for cetuximab in combination
with FOLFOX-4 [10,18,19]. Therefore, a higher dose of
cetuximab administered on an every-2-weeks basis is
not associated with a greater incidence of grade 3 or 4
adverse events. As expected, the most common grade 3
or 4 adverse events were neutropenia and acne-like rash.
The high proportion of patients that required at least
one cetuximab dose reduction are attributable to dose
adjustments planned in case of dose delay of chemother-
apy due to haematological toxicity.

Conclusions
In conclusion, despite the known limitations of a non-
randomised single arm study, our results support the ad-
ministration of cetuximab in a dosing regimen more
convenient for both patients and healthcare providers.
The option to synchronise the administration of cetuxi-
mab and chemotherapy would reduce the number of
administration visits. Such reductions would improve
patient’s quality of life and simplify treatment adminis-
tration for healthcare workers. Additionally, the reduc-
tion in the number of visits would reduce the costs of
treatment of patients with mCRC without reducing the
efficacy previously observed for cetuximab combined
with FOLFOX-4.
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Abstract
INTRODUCTION: The coexpression of pIGF-1R and MMP-7 (double-positive phenotype, DP) correlates with poor
overall survival (OS) in KRAS wild-type (WT) (exon 2) metastatic colorectal cancer (mCRC) patients treated with
irinotecan-cetuximab in second/third line. METHODS: We analyzed two prospective biomarker design trials of
newly diagnosed RAS-WT mCRC patients treated with panitumumab-FOLFOX6 (PULSE trial; NCT01288339) or
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cetuximab plus either FOLFOX6/FOLFIRI (POSIBA trial; NCT01276379). The main exposure was DP phenotype
(DP/non-DP), as assessed by two independent pathologists. DP cases were defined by immunohistochemistry as
N70% expression of moderate or strong intensity for both MMP-7 and pIGF-1R. Primary endpoint: progression-free
survival (PFS); secondary endpoints: OS and response rate. PFS and OS were adjusted by baseline characteristics
using multivariate Cox models. RESULTS: We analyzed 67 patients (30 non-DP, 37 DP) in the PULSE trial and 181
patients in the POSIBA trial (158 non-DP, 23 DP). Response rates and PFS were similar between groups in both
studies. DP was associated with prolonged OS in PULSE (adjusted HR: 0.23; 95%CI: 0.11-0.52; P=.0004) and
with shorter OS in POSIBA (adjusted HR: 1.67; 95%CI: 0.96-2.90; P=.07). CONCLUSION: A differential effect of
anti-EGFRs on survival by DP phenotype was observed. Panitumumab might be more beneficial for RAS-WTmCRC
patients with DP phenotype, whereas cetuximab might improve OS in non-DP.

Neoplasia (2018) 20, 678–686

Introduction
The doublets of FOLFIRI or FOLFOX plus cetuximab or
panitumumab are effective as first-line therapies for patients
with RAS wild-type (WT) metastatic colorectal cancer (mCRC)
[1–3]. However, certain patients do not fully benefit from these
EGFR-targeted antibodies, requiring additional biomarkers to tailor
their use.
The type 1 insulin-like growth factor receptor (IGF-1R) is a

transmembrane glycoprotein composed of two extracellular and two
cytoplasmic subunits acting as a receptor-tyrosine kinase [4–7]. IGF-
1R is activated in colorectal cancer, mediating key processes such as
cell proliferation, apoptosis resistance, and epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT) [8]. The signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) is also constitutively activated in colorectal
cancer [9] by growth factor receptors (EGFR and IGF-1R) through
AKT/mTORC/RAC1 [10], or induced by cancer-associated fibro-
blasts (CAFs) through IL-6-JAK1/2 [11,12]. Regardless of this
intrinsic or extrinsic activation, STAT3 signaling enforces matrix
metalloproteinase-7 (MMP-7) expression [13].
Recently, IGF-II was shown to activate IGF-1R and STAT3 more

effectively than IGF-I and to induce SLUG transcriptional activity
and EMT in CRC [14]. Feedback activation has been also
demonstrated between MMP-7 and IGF-1R. MMP-7 plays a crucial
role in IGF-I and IGF-II bioavailability through the insulin-like
growth factor-binding protein 3 (IGFBP-3) degradation [15–17],
which in turn mediates IGF-1R–dependent [18] but also IGF-1R–
independent NF-kB activation [19]. The blockade of IGF-1R is also
involved in the suppression of cancer cell invasion through
downregulation of MMP-7 [20]. Therefore, IGF-1R and MMP-7
contribute by multiple pathways to activate the two more critical
transcription factors: STAT3 and NF-kB.
Our group has previously shown that coexpression of p-IGF-1R

and MMP-7 (double positivity phenotype, DP) correlates with poor
prognosis in KRASWT (exon 2) patients treated with irinotecan plus
cetuximab as second-/third-line therapy [21]. To validate these
findings, we designed two prospective, translational trials in K-RAS
(exon-2) WT mCRC patients treated with panitumumab plus
FOLFOX6 (PULSE trial) or cetuximab plus either FOLFOX6 or
FOLFIRI (POSIBA trial) as a first line of therapy, with the shared
objective of evaluating the prognostic role of DP in this patient
population.

Methods

Trials Design
Patients were eligible in both studies if they were ≥18 years old; had

histologically confirmed KRAS WT (exon 2) mCRC with ≥1
radiologically measurable lesion; an Eastern Cooperative Oncology
Group Performance Status (ECOG-PS) of 0-1; and adequate hepatic,
renal, and bone marrow functions. Patients were ineligible if they
were pregnant, had a history of treatment with anti-EGFR or
chemotherapy (with the exception of adjuvant therapy), or had
undergone surgery of metastatic disease.

The PULSE (GEMCAD 09-03, clinicaltrials.gov id:
NCT01288339) and POSIBA (GEMCAD 10-02, clinicaltrials.gov
id: NCT01276379) were both single-arm prospective biomarker
design trials. Patients were recruited into the PULSE trial from
November 2010 to April 2013 in 24 Spanish centers and treated with
FOLFOX6 plus panitumumab (6 mg/kg). Patients were recruited
into the POSIBA trial from July 2011 to May 2015 in 28
Spanish centers and treated with FOLFOX6 or FOLFIRI (at
investigator’s choice) plus biweekly cetuximab (500 mg/m2). In
both trials, cytotoxic drugs were administered for 6 months, followed
by anti-EGFR monotherapy until progressive disease or unacceptable
toxicity.

