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5-FU	 5-fluorouracil 
ADNc	 ADN circulant
ADNct	 ADN circulant tumoral
BEAMing	 de l’anglès “beads, emulsion, amplification and magnetics” 
CCR	 Càncer Colorectal
CCRm	 Càncer Colorectal metastàtic 
CEA	 Antigen Carcinomaembrionari 
CRLA	 Càncer de Recte Localment Avançat 
EGFR	 Receptor del Factor de Creixement Epidèrmic 
EGFR-ECD	  de l’anglès “EGFR extracellular domain”
HR	 Hazard Ratio
MAF	 de l’anglès “Mutant Allele Fraction”
MAFr	 MAF relativa
MAPK	 de l’anglès “Mitogen-Activated Protein Kinases”
MMM	 Malaltia Mínima Metastàtica 
MMR	 Malaltia Mínima Residual
NAR	 de l’anglès “Neoadjuvant recurrence score”
NGS	 de l’anglès “Next Generation Sequencing”
PCRd	 PCR digital
QRT	 químio-radioteràpia 
QT	 quimioteràpia
RCp	 Resposta Completa Patològica
SG	 Supervivència Global
SLM	 Supervivència Lliure de Malaltia
SLP	 Supervivència Lliure de Progressió
SLR	 Supervivència Lliure de Recidiva
TNT	 Tractament Neoadjuvant Total
VEGFR	 Receptor del Factor de Creixement Endotelial Vascular 
wt	 de l’anglès “wilde type”
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L’abordatge terapèutic dels pacients amb càncer colorectal (CCR) està definit 
principalment per la localització tumoral, l’extensió de la malaltia (estadiatge 
TNM) i el diagnòstic patològic i molecular. Així, en el CCR metastàtic (CCRm) 

amb estabilitat de microsatèl·lits s’indica en tractament de primera línia quimio-
teràpia amb anti-EGFR o antiangiogènics segons les característiques clíniques i 
la determinació de mutacions en RAS i BRAF. En el càncer de còlon localitzat la 
primera estratègia terapèutica és la cirurgia, mentre que en el càncer de recte 
localment avançat (CRLA) es realitza tractament neoadjuvant amb químio-radio-
teràpia (QRT) previ a la intervenció quirúrgica. En els darrers anys s’ha propo-
sat  intensificar el tractament neoadjuvant del CRLA mitjançant l’administració 
de quimioteràpia + QRT (anomenat tractament neoadjuvant total o TNT). Tot i els 
esforços en refinar la selecció dels pacients per rebre la millor teràpia sistèmica, 
ens manquen biomarcadors que permetin predir la resposta al tractament i així 
poder individualitzar el tractament.

La biòpsia líquida mitjançant l’estudi de l’ADN circulant tumoral (ADNct) en sang pe-
rifèrica permet la caracterització molecular tumoral d’una forma mínimament inva-
siva i en temps real. En els darrers anys la sensibilitat i especificitat de la tecnologia 
per seqüenciar l’ADNct ha millorat obrint la possibilitat d’utilitzar la biòpsia líquida 
per al diagnòstic i la personalització del tractament dels pacients amb càncer. 

La hipòtesis d’aquesta tesi és que la biòpsia líquida mitjançant el genotipat i la quan-
tificació de l’ADNct pot ser d’utilitat clínica en el diagnòstic i tractament dels pacients 
amb CCR. L’objectiu global és avaluar l’aplicabilitat clínica de l’estudi de l’ADNct en 
pacients amb CCR en tres escenaris clínics diferents: subojectiu 1) la detecció de 
mutacions puntuals en pacients amb CCRm; subobjectiu 2) la valoració de resposta 
precoç a tractament amb quimioteràpia + antiEGFR en pacients amb CCRm tractats 
en primera línia;  i subobjectiu 3) la detecció de malaltia mínima residual després 
de TNT en pacients amb CRLA. Aquests tres estudis s’han plasmat en 3 publicacions 
que composen la present tesi doctoral.

El primer treball tenia com a objectiu principal demostrar la concordança entre les 
mutacions de RAS detectades en teixit i la determinació de RAS en biòpsia líquida. 
Aquest estudi va incloure una cohort de més de 100 pacients amb CCRm. L’estudi 
d’ADNct es va realitzar mitjançant una tècnica de PCR digital (PCRd) que estudiava 
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les 34 mutacions puntuals patogèniques en KRAS i NRAS i va demostrar una con-
cordança entre plasma i teixit superior al 90%. A més a més vam determinar que 
les principals limitacions per a la detecció d’ADNct era la localització metastàtica 
única a nivell peritoneal o pulmonar i l’administració de quimioteràpia previ a l’ex-
tracció de la mostra de sang. Aquestes troballes s’han validat en estudis posteriors 
del nostre grup i d’altres i ha dut a la recomanació en les guies clíniques europees i 
americanes de l’ús de la biòpsia líquida com alternativa vàlida per determinar mu-
tacions en RAS en CCRm. En una cohort exploratòria de pacients es va observar la 
capacitat del monitoratge de les mutacions de RAS en ADNct per a predir resposta 
o resistència al tractament. A partir de les dades preliminars de monitoratge vam 
dissenyar el segon estudi.

En el segon treball vam estudiar la utilitat clínica de la biòpsia líquida per a la detec-
ció precoç de resposta en pacients amb CCRm RAS wt en teixit tractats en primera 
línia amb quimioteràpia + anti-EGFR. Per fer-ho vam dissenyar un estudi prospectiu 
i multicèntric que va incloure 100 pacients de 15 hospitals espanyols. Es va recollir 
plasma previ a l’inici de tractament i després de cada dos cicles fins a progressió. 
L’ADNct es va estudiar mitjançant PCRd i un panell de NGS (de les sigles en anglès 
“next generation sequencing”) que incloïa l’anàlisi de mutacions en regions pun-
tuals dels 14 gens més comunament alterats en CCR. La mutació més freqüent en 
cada mostra s’establia com a mutació troncal i marcador subrogat del volum tu-
moral total. En aquest estudi vam descriure que l’anàlisi combinada de mutacions 
troncals i mutacions de resistència a anti-EGFR després de dos cicles és el millor 
predictor primerenc de resposta al tractament. Així, els pacients amb “resposta 
molecular primerenca” (disminució de la mutació troncal i disminució de les mu-
tacions de resistència al cicle 2) van obtenir una millor taxa de resposta (77,5% vs. 
25%; p=0.008) i una supervivència lliure de progressió (SLP) més llarga (HR=0.18; 
p<0.001) en comparació amb els pacients amb “progressió molecular primerenca” 
(augment de la mutació troncal i/o augment de mutacions de resistència). A més 
vam ratificar que les úniques mutacions de resistència a fàrmacs anti-EGFR que es 
detectaven de forma precoç en ADNct eren a RAS o BRAF i que un augment de la 
fracció relativa de les mateixes després de dos cicles de tractament desencadenava 
una expansió clonal fins a la progressió i s’associava amb una SLP més curta (HR = 
10.5; p <0. 001). 
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El tercer i últim treball el vam centrar en l’estudi de l’ADNct per a la valoració de 
resposta i detecció de malaltia mínima residual en pacients amb CRLA tractats amb 
TNT. En aquest estudi vam incloure pacients tractats amb mFOLFOX6 +/- Aflibercept 
seguit de QRT i cirurgia de l’assaig clínic GEMCAD 1402. Les mostres de plasma es 
van recollir previ inici de tractament i 48 hores abans de la cirurgia. Per a l’anàlisi 
d’ADNct es va utilitzar un assaig de NGS ultrasensible que integra signatures genò-
miques i epigenòmiques. Es van incloure 144 mostres de plasma aparellades de 72 
pacients. La detecció d’ADNct abans de la cirurgia es va associar significativament 
amb un elevat risc de recurrència sistèmica, una supervivència lliure de malaltia 
més curta (HR=4; p=0. 033) i una pitjor supervivència global (HR=23; p <0, 0001) en 
comparació amb aquells pacients ADNct indetectable post neoadjuvància. No es va 
trobar cap associació entre l’estat de l’ADNct previ a la cirurgia i la resposta patolò-
gica al tractament neoadjuvant, remarcant que l’ADNct no detecta la resposta local 
sinó la presència de malaltia mínima metastàtica.