Patients were classified as DP if their tumor presented moderate or
strong intensity (++/+++) and N70% expression for both MMP-7 and
pIGF-1R by immunohistochemistry staining (see below). The
primary endpoint for both studies was progression-free survival
(PFS), defined as time from enrollment to disease progression, death,
or end of follow-up, whichever came first. Secondary objectives
included response rate, toxicity profile, and overall survival (OS),
defined as time from enrollment to death or end of follow-up. Disease
status was evaluated with abdominopelvic CT scan every 2 months in
the PULSE trial and every 3 months in the POSIBA trial until
progressive disease. Patients without a second CT evaluation were not
assessable for response rate. Patients who underwent liver resection
were not censored at the time of surgical resection and were followed
until progressive disease.

The safety population comprised all patients who received
at least one dose of study treatment. Adverse events (AEs) were
recorded according to the National Cancer Institute Common
Toxicity Criteria version 2.0. The PULSE and POSIBA trials
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were approved by local institutional review boards and ethics
committees in accordance with national and international
guidelines; all patients signed a written informed consent before
study entry.

RAS and BRAF Mutational Analysis
Mutational analysis of genomic DNA of KRAS (exon 2) was

performed by direct sequencing. In the PULSE trial, it was evaluated
centrally at the Hospital Clínic (Barcelona, Spain), although analysis

Figure 1. Patients’ disposition in the (A) PULSE and (B) POSIBA trials.*RAS mutant includes mutations in KRAS (exon 2) (N=60), and KRAS
mutations (exons 3 and 4) and NRAS mutations (exons 2, 3, and 4) (N=11).**RAS mutant includes mutations in KRAS (exons 3 and 4) and
NRASmutations (exons 2, 3, and 4).***The expression of p-IGF-1R and MMP-7 was not evaluable in five patients: two treated with FOLFOX
+cetuximumab and three with FOLFIRI+cetuximab
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at the referring Center was also allowed. In the POSIBA trial, it was
evaluated at the referring center. Extended RAS mutational analysis
(including KRAS/NRAS exons 2, 3 and 4) started on 10/2013 in the
PULSE trial and on 10/2015 in the POSIBA trial after protocol
amendments. The BRAF V600E mutation (exon 15) was genotyped
by allelic discrimination in genomic DNA using TaqMan technology
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Immunohistochemistry
We used hematoxylin and eosin staining to evaluate the presence

and classification of the tumor specimens. Consecutive 2- to 3-μm–
thick sections were used for IHC. Removal of paraffin and heat
incubation in citrate (pH=6.0) were performed to achieve antigen
retrieval. The primary p-IGF-1R antibody (anti-pY1316, provided by
Dr. Rubini) was used at 1:100 dilution. MMP-7 (R&D System,
Minneapolis, MN) was used at 1:1500 dilution. The expression was
cytoplasmatic. Detection was performed using the Dako EnVision
K4011 (Agilent, Santa Clara, CA). In the PULSE trial, IHC
evaluation was done centrally in Hospital Clínic (Barcelona, Spain),
and results were given before patient inclusion to balance the number

of patients in both arms. In the POSIBA trial, IHC evaluation was
performed after patients’ inclusion. Thus, DP distribution represents
that of the source population.

Statistical Analysis
In the PULSE trial, a recruitment of 78 patients was planned to

have an 80% power to detect a difference in median PFS of 6 months
between DP and non-DP patients (assuming a bilateral α error of
0.05 and the occurrence of 56 events). A screening of 270 patients
was planned because only 25% of patients were expected to be DP
and 40% to be KRAS mutant. Recruitment continued until both
exposure groups (DP and non-DP) were filled in a 1:1 ratio. In the
POSIBA trial, a recruitment of 170 RAS WT patients (after
ammendent of all RAS WT analysis) was planned to detect, with a
80% of power and a bilateral alpha of 5%, a 20% difference in 12-
month PFS. We assumed that the 12-month PFS of the non-DP
patiens would be of 60%, and a 25% of DP patients in the source
population.

Kaplan-Meier estimates were used to plot unadjusted survival
curves. Cox proportional hazards regression was used to perform

Table 1. Baseline Characteristics by Trial and Double Positivity

POSIBA PULSE

Non-DP (N=158) DP (N=23) P Value Non-DP (N=30) DP (N=37) P Value

BRAF mutated, N (%) 16 (10) 4 (17) .29 2 (7) 5 (14) .45
Female, N (%) 46 (29) 7 (30) .99 12 (40) 10 (27) .30
Age, mean (SD) 62 (11) 67 (7) .031 63 (8) 64 (8) .61
Primary tumor location, N (%) .98 .47
Ascending colon 28 (18) 4 (17) 2 (7) 3 (8)
Transverse colon 13 (8) 1 (4) 1 (3) 5 (14)
Descending colon 12 (8) 2 (9) 3 (10) 3 (8)
Sigma 65 (41) 11 (48) 15 (50) 12 (32)
Rectum 40 (25) 5 (22) 9 (30) 14 (38)

Stage (at diagnosis), N (%) .77 .88
I 1 (1) 0 0 0
II 12 (8) 1 (4) 1 (3) 2 (5)
III 32 (20) 3 (13) 5 (17) 4 (11)
IV 113 (72) 19 (83) 24 (80) 31 (84)

Surgery of primary tumor, N (%) 89 (56) 12 (52) .82 20 (67) 24 (65) .99
ECOG-PS, N (%) .012 .61
0 110 (70) 9 (39) 16 (53) 22 (59)
1 45 (28) 14 (61) 13 (43) 15 (41)
2 3 (2) 0 1 (3) 0

Number of metastatic organs, N (%) .30 .33
0 0 0 0 2 (5)
1 79 (50) 15 (65) 13 (43) 16 (43)
N2 79 (50) 8 (35) 17 (57) 19 (51)

Liver metastasis, N (%) .87 .93
No liver metastasis 35 (22) 5 (22) 7 (23) 10 (27)
b=3, b=5 cm 28 (18) 5 (22) 3 (10) 4 (11)
N3 or N5 cm 95 (60) 13 (57) 20 (67) 23 (62)