En conjunt, les troballes dels tres treballs que es presenten en aquesta tesi con-
firmen que l’estudi de l’ADNct és una eina sensible i mínimament invasiva per al 
diagnòstic molecular en CCRm, la detecció precoç de resposta al tractament i la 
detecció de recurrència a distància i mort en pacients amb CRLA tractats amb TNT. 
Actualment l’ADNct ja s’ha implementat com una alternativa al teixit en el diagnòs-
tic molecular del CCRm. L’aplicabilitat de la biòpsia líquida en la avaluació precoç de 
resposta i el monitoratge del càncer s’haurà de validar en assajos clínics que utilitzin 
l’ADNct per a personalitzar la modulació del tractament. 
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1. Càncer Colorectal

1.1. Epidemiologia 

El càncer colorectal (CCR) és el tercer tumor en incidència nivell mundial i repre-
senta un important problema de Salut Pública. Al 2020, l’Organització Mundial 
de la Salut va estimar prop de dos milions de casos nous de CCR a tot el món 

i més de 800.000 defuncions relacionades amb la malaltia (1,2). A Espanya aquesta 
estimació és de 227 casos nous per cada 100.000 habitants amb una mortalitat esti-
mada de més de 16.000 pacients/any (3). 

La supervivència a 5 anys relacionada amb el CCR oscil·la entre el 90% en pacients 
diagnosticats en fases inicials i el 15-20% en aquells diagnosticats de malaltia me-
tastàtica. Dels casos nous diagnosticats, el 15-20% es diagnostiquen en estadi IV i 
fins al 50% de tots els pacients amb CCR presentaran finalment malaltia metastàtica 
durant la seva evolució (2,4).

El pronòstic dels pacients ha millorat en els darrers anys gràcies a l’impacte de 
l’abordatge integral de la malaltia, des de la implementació de programes de de-
tecció precoç fins a la millora dels procediments quirúrgics i la introducció de noves 
teràpies sistèmiques oncològiques. Tot i així, el CCR segueix sent la tercera causa de 
mortalitat per càncer a nivell mundial(5).

1.2 Estadiatge

El diagnòstic, pronòstic i la decisió de tractament del CCR es basa en l’estadiatge 
clínic i patològic. Actualment, el sistema de classificació TNM de l’AJCC (Ameri-
can Joint Committee on Cancer) és el més utilitzat per al diagnòstic i el principal 
factor pronòstic en el CCR (6,7). El sistema TNM es basa en l’extensió del tumor 
primari (T), el grau de difusió als ganglis limfàtics loco-regionals (N) i la presèn-
cia de metàstasi a distància (M). Amb això es determinen 4 estadis: estadi I 
on el tumor pot haver crescut fins a la submucosa o la muscularis pròpia però 
sense afectació limfàtica (T1-2 N0M0); estadi II on el tumor envaeix el teixit 
peri-colorectal o els òrgans contigus però sense afectació limfàtica (T3-4N0M0); 
estadi III on hi ha ganglis limfàtics loco-regionals afectes independentment de la 
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invasió tumoral (N1-2); i estadi IV en que ja es detecten metàstasi a distància al 
moment del diagnòstic (M1).  

Figura 1: representació gràfica de l’estadiatge TNM en càncer colorectal 

1.3. Generalitats del tractament del càncer colorectal 

El maneig del CCR es basa en la localització del tumor (còlon vs. recte), la histologia 
i l’estadiatge clínic i patològic. En el procés diagnòstic i d’establiment de pla tera-
pèutic hi intervé un equip multidisciplinari format per gastro-enteròlegs, radiòlegs, 
anatomopatòlegs, cirurgians, oncòlegs radioterapeutes i oncòlegs mèdics. En els 
darrers anys ha cobrat especial rellevància l’estudi molecular de biomarcadors tu-
morals per a determinar l’abordatge de tractament.

1.3.1. Tractament de la malaltia localitzada (estadis I-III)

Tractament del càncer de colon localitzat

El maneig inicial del càncer de còlon localitzat és la cirurgia seguit de quimio-
teràpia adjuvant segons la valoració del risc de recurrència basada en l’estadiat-
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ge histopatològic final (7). La supervivència estimada després de la cirurgia d’un 
càncer de còlon i la indicació clínica de tractament amb quimioteràpia adjuvant 
s’associa a l’estadiatge. Així la supervivència esperada als 5 anys és del 99% en 
pacients amb estadi I, del 68% al 83% en pacients amb estadi II i del 45% al 65% 
per pacients diagnosticats en estadi III (8). Els principals factors que determinen 
la indicació de quimioteràpia adjuvant son la invasió tumoral de la serosa (T4) o 
la presència de ganglis limfàtics regionals afectes (N1,2) (9). Altres factors que 
determinen la indicació de quimioteràpia adjuvant en els estadis II son la invasió 
tumoral perineural o limfo-vascular, el grau de diferenciació tumoral, el nombre 
de ganglis extrets en la cirurgia i l’elevació del marcador tumoral antigen carcino-
maembrionari (CEA) (9–11). 