Node metastasis, N (%) 50 (32) 7 (30) .99 9 (30) 12 (32) .99
Lung metastasis, N (%) 48 (30) 2 (9) .043 11 (37) 14 (38) .99
Peritoneal metastasis, N (%) 23 (15) 4 (17) .75 9 (30.0) 8 (22) .57
Administered therapy, N (%) .18
FOLFOX+cetuximab 89 (56) 9 (39) NA NA
FOLFIRI+cetuximab 69 (44) 14 (61) NA NA
FOLFOX+panitumumab NA NA 30 (100) 37 (100)

Leucocytes, mean (SD) 8.3 (3.3) 8.9 (3.7) .39 9.8 (7.1) 8.2 (2.5) .23
Hemoglobin, mean (SD) 13.8 (9.2) 11.9 (1.6) .023 12.9 (1.7) 12.4 (1.5) .15
Platelets, mean (SD) 282 (104) 298 (140) .60 298 (144) 296 (120) .96
ALP, mean (SD) 148 (122) 179 (177) .44 166 (208) 219 (237) .34
LDH, mean (SD) 465 (457) 632 (1246) .56 683 (814) 446 (415) .16
CEA, mean (SD) 267 (732) 708 (1772) .26 502 (1212) 838 (3609) .61

ALP, alkaline phosphatase; CEA, carcinoembryonic antigen; DP, double positivity; ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status; LDH, lactate dehydrogenase; SD, standard
deviation.

Fisher’s exact test
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adjusted analyses for PFS and OS. Multivariate analysis was built
deciding a priori the variables to adjust for: age, sex, p-IGF-1R/
MMP-7 expression, primary tumor location, stage at diagnosis,
surgery of primary tumor, number of involved organs, type of
involved organ, liver-only extension, ECOG-PS, BRAF mutational
status, administered therapy, and baseline levels of: leucocytes,

hemoglobin, platelets, lactate dehydrogenase (LDH), alkaline
phosphatase (ALP), and carcinoembryonic antigen (CEA). Addition-
ally, we performed sensitivity analyses with automated stepwise
selection of variables (P value for variable entry into the model=.2, P
value to stay in the model=.1) and by entering in the model those
variables with a Pb.1 in the univariate analysis. All the P values are
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Figure 2. Kaplan-Meier estimates of progression-free survival and overall survival according to DP status in the (A) PULSE and (B) POSIBA trial.

Table 2. Progression-Free Survival; Cox Regression Analysis

POSIBA PULSE

Univariate Multivariate Univariate Multivariate

HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value

DP 1.24 (0.79-1.94) .36 1.39 (0.84-2.31) .20 0.68 (0.40-1.14) .14 0.33 (0.17-0.66) .0017
ECOG-PS N0 2.02 (1.46-2.79) b.0001 1.77 (1.24-2.54) .0017 1.19 (0.70-2.02) .52 1.33 (0.71-2.509) .37
Age N65 years 1.18 (0.87-1.61) .30 0.99 (0.69-1.42) .97 1.43 (1.85-2.41) .18 1.65 (0.79-3.43) .18
BRAF mutated 2.33 (1.44-3.79) .0006 2.09 (1.16-3.77) .014 1.77 (0.75-4.17) .19 1.77 (0.34-9.03) .49
Surgery of primary tumor 1.62 (1.19-2.22) .0024 1.60 (1.12-2.28) .0099 0.56 (0.32-0.98) .041 0.45 (0.22-0.94) .034
Left-sided primary tumor 1.02 (0.74-1.39) .92 0.92 (0.63-1.32) .64 0.65 (0.33-1.30) .22 0.41 (0.14-1.18) .10
CEA (logarithmic term) 0.55 (0.39-0.78) .0008 0.55 (0.37-0.81) .0029 1.10 (0.97-1.25) .13 1.04 (0.88-1.23) .65
LDH (logarithmic term) 1.03 (0.96-1.10) .40 1.03 (0.94-1.14) .49 1.14 (0.78-1.67) .49 1.65 (0.98-2.77) .058
Liver metastasis 1.04 (0.82-1.31) .74 1.02 (0.78-1.33) .88
0 Ref.
b=3, b=5 cm Ref. 0.99 (0.38-2.63) .99 0.83 (0.24-2.84) .76
N3 or N5 cm 0.63 (0.38-1.03) .065 0.95 (0.54-1.69) .87 1.11 (0.59-2.09) .74 0.86 (0.35-2.01) .74

CEA, carcinoembryonic antigen; CI, confidence interval; DP, double positivity; ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status; HR, hazard ratio; LDH, lactate dehydrogenase;WT,
wild-type.
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Table 3. Sensitivity Analyses for Progression-Free Survival; Cox Regression Analysis

POSIBA PULSE

Multivariate S1 Multivariate S2 Multivariate S1 Multivariate S2

HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value

DP 1.13 (0.71-1.81) .61 1.13 (0.71-1.81) .61 0.59 (0.35-1.02) .058 0.35 (0.18-0.67) .0015
ECOG-PS N0 1.75 (1.25-2.45) .0011 1.75 (1.25-2.45) .0011
Age N65 years
BRAF mutated 2.04 (1.24-3.34) .0048 2.04 (1.24-3.34) .0048
Surgery of primary tumor 1.43 (1.04-1.97) .029 1.43 (1.04-1.97) .029 0.50 (0.28-0.88) .017 0.45 (0.22-0.90) .023
Left-sided primary tumor 0.35 (0.15-0.83) .0165
CEA (logarithmic term) 0.58 (0.41-0.84) .0032 0.58 (0.41-0.84) .0032
LDH (logarithmic term) 1.12 (0.99-2.33) .057
Liver metastasis
0
b=3, b=5 cm
N3 or N5 cm

CEA, carcinoembryonic antigen; CI, confidence interval; DP, double positivity; ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status; HR, hazard ratio; LDH, lactate dehydrogenase;WT,
wild-type.
S1: multivariate model including only the variables with a P value b.1 in the univariate analysis.
S2: multivariate model adjusted via automated stepwise selection of variables (see text for details).