Actualment, l’ús de tractaments estàndard basats en fluoropirimidines (5-fluoracil 
(5-FU) o capecitabina) i oxaliplatí adjuvant després de la cirurgia estimen un aug-
ment en supervivència global (SG) d’aproximadament un 20% en pacients amb càn-
cer de còlon estadi III i un 5% en pacients amb tumors estadi II (12–15).  

Tractament del càncer de recte localitzat

Entre els pacients diagnosticats de CCR, el 30% dels tumors primaris s’originen 
al recte (16). El recte és la part distal del tub digestiu i s’ubica entre el marge 
anal extern i fins a 15cm. Aquests tumors es classifiquen en “recte baix” aquells 
compresos entre el marge anal i fins a 5cm, ”recte mig” de 5cm fins a 10cm i 
“recte alt” entre 10 i 15cm del marge anal extern. L’abordatge de tractament en 
el càncer de recte és lleugerament diferent al càncer de còlon. La localització del 
tumor primari, la invasió tumoral (T) i la presència de ganglis limfàtics patològics 
(N) avaluats per ressonància magnètica nuclear (RMN) són les principals varia-
bles per a definir el risc potencial i l’abordatge terapèutic inicial. Així, tumors 
de baix risc (estadi I) s’indicarà cirurgia mentre que aquells amb risc entremig 
o alt (estadis II recte mig o baix i estadis III) es realitzarà inicialment tractament 
neoadjuvant (preoperatori) amb radioteràpia o quimio-radioteràpia (QRT) seguit 
de cirurgia (17,18). 

Els esquemes clàssics de tractament neoadjuvant inclouen (a) la QRT amb capeci-
tabina o 5-FU en infusió continuada administrat conjuntament amb radioteràpia a 
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dosi de 45–50 Gy en 25–28 fraccions i (b) la radioteràpia de curta durada amb dosi 
total de 25Gy en 5 fraccions de 5 Gy. Ambdós esquemes han demostrat una milloria 
en el control locorregional de la malaltia respecte la cirurgia inicial disminuint les 
taxes de recaiguda local fins al 5-9% (19–21). Després de la cirurgia, l’administració 
de quimioteràpia adjuvant basada en fluoropirimidines en els pacients que han re-
but neoadjuvància és controvertida i no existeixen dades de benefici en SG global 
(22–24). Afegir oxaliplatí a fluoropirimidines en el tractament adjuvant (XELOX; 
FOLFOX) només ha demostrat eficàcia en el subgrup de pacients amb estadi III 
patològic (ypN1-2) (25,26). Tot i així, l’estat del pacient després de la cirurgia i la 
potencial toxicitat de la quimioteràpia adjuvant fa que quasi un terç dels pacients 
no arribin a iniciar el tractament i que menys del 50% dels pacients completin 
l’esquema adjuvant previst (23).  Tot i aquest abordatge multimodal, fins un 30% 
dels pacients tractats amb neoadjuvància seguit de cirurgia +/- quimioteràpia ad-
juvant presentaran recaiguda metastàtica durant el seguiment (23,27). 

Tractament neoadjuvant total (TNT)

En els darrers anys hi ha hagut un interès creixent per tal de poder identificar aquells 
pacients amb major risc de recurrència. S’ha proposat un subgrup anomenat càncer 
de recte localment avançat (CRLA) definits per ser tumors amb estadiatge clínic (c)T3 
d’alt risc, cT4 o cN2. En aquests pacients s’ha estudiat l’administració preoperatòria de 
quimioteràpia sistèmica d’inducció o consolidació ja sigui abans o després de la QRT 
o de  la radioteràpia de curta durada. Aquesta estratègia es coneix com a tractament 
neoadjuvant total (TNT) i ha demostrat un millor perfil de toxicitat i major compliment 
del tractament sistèmic sense comprometre l’eficàcia local (28–31). 

Més recentment, dos assaig clínics fase III han comparat l’esquema clàssic de QRT 
amb l’abordatge mitjançant TNT i han demostrat que el TNT està associat a taxes de 
resposta completa patològica (RCp) superiors, una supervivència lliure de malaltia 
(SLM) més llarga i menor taxa de fracàs del tractament (32,33). Tot i així, l’aparició 
de metàstasis a distància durant el seguiment, que potencialment sorgeixen d’una 
malaltia mínima residual (MMR) després de la cirurgia, continuen sent la causa prin-
cipal del fracàs del tractament. En aquests estudis, fins un 20% dels pacients trac-
tats amb TNT i cirurgia radical es diagnosticaran de metàstasi durant el seguiment 
limitant la SG als 5 anys al 80%.
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Els marcadors pronòstics en càncer de recte localitzat són controvertits. Fins avui, el 
més utilitzat ha estat la RCp, és a dir, l’absència de tumor residual després del tracta-
ment neoadjuvant. Tot i haver estat l’objectiu primari de molts assajos clínics i tenir 
una bona correlació amb les taxes de control local de malaltia (27,34,35) la seva 
correlació amb la SG no ha estat demostrada (36). En els darrers anys s’ha desenvo-
lupat un nomograma per a prevenir recurrència local, metàstasi a distància i SG en 
pacients amb CRLA que té en consideració tan l’estadiatge inicial com el patològic 
després de la neoadjuvància. Aquest nomograma s’anomena “Neoadjuvant recu-
rrence score” o NAR i divideix els pacients en tertils (baix, mig i alt) segons el risc de 
recaiguda. El NAR i la seva correlació amb la supervivència lliure de recidiva (SLR) 
ha estat validat en diferents estudis (37–39). Tot i així, aquest índex no s’ha avaluat 
en tots els estudis de càncer de recte i la seva aplicació no s’ha introduït en pràctica 
clínica habitual. Tanmateix, tan la RCp com el NAR son indicadors que només poden 
aplicar-se després de la realització de la cirurgia rectal, i la identificació pre-quirúr-
gica de pacients amb malaltia mínima metastàtica (MMM) que provocarà la recai-
guda a distància continua sent un repte. 

Diversos estudis suggereixen que en aquells pacients que aconsegueixen una res-
posta completa clínica (RCc) després de l’administració de TNT es podria evitar la ci-
rurgia i aplicar una estratègia de vigilància estreta. Tot i que els treballs que recolzen 
aquesta aproximació son recents i encara no és una pràctica estesa, és una alterna-
tiva acceptable a la cirurgia rectal amb els beneficis d’un abordatge  que estalvia la 
proctectomia (29,40–42). Els biomarcadors per seleccionar pacients que són bons 
candidats per a una estratègia de preservació d’òrgan amb vigilància estreta encara 
no estan identificats. 

1.3.2 Tractament de la malaltia metastàtica (estadi IV)  

Fins als anys 2000 el pronòstic dels pacients amb càncer colorectal metastàtic 
(CCRm) era pobre i el tractament limitat a la quimioteràpia amb 5-fluorouracil amb 
una SG mitjana que oscil·lava entre els 8 i els 12 mesos (43). En els anys posteriors 
la introducció d’oxaliplatí i irinotecan en combinació amb fluoropirimidines van mi-
llorar la supervivència fins a una mitjana d’entre 17 i 20 mesos (44,45). La combi-
nació de quimioteràpia amb anticossos monoclonals dirigits contra el receptor del 
factor de creixement epidèrmic (EGFR) i contra el receptor del factor de creixement 
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endotelial vascular (VEGFR) han aconseguit que actualment els pacients amb CCRm 
arribin a una supervivència mitjana de 30 mesos (4,46,47).

Així doncs, el tractament actual de primera línia pel CCRm inclou el doblet o triplet 
de quimioteràpia amb fluoropirimidines més oxaliplatí i/o irinotecan combinat amb 
tractaments dirigits contra EGFR (cetuximab i panitumumab) o contra VEGFR (be-
vacizumab) segons les característiques del tumor (principalment el perfil molecular 
del tumor i la lateralitat del tumor primari (dret vs esquerre)), les característiques 
del pacient (comorbilitats, simptomatologia, preferències) i l’objectiu terapèutic 
plantejat (47). 

Figura 2: Esquema tractament de primera línia en pacients amb CCRm. Adaptació de l’algoritme 

de la Societat Europea d’Oncologia Mèdica (47) 

Per tal de poder fer una correcta selecció dels pacients candidats a tractament amb 
anti-EGFR és imprescindible una comprensió i caracterització molecular del CCR, 
principalment del receptor EGFR i la via de les MAPK (de les signes en anglès “mito-
gen-activated protein kinases”).