Table 4. Overall Survival; Cox Regression Analysis

POSIBA PULSE

Univariate Multivariate Univariate Multivariate

HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value

DP 1.73 (1.06-2.85) .029 1.67 (0.96-2.90) .070 0.54 (0.29-0.99) .048 0.23 (0.11-0.52) .0004
ECOG-PS N0 2.95 (2.03-4.29) b.0001 2.48 (1.63-3.77) b.0001 2.20 (1.18-4.08) .013 2.93 (1.30-6.62) .0097
Age N65 years 1.24 (0.85-1.79) .26 1.00 (0.65-1.53) .99 1.37 (0.74-2.53) .32 1.48 (0.64-3.47) .36
BRAF mutated 3.38 (2.00-5.72) b.0001 2.32 (1.23-4.36) .0092 4.23 (1.17-10.48) .0018 10.3 (1.08-58.3) .0086
Surgery of primary tumor 1.60 (1.10-2.32) .013 1.36 (0.90-2.07) .15 0.35 (0.19-0.66) .0010 0.20 (0.08-0.48) .0003
Left-sided primary tumor 1.06 (0.73-1.53) .78 0.82 (0.51-1.31) .40 0.60 (0.28-1.31) .20 0.47 (0.15-1.48) .20
CEA (logarithmic term) 0.42 (0.28-0.62) b.0001 0.47 (0.30-0.74) .0012 1.09 (0.94-1.25) .25 0.91 (0.75-1.10) .32
LDH (logarithmic term) 0.99 (0.91-1.08) .80 1.00 (0.89-1.12) .97 1.30 (0.85-2.01) .23 1.40 (0.79-2.43) .25
Liver metastasis 0.95 (0.72-1.26) .73 0.92 (0.66-1.27) .61
0 Ref. Ref.
b=3, b=5 cm 0.68 (0.39-1.21) .19 1.08 (0.57-2.06) .81 1.72 (0.54-5.46) .35 2.49 (0.56-11.09) .23
N3 or N5 cm 0.70 (0.45-1.10) .12 0.95 (0.51-1.79) .88 1.73 (0.75-3.95) .20 1.64 (0.49-5.50) .42

CEA, carcinoembryonic antigen; CI, confidence interval; DP, double positivity; ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status; HR, hazard ratio; LDH, lactate dehydrogenase;WT,
wild-type.

Table 5. Sensitivity Analysis for Overall Survival; Cox Regression Analysis

POSIBA PULSE

Multivariate S1 Multivariate S2 Multivariate S1 Multivariate S2

HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% CI) P Value

DP 1.60 (0.96-2.67) .072 1.72 (1.01-2.94) .048 0.36 (0.19-0.69) .0019 0.36 (0.19-0.69) .0019
ECOG-PS N0 2.31 (1.56-3.43) b.0001 2.49 (1.65-3.76) b.0001 2.16 (1.10-4.25) .026 2.16 (1.10-4.25) .026
Age N65 years
BRAF mutated 2.40 (1.38-4.17) .0019 2.57 (1.47-4.49) .0010 3.52 (1.32-9.35) .012 3.52 (1.32-9.35) .012
Surgery of primary tumor 1.29 (0.88-1.90) .19 0.33 (0.17-0.64) .0013 0.33 (0.17-0.64) .0013
Left-sided primary tumor
CEA (logarithmic term) 0.50 (0.33-0.75) .0008 0.50 (0.32-0.76) .0014
LDH (logarithmic term)
Liver metastasis
0
b=3, b=5 cm
N3 or N5 cm

CEA, carcinoembryonic antigen; CI, confidence interval; DP, double positivity; ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status; HR, hazard ratio; LDH, lactate dehydrogenase;WT,
wild-type.
S1: multivariate model including only the variables with a P value b.1 in the univariate analysis.
S2: multivariate model adjusted via automated stepwise selection of variables (see text for details).
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two-sided. Analyses were implemented using SAS V9.3 (SAS
Institute, Cary, NC).

Results
A total of 67 (PULSE) and 181 (POSIBA) RAS-WT mCRC patients
were included in the analysis (Figure 1). In the PULSE trial, 30
patients were non-DP and 37 patients were DP, whereas in the
POSIBA trial, 158 patients were non-DP and 23 patients were DP.
Patients were followed for a median of 27 months in the PULSE trial
and for a median of 26 months in the POSIBA trial. DP patients in
the POSIBA trial were less likely to have PS 0 and lung metastasis and
also have lower levels of hemoglobin than non-DP patients. There
were no relevant differences in the baseline characteritics of both
groups in the PULSE trial (Table 1).

Efficacy According to DP Status
Median PFS (95% CI) was 11.2 months (9.2-18.5) for DP

patients and 8.0 months (5.5-14.7) for non-DP patients in the
PULSE trial (P=.14). Median PFS (95% CI) was 9.4 months (7.5-
16.1) for DP patients and 10.8 months (9.5-12.2) for non-DP
patients in the POSIBA trial (P=.36, Figure 2). Adjusted HR for PFS
was 0.33 (0.17-0.66) in the PULSE trial and 1.39 (0.84-2.31) in the
POSIBA trial (Table 2). Sensitivity analysis did not change results
substantially (Table 3).

Median OS (95% CI) was 39.8 months (27.0-not estimable) for
DP patients and 18.9 months (11.0-36.6) for non-DP patients in the
PULSE trial (P=.029). Median OS (95% CI) was 26.1 months (12.3-
38.6) for DP patients and 31.0 months (26.2-37.5) for non-DP
patients in the POSIBA trial (P=.027, Figure 2). DP was associated
with prolonged OS in the PULSE trial (adjusted HR: 0.23: 95% CI:

0.11-0.52; P=.0004) and with shorter OS in the POSIBA trial
(adjusted HR: 1.67; 95% CI: 0.96-2.90; P=.07) (Table 4). Sensitivity
analysis did not change results substantially (Table 5).

Response rates were similar according to DP in both the PULSE
and POSIBA studies (Table 6). There were no major differences in
terms of secondary resection of metastases and second-line therapies
between PULSE and POSIBA trials and between DP and non-DP
groups (data not shown).

Safety
The most common AEs (any grade) in the PULSE trial were skin

toxicity (91%), fatigue (70%), and mucositis (67%) (Table 7). The
most common AE (any grade) in the POSIBA trial were skin toxicity
(76%), fatigue (55%), and diarrhea (50%) (Suppl. Table 1). Three
patients died within 30 days of receiving protocol therapy: one patient
in PULSE and two patients in POSIBA trial.

Discussion
We present data from two prospective, multicenter, translational,
first-line trials in WT RAS mCRC patients. Our findings suggests
that there is a survival benefit in the subset of DP patients treated with
upfront FOLFOX plus panitumumab schedule and in non-DP
patients treated upfront with FOLFOX/FOLFIRI plus cetuximab
therapy. This benefit was observed after adjustment for baseline
characteristics, secondary surgery of metastases, and second-line
therapies.

Recent evidence shows that RAS WT patients with right-side
primary tumors have shorter overall survival than those with left-sided
tumors and that left-sided tumors obtain greater benefit when treated
with chemotherapy and anti-EGFR combinations [22], although the
biological reasons remain obscure. Consensus molecular subtype
clasification (CMS) associates the stromal-enriched mesenchymal
phenotype (CMS4) [23] with poor prognosis [24,25] and cetuximab
resistance [26]. Despite data from Medema group suggesting that
BRAF mutant CRC patients are enriched with CDX2−/ZEB1+
CMS4 phenotype [27], BRAF mutant mCRC patients are equally
distributed between right- and left-sided, and 75% of right-sided
patients treated with anti-EGFR present double WT genotype.
Therefore, other CMS4 markers besides CDX2−/ZEB1+ and DP,
such as CCL2 or CXCL12 (for both BRAF mutant and double WT
genotypes), might be probably overrepresented in right-sided tumors.We
could not rule out that, for currently unknown reasons, CMS4phenotype
might be induced by chemotherapy and anti-EGFR treatment [28]
differently in both sides, influencing acquired resistance [29,30].

We designed the PULSE trial based on retrospective data [21]
hypothesizing that DP patients treated with panitumumab-based
therapy could have also poor prognosis. It’s important to emphasize
that the PULSE was designed in a different population (naïve) and
with a different anti-EGFR exposure (panitumumab instead of
cetuximab). Despite confirming our previous findings with FOL-
FIRI/FOLFOX plus cetuximab in the POSIBA trial, we could not
confirm these results in the PULSE trial with panitumumab. In
addition to inhibition of EGFR mitogenic pathways (MAPK, PI3K/
AKT, and JAK/STAT), monoclonal antibodies (cetuximab and
panitumumab) possess the potential advantage of recruiting immune
effector mechanisms such as antibody-dependent cell mediated-
cytotoxicity (ADCC) [31], although cetuximab was shown to be
more effective in this mechanism than panitumumab. Although
potentially cetuximab can activate ADCC also through NK cells,

Table 6. Response Rates by Trial and Double Positivity

POSIBA PULSE

Non-DP DP P Value Non-DP DP P Value

Complete response 13 (8.2) 4 (17.4) .17 3 (10.0) 2 (5.4) .28
Partial response 101 (63.9) 11 (47.8) 19 (63.3) 25 (67.6)
Stable disease 27 (17.1) 4 (17.4) 1 (3.3) 7 (18.9)
Progressive disease 9 (5.7) 3 (13.0) 1 (3.3) 3 (8.1)
Not evaluable 8 (5.1) 1 (4.4) 6 (20.0) 0

DP, double positivity.
Fisher’s exact test.

Table 7. Summary of Adverse Events in the PULSE Trial

Any Grade Grade 3 Grade 4

No. of Patients (%)

Any event 78 (100) 55 (70.5) 10 (12.8)
Skin toxicity 71 (91.0) 24 (30.8) 0 (0)
Fatigue 55 (70.5) 12 (15.4) 1 (1.3)
Mucositis 52 (66.7) 6 (7.7) 0 (0.0)
Diarrhea 48 (61.5) 11 (14.1) 1 (1.3)
Neutropenia 44 (56.4) 26 (33.3) 2 (2.6)
Nauseas/vomiting 30 (38.5) 1 (1.3) 0 (0)
Thrombocytopenia 28 (35.9) 3 (3.9) 0 (0)
Hypomagnesemia 23 (29.5) 1 (1.3) 2 (2.6)
Neurologic toxicity 16 (20.5) 1 (1.3) 0 (0)
Anaemia 10 (12.8) 1 (1.3) 0 (0)
Paronychia 8 (10.3) 1 (1.3) 0 (0)
Infusion-related reaction 7 (9.0) 0 (0) 0 (0)
Hypokalemia 6 (7.7) 2 (2.6) 1 (1.3)
Febrile neutropenia 3 (3.9) 1 (1.3) 2 (2.6)
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these cells are almost absent in colorectal cancer, and cetuximab in
M2 macrophages activates anti-inflammatory IL-10 cytokines and
proangiogenic factors (IL-8 and VEGF) [24]. Taking into account
that: a) DP status could increase over time after chemotherapy
treatment [29] and b) IGF-1R and STAT3 activation induces T-cell
tolerance through TGF-B, IL-10 and VEGF [32] and also increases
chemokines and cytokines such as IL-6 and CCL2 towards
macrophage M2 polarization [33], we speculate that cetuximab but
not panitumumab could be influenced by DP-CMS4 acquired
resistance through immune evasion.
Our study has several limitations. Firstly, PFS was evaluated

differentialy (every 2 months in the PULSE trial and every 3 months
in the POSIBA trial). Secondly, the percentage of DP positivity
widely differs in both studies (33% in PULSE and 13% in POSIBA).
Thirdly, the explanation on a potential biological reason for the
contradictory results of our biomarker should be clarified.
We believe that our findings would have potential clinical

importance and definitively justify a prospectively enriched-
biomarker design in RAS WT patients with an experimental arm
based on the biomarker (DP-treated with panitumumab and non–
DP-treated with cetuximab) and a control arm (without this
information) treated at investigator criteria (cetuximab or
panitumumab).

Conclusions
Our study suggest that panitumumab is more benefitial for those RAS
WT mCRC patients with a DP phenotype and cetuximab for those
without it in terms of overall survival after adjusting for all clinical and
biological confounder variables in the multivariate analysis.
Supplementary data to this article can be found online at https://

doi.org/10.1016/j.neo.2018.05.004.
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4. DISCUSSIÓ 
El tractament de quimioteràpia associada a fàrmacs anti-EGFR representa un 
estàndard de tractament oncològic per a un subgrup de pacients amb CCRm. Malgrat 
això, no tots el pacients que reben aquesta combinació se’n beneficien plenament.  
És per tant del nostre interès optimitzar l’ús d’aquest recurs terapèutic.  

Convencionalment, el tractament amb cetuximab associat a quimioteràpia en primera 
línia per càncer colorectal metastàtic s’ha administrat en règim setmanal. 

La nostra primera estratègia per optimitzar  l’ús dels agents anti-EGFRs va ser  
intentar millorar la pauta d’administració setmanal de cetuximab en substituir-la per 
una bisetmanal. Buscàvem disminuir la freqüentació hospitalària i mantenir la eficàcia. 