1.4. Diagnòstic molecular per a la selecció de tractament anti-EGFR en CCRm 

EGFR és una proteïna tirosina quinasa que es troba a la superfície cel·lular i s’activa 
mitjançant la unió dels seus lligands específics. La unió del lligand provoca la dimerit-
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zació del receptor i la autofosforilació de diversos residus tirosina en el domini c-ter-
minal. Aquesta auto-fosforilació permet l’activació de diverses vies de senyalització, 
principalment la via de les MAPK i la via PI3K-AKT que finalment envien senyals al 
nucli cel·lular per a estimular la síntesi d’ADN, la supervivència i la proliferació cel·lular. 

Figura 3: Via molecular MAP cinases

Cetuximab i panitumumab son anticossos monoclonals que s’uneixen al domini ex-
tracel·lular d’EGFR inhibint la interacció de lligands i provocant la interiorització i 
destrucció del receptor. Com a resultat, inhibeixen senyals de supervivència i proli-
feració mitjançant el bloqueig de la via de senyalització d’EGFR. Cetuximab és un an-
ticòs quimèric de la subclasse IgG1 pel que a més del bloqueig de la via mitjançant 
la unió a EGFR pot activar el sistema immunitari de l’hoste (citotoxicitat cel·lular 
dependent d’anticossos i citotoxicitat mediada pel complement) que promouen la 
destrucció de la cèl·lula tumoral. Panitumumab és un anticòs IgG2 humanitzat pel 
que el seu paper com a estimulador de l’activació de la immunitat cel·lular depen-
dent d’anticòs és dèbil (48–50). Tot i aquestes diferències, a la pràctica, cetuximab i 
panitumumab han demostrat la mateixa eficàcia i son fàrmacs clínicament equipa-
rables en el tractament del CCRm (47,51). 

Fins a dues terceres parts dels tumors colorectals tindran una alteració en la via 
de les MAPK convertint-se així en una de les vies de senyalització més rellevant 
per al pronòstic i predicció de resposta a tractament dels pacients amb CCRm.



44

RAS
RAS és una proteïna GTPasa que s’activa mitjançat la unió a la membrana cito-
plasmàtica i la fosforilació, activant així la cascada de senyalització de les MAPK. 
Quan hi ha una mutació en algun dels oncogens que codifiquen RAS (KRAS, NRAS 
o HRAS) es produeix un canvi conformacional que provoca que la proteïna RAS 
es mantingui unida a GTP i per tant provoqui una activació constant de la via de 
senyalització promovent una activació constitutiva de les senyals de diferencia-
ció, proliferació i invasió cel·lular (52,53).

La família de gens RAS és una de les més freqüentment mutades en totes les 
neoplàsies (54). Els gens KRAS, NRAS i HRAS estan situades al braç curt del cro-
mosoma 12 i presenten mutacions principalment en l’exó 2 (codó 12 i 13), exó 3 
(codó 59 i 61) o exó 4 (codó 117 i 146). De fet, al voltant d’un 40-45% dels ade-
nocarcinomes de còlon presenten una mutació en KRAS. La primera mutació en 
descriure’s i la més freqüent en càncer de còlon és la de l’exó 2, concretament 
el canvi d’una guanina per una adenina en el codó 12 (KRASG12D). Menys fre-
qüents son les mutacions de NRAS  (al voltant d’un 4% dels tumors colorectals) i 
anecdòtiques les de HRAS (menys d’un 1% dels casos) (54–56).

Figura 4: Distribució prevalença mutacions de RAS en CCR (Adaptació  Patelli et. al (56))
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Els primers assajos clínics amb inhibidors d’EGFR en pacients amb CCRm no se-
leccionats molecularment van demostrar un benefici potencial tot i que discret de 
cetuximab i panitumumab (57–59). 