En aquest primer estudi,  l’estudi OPTIMIX, vam analitzar els paràmetres d’eficàcia 
terapèutica d’un règim de cetuximab en pauta bisetmanal, associat a quimioteràpia, 
en primera línia de tractament de CCRm KRAS-WT.  

El principal objectiu de l’estudi OPTIMIX era demostrar que la taxa de resposta d’un 
règim de cetuximab bisetmanal associat a quimioteràpia tipus FOLFOX és similar a 
la pauta setmanal convencional.  

L’estudi OPTIMIX va objectivar una taxa de resposta del 60.6% i una taxa de control 
de malaltia del 90% (4 respostes completes, 56 resposta parcials i 30 estabilitzacions 
de malaltia) . Malgrat les limitacions de les comparacions entre estudis, cal remarcar 
que aquesta taxa de resposta i de control de la malaltia són similars a les reportades 
en els estudis desenvolupats amb cetuximab setmanal en primera línia per població 
KRAS-WT, com per exemple l’estudi OPUS amb cetuximab setmanal + FOLFOX, i 
l’estudi pivotal fase III randomitzat CRYSTAL amb cetuximab setmanal + FOLFIRI.  

Com a objectius secundaris vam avaluar la supervivència lliure de progressió, la 
supervivència global i el perfil de toxicitat de FOLFOX més cetuximab bisetmanal. 
Vam reportar una SLP de 10.1 mesos, que és similar a la publicada en els estudis 
pivotals de cetuximab administrat setmanalment en primera línia. Vam reportar una 
mitjana SG de 20.8 mesos, amb aproximadament un 25% de supervivents a 3 anys. 
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El perfil de toxicitat reportat pel règim d’administració de cetuximab bisetmanal va ser  
similar al perfil de seguretat reportat per la pauta de cetuximab setmanal en estudis 
previs. Així doncs, dosis més altes de cetuximab administrades en règim bisetmanal 
no condicionen un augment en la incidència d’efectes secundaris derivats de 
cetuximab. Per tant, es pot considerar una pauta d’administració tant segura com la 
setmanal.  

Altres estudis també han avaluat l’eficàcia de cetuximab en règim bisetmanal i per 
tant són complementaris als nostres treballs. En un estudi del grup centre europeu de 
recerca (CECOG), portat a terme en paral·lel al nostre estudi, també es va avaluar 
l’eficàcia d’un règim de quimioteràpia amb cetuximab bisetmanal en població KRAS-
WT.  Es va objectivar una taxa de resposta similar a la del nostre estudi, concretament  
es va objectivar una taxa de resposta del 62% per un règim de FOLFOX-cetuximab 
bisetmanal en primera línia per població afecta de CCRm KRAS-WT. 

Com s’ha comentat prèviament en la introducció, l’estudi del grup CECOG és un fase 
II randomitzat que compara, en primera línia, FOLFOX més cetuximab en règim 
setmanal amb FOLFOX més cetuximab bisetmanal.  Malgrat ser un estudi de dos 
branques, l’estudi no té potència estadística per avaluar la no inferioritat entre les dues 
pautes d’administració de cetuximab. Així doncs, els resultats de l’estudi OPTIMIX i 
l’estudi del grup CECOG són complementaris.  

La SLP de 9.2 mesos i SG de 23 mesos reportades en l’estudi CECOG per FOLFOX 
cetuximab bisetmanal, també són consistents amb els del nostre estudi i amb els 
resultats previs publicats per esquemes amb FOLFOX i cetuximab setmanal. Com en 
l’estudi OPTIMIX, en l’estudi del grup CECOG s’objectivava aproximadament un 25% 
de supervivents a 3 anys. 

Així doncs tenim 2 estudis, l’estudi del grup CECOG i l’estudi OPTIMIX que en ser 
publicats, demostraven resultats similars entre cetuximab setmanal i bisetmanal pel 
que fa als principals valors d’eficàcia com són taxa de resposta, SLP i SG . 

A la llum dels resultats discutits, considerem la pauta bisetmanal d’administració de 
cetuximab la més eficient per als nostres malalts. En l’actualitat la pauta 
d’administració bisetmanal de cetuximab és l’estàndard en el nostre entorn sanitari. 



 59

Malgrat aquests resultats, val a dir que no tots els pacients RAS-WT es beneficien 
plenament d’un tractament amb quimioteràpia associada a un tractament anti-EGFR, 
i per tant, ens calen més biomarcadors que permetin escollir millor als pacients que 
es beneficien dels tractaments amb fàrmacs anti-EGFR.  

El nostre nou repte va ser avaluar un biomarcador prometedor, que ens permetés 
optimitzar més el tractament oncològic dels pacients afectes de CCRm RAS-WT. 

El biomarcador que ens vam proposar estudiar va ser la coexpressió de p-IGF-1R i 
de MMP-7. També l’hem anomenat fenotip doble positiu  (DP). 

Com ja s’ha comentat prèviament, la coexpressió de p-IGF-1R i de MMP-7 es 
correlaciona amb mal pronòstic en pacients amb CCRm KRAS-WT tractats amb 
irinotecan més cetuximab en segona/tercera línia (99). 

Per validar aquests resultats i avaluar l’ús de la coexpressió de p-IGF-1R i de MMP-7 
com a biomarcador en primera línia de tractament, vam dissenyar 2 estudis 
prospectius translacionals on població diagnosticada de CCRm KRAS-WT prèviament 
no tractada, rebés tractament amb FOLFOX6m més panitumumab bisetmanal ( estudi 
PULSE) o bé amb FOLFOX6m/FOLFIRI més cetuximab bisetmanal ( estudi POSIBA). 
D’aquesta forma, incorporàvem al disseny dels nostres nous estudis, el coneixement 
adquirit en l’estudi OPTIMIX, entre d’altres, en relació a la pauta bisetmanal 
d’administració de cetuximab.  

Finalment, vam avaluar la coexpressió de p-IGF-1R i de MMP-7 portant a terme un 
anàlisi conjunt dels resultats dels estudis PULSE i POSIBA (segona publicació 
d’aquesta tesi).  

En el decurs d’ambdós estudis PULSE i POSIBA, es va validar i incorporar a guies de 
pràctica clínica l’anàlisi complet de RAS com a nou biomarcador predictiu de resposta 
negativa per a agents anti-EGFR. Per aquest motiu, vam redactar esmenes als 
protocols d’ambdós estudis ( PULSE i POSIBA), amb la finalitat d’incloure un anàlisi 
mutacional extensiu de RAS que permetés avaluar els resultats segons fenotip DP en 
una població RAS-WT(28).  
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Com a resultat de l’anàlisi multivariat d’ambdós estudis (PULSE i POSIBA) per factors 
de mal pronòstic de SLP, vam objectivar que l’ECOG >0 i la mutació a BRAFV600E 
(en l’estudi POSIBA)  i elevació de LDH per sobre dels valors de la normalitat (en 
l’estudi PULSE), es comportaven com a factors de mal pronòstic per SLP.  

Com a resultat de l’anàlisi multivariat en ambdós estudis per factors de mal pronòstic 
de SG, vam objectivar que l’ECOG >0 i la mutació a BRAFV600E  es comportaven 
com a importants factors de mal pronòstic per SG. Així doncs, l’ECOG >0 i la mutació 
a BRAFV600E que han estat reportats repetidament en la literatura com a factors de 
mal pronòstic,  també s’hi van reportar en el nostre treball de recerca. També vam 
objectivar que els pacients amb un tumor de colon esquerra presentaven una millor 
SG.  

Cal destacar que la doble positivitat per p-IGF-1R i de MMP-7 es va associar a una 
disminució de SLP i SG en l’estudi POSIBA de quimioteràpia associada a cetuximab 
bisetmanal (HR: 1.39; 0.84-2.31, p=.20); mentre que es va associar a un augment de 
SLP i SG en l’estudi PULSE de FOLFOX més panitumumab (HR: 0.33; 0.17-0.66, 
p=.0017). La taxa de resposta segons la coexpressió de p-IGF-1R i MMP-7 va ser 
similar en ambdós estudis. 

Posant els resultats en perspectiva, els resultats de SLP presentats en la segona 
publicació d’aquesta tesi, amb SLP entre 9.4 i 10.8 mesos pel pacients tractats amb 
cetuximab bisetmanal ( avaluats segons coexpressió de p-IGF-1R i MMP-7 ), estan 
en consonància amb els resultats de l’ estudi OPTIMIX. De nou, la pauta bisetmanal 
de cetuximab és igualment efectiva a la pauta setmanal. Per altra banda, cal destacar 
que la doble positivitat per p-IGF-1R i de MMP-7 s’associa a una disminució de SG 
quan els pacients reben quimioteràpia més cetuximab bisetmanal. Es confirmen així 
els resultats d’un estudi previ (99), on s’havia ja reportat que els pacients DP 
presentaven  mal pronòstic en ser tractats amb irinotecan més cetuximab en 
segona/tercera línia de tractament.  

A més, els nostres resultats suggereixen que hi ha un benefici en supervivència global 
pel subgrup que no coexpressa p-IGF-1R i de MMP-7 (No-DP) quan són tractats amb 
FOLFOX més cetuximab bisetmanal ( 31mesos/no-DP vs 26 mesos/DP), així com en 
el subgrup que sí coexpressa p-IGF-1R i de MMP-7 (DP) quan són tractats amb 
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FOLFOX més panitumumab (39mesos/DP vs 18 mesos/no-DP). Aquest benefici es 
manté després d’ajustar els resultats per les característiques basals, la cirurgia de 
metàstasi i les segones línies de tractaments. 

Cal fer diverses consideracions davant la disparitat de resultats en supervivència 
obtinguts quan es tracta terapèuticament amb panitumumab o bé amb cetuximab, i 
analitzem els resultats segons la coexpressió de p-IGF-1R i de MMP-7. 

Per començar, val a dir  que vam dissenyar el estudi PULSE de panitumumab, basant-
nos en els resultats d’una mostra significativament menor a la utilitzada per generar 
la hipòtesi que relacionava DP i pitjor SG, en població tractada amb cetuximab. Ho 
vam fer així, amb la hipòtesi que els pacients amb fenotip DP tractats amb un 
esquema de tractament que inclogués panitumumab tindrien també un pitjor 
pronòstic. Malgrat que hem confirmat la hipòtesis amb l’estudi POSIBA, no vam 
objectivar els mateixos resultats per una població tractada amb panitumumab.  

La disparitat de resultats probablement té una explicació biològica. 

Com ja s’ha comentat en la introducció, cetuximab (IgG1) i panitumumab (IgG2)  tenen 
una efectivitat diferent alhora de desencadenar la citotoxicitat cel·lular lligada a 
anticòs. Cetuximab s’ha objectivat més efectiu que panitumumab alhora de 
desencadenar la citotoxicitat cel·lular pel fet de ser una IgG1(104) . Malgrat cetuximab 
pot activar ADCC a través de cèl·lules natural killers (NK), aquestes cèl·lules són 
quasi absents en el càncer colorectal. La estimulació de macròfags M2 per part del 
cetuximab estimularia una activitat anti-inflamatòria mitjançant citocines com la IL-10 
i una activitat proangiogènica, mitjançant factors com IL-8 i VEGF. 

L’activació de IGF1-R i STAT3/MMP-7 indueix la immunotolerància de les cèl·lules T 
mitjançant TGF-, IL-10 i  VEGF. L’activació de IGF1-R i STAT3, a més, incrementa 
citocines com IL-6 i CCL2 que polaritzen els macròfags inactius cap a macròfags M2 
amb un perfil proangiogènic e immunotolerant (105) 

En un tumor amb doble positivitat per p-IGF-1R i de MMP-7 i per tant un perfil 
proangiogènic, cetuximab i no panitumumab, estimula fortament els macròfags M2, 
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estimulant encara més la activitat proangiogènica i immunotolerant en la 
microambient tumoral. 

Els resultats dels nostres treballs suggereixen que a mesura que el tumor rep pressió 
terapèutica amb quimioteràpia més cetuximab, i no així amb panitumumab, 
incrementa el seu estatus fenotípic DP, mimetitzant la evolució temporal de les 
resistències adquirides als tractaments anti-EGFR, descrites en la introducció. Un 
estudi prospectiu va avaluar si el tractament del CCRm amb quimioteràpia modulava 
els nivells de IGF-1, IGFBP-3 i MMP-7 i va objectivar que els nivells de IGFBP-3 i 
MMP-7 variaven de manera significativa durant el tractament. Més concretament, 
MMP-7 augmentava amb la progressió de la malaltia i IGFBP-3 disminuïa, donant 
suport a la hipòtesi de que aquesta proteasa pot jugar un rol destacat en la resistència 
adquirida al tractament oncològic (106). Tenint present aquestes dades, la nostra 
hipòtesi és que l’estat fenotípic DP augmenta amb l’ús de quimioteràpia més 
cetuximab bisetmanal, empitjorant així el pronòstic dels pacients DP tractats amb 
cetuximab. 

Els resultats de l’activació de l’activitat ADCC, que varia entre cetuximab i 
panitumumab, s’ha demostrat que també succeeixen en altres escenaris. 
L’optimització en l’ús d’uns altres agents terapèutics, els anticossos anti-PD1/ PD-L1, 
fa necessària una especial atenció en els requeriments FcRs. L’activació de FcRs 
per un anticòs anti-PD-L1 augmenta la activitat del agent Anti-PD-L1 mitjançant la 
resposta ADCC.  L’activitat dels anticossos anti-PD-1 és FcR independent, però 
contràriament al que succeeix amb el Anti-PD-L1, l’activació ADCC compromet 
l’activitat dels anti-PD1 (107). L’activitat ADCC interfereix d’una manera destacada en 
els resultats terapèutics dels agents Anti-PD1/PD-L1. La nostra hipòtesi és que 
l’activitat ADCC també interfereix en els resultats  terapèutics de cetuximab i 
panitumumab que s’avaluen en el nostre segon treball tesi quan s’avaluen d’acord  a 
la coexpressió de p-IGF-1R i MMP-7. 

Com s’ha comentat en la introducció, el CCRm es pot classificar d’acord a criteris 
molecular en 4 subtipus, sent el subtipus mesenquimal el de pitjor pronòstic. El CCRm 
es pot classificar també immunològicament en 3 categories, sent el subtipus inflamat 
aquell que presenta una marcada sobreexpressió de factors immunosupressors com 
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ho són  TGF- i una alta expressió de gens que codifiquen quimiocines per atreure 
cèl·lules mieloides, incloent-hi C-C motif chemokine ligand 2 (CCL2), IL-23 i IL-17. 
Aquest subtipus inflamat està lligat al EMT i a CMS4. El subtipus molecular de CCR 
primari poden canviar amb la progressió de la malaltia i la pressió terapèutica, 
predominantment cap a un tipus mesenquimal de mal pronòstic. Així doncs, i d’acord 
amb els nostres resultats, especulem que els tumors DP positius tractats amb 
cetuximab poden evolucionar cap a tumors de subtipus mesenquimal de mal 
pronòstic, explicant així, des d’un punt de vista molecular, els pobres resultats en 
termes de SG d’aquest subgrup de pacient, DP positius,  tractats amb quimioteràpia i 
cetuximab bisetmanal. 

La segona part del nostre treball de recerca  té diverses limitacions. En primer lloc, la 
SLP va ser avaluada de forma diferent en pacient inclosos en l’assaig clínic PULSE i 
l’assaig clínic POSIBA. En el PULSE, la SLP s’avaluava cada 2 mesos i el POSIBA, 
cada 3 mesos. En segon lloc, el percentatge de pacients DP positius es sensiblement 
diferent entre assajos ( 33% en l’estudi PULSE i 13 % en l’estudi POSIBA). En tercer 
lloc, la explicació biològica dels resultats dispars del nostre biomarcador caldria ser 
clarificada. 

En definitiva, creiem que els nostres resultats tenen importància en el maneig 
terapèutic dels pacients amb CCRm RAS-WT. A la llum dels resultats de les dos 
publicacions d’aquesta tesi i en consonància amb altres treballs publicats, considerem 
que la pauta d’administració bisetmanal de cetuximab és el nou estàndard per 
l’administració d’aquest agent anti-EGFR. D’acord a aquesta consideració, els nostres 
estudis de biomarcadors clínics posteriors a l’estudi OPTIMIX on s’hi va utilitzar 
cetuximab (POSIBA-cetuximab), es van dissenyar amb cetuximab en règim 
bisetmanal. Amb intenció de continuar optimitzant l’ús dels agents anti-EGFR, vam 
dissenyar estudis on s’avaluaven biomarcadors pronòstics i  predictors de resposta 
per anti-EGFRs administrats de forma bisetmanal. Vàrem analitzar conjuntament 
aquests estudis (POSIBA/cetuximab i PULSE/panitumumab). Fruit del nostre treball 
de recerca, considerem la coexpressió de p-IGF-1R i MMP-7 com un biomarcador 
pronòstic i predictiu per tractaments anti-EGFRs que ens permet optimitzar l’ús dels 
agents anti-EGFRs avaluats. Finalment, i amb l’objectiu de poder implementar el 
nostre biomarcador en la pràctica clínica habitual, creiem justificat conduir prèviament 



 64

un nou assaig clínic prospectiu, randomitzat, amb una branca experimental basada 
en el nostre biomarcador (pacients fenotip DP tractats amb panitumumab i no-DP 
tractats amb cetuximab) i una branca control ( sense aquesta informació) tractada 
amb cetuximab o panitumumab a criteri de l’investigador. Considerem que els 
pacients afectes de CCRm del costat esquerre serien els més adients a incloure en 
aquest estudi, donat que la lateralitat tumoral esquerra ha demostrat ser també un 
factor pronòstic i predictiu de resposta a tractament anti-EGFR.  
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5. CONCLUSIONS 

La combinació de cetuximab bisetmanal associat a FOLFOX presenta els mateixos 
resultats que la combinació de FOLFOX i cetuximab setmanal, en termes de Taxa de 
resposta, SLP i SG. 

L’administració de cetuximab bisetmanal associat a FOLFOX és igualment segura a 
l’administració setmanal i no condiciona un augment dels efectes secundaris. 

La sincronització de l’administració de cetuximab i quimioteràpia amb una pauta 
bisetmanal redueix el nombre de visites per tractament i aporta qualitat de vida al 
pacient.  

La coexpressió de p-IGF-1R i de MMP-7 és un biomarcador de mal pronòstic per 
pacients amb CCRm RAS-WT tractats quimioteràpia més cetuximab en primera i 
posteriors línies de tractament.  

Els pacients diagnosticats de CCRm RAS-WT que coexpressen una doble positivitat 
per p-IGF-1R i de MMP-7 es beneficien d’una combinació de FOLFOX més 
panitumumab.  

Els pacients diagnosticats de CCRm RAS-WT que NO coexpressen p-IGF-1R i de 
MMP-7 es beneficien d’una combinació de quimioteràpia més cetuximab bisetmanal.  
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