En els estudis pivotals de primera línia de quimioteràpia amb anti-EGFR ja es va obser-
var que el benefici de cetuximab o panitumumab era superior en els pacients sense 
mutacions en l’exó 2 de KRAS. Així, a l’estudi CRYSTAL amb cetuximab + FOLFIRI en pri-
mera línia, afegir cetuximab a la quimioteràpia incrementava la SLP en 1.2 mesos de 
mediana comparat amb quimioteràpia sola (HR 0.68; P=0.02) però sense impacte en 
SG (60), mentre que a l’estudi PRIME amb panitumumab + FOLFOX afegir panitumu-
mab augmentava la SLP en 2.2 mesos (HR 0.72; p=0.004)  de mediana amb impacte en 
SG (61). Posteriorment, anàlisi retrospectius d’aquests assajos clínics han demostrat 
com l’eficàcia del tractament amb anti-EGFR es limita a aquells pacients amb tumors 
sense mutacions en els exons 2, 3 o 4 dels gens KRAS o NRAS (62,63). Els assajos clínics 
més recents i metanàlisi on s’ha seleccionat els pacients per aquestes mutacions han 
demostrat que la combinació de quimioteràpia més anti-EGFR en pacient RAS “wild 
type” (wt) obté una resposta de fins al 69%  amb una supervivència lliure de progres-
sió mediana d’entre 10 i 13 mesos (51,64–66). 

Per tal d’avaluar la millor estratègia de tractament en primera línia en pacients amb 
CCRm RAS wt dos assajos clínics fase III van comparar el doblet de quimioteràpia 
amb anti-EGFR o amb bevacizumab. L’assaig FIRE-3 va comparar FOLFIRI-bevacizu-
mab amb FOLFIRI-cetuximab en KRAS exó 2 wt (67). L’estudi no va observar diferèn-
cies en l’objectiu primari de taxa de resposta però sí en SG a favor del braç de cetu-
ximab que eren clarament significatives en el subgrup RAS wt (mediana SG de 31 vs. 
26 mesos en el braç de bevacizumab. HR 0.76 p=0.012) (68). L’assaig fase III CALGB/
SWOG 80405 també va comparar cetuximab amb bevacizumab en combinació amb 
doblet de quimioteràpia escollida per l’investigador (FOLFOX o FOLFIRI) en pacients 
amb CCRm KRAS exó 2 wt. Aquí l’objectiu primari era SG i no es van observar di-
ferències entre ambdós braços de tractament (65). Tot i així en un anàlisi exploratori 
retrospectiu posterior es va observar com l’origen del tumor primari (còlon dret vs. 
esquerre) tenia un impacte en la resposta a anti-EGFR. Els tumors d’origen esquerre 
(còlon descendent, sigma i recte) es beneficiaven més de rebre cetuximab mentre 
que en els tumors d’origen dret (còlon ascendent i trasnvers) era millor el tractament 
amb bevacizumab (69). Metanàlisi posteriors d’aquests estudis i d’altres amb combi-
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nació de quimioteràpia més anti-EGFR o bevacizumab han confirmat que el benefici 
d’afegir anti-EGFR a la quimioteràpia s’observa en els pacients amb tumors RAS wt i 
origen esquerre (51,70). 

Així doncs, les mutacions en RAS són marcadors predictius negatius determinants 
per al tractament anti-EGFR pel que actualment la determinació de l’estatus muta-
cional de RAS previ inici de tractament anti-EGFR és obligatòria en totes les guies 
nacionals i internacionals de CCR (47,71). 

BRAF
Les mutacions en el gen BRAF es produeixen en un 8-12% dels casos de CCRm i més 
del 95% són degudes a la substitució d’una valina per una molècula d’àcid glutàmic 
en el residu 600 resultant l’anomenada BRAFV600E (72,73). Les mutacions BRA-
FV600E representen un fenotip agressiu associat a un mal pronòstic i resistència 
als règims de quimioteràpia estàndard (74–77). Igual que les mutacions de RAS, 
les mutacions de BRAFV600E comporten una activació constitutiva de la via de les 
MAPK obviant l’efecte de la inhibició d’EGFR per part de cetuximab o panitumu-
mab. Estudis retrospectius han observat com pacients amb tumors amb mutacions 
en BRAFV600E no es beneficien del tractament anti-EGFR (78–80).

Tot i que en alguns casos anecdòtics un mateix tumor pot compartir mutacions en 
RAS i BRAF en alguna subclona poc prevalent, a efectes pràctics les mutacions de 
RAS i BRAF son mútuament excloents en tumors no prèviament tractats amb an-
ti-EGFR (80,81). 

Donat la importància de BRAF com a biomarcador pronòstic i predictiu de resposta 
a anti-EGFR, la Societat Europea d’Oncologia Mèdica (ESMO), la Societat Americana 
d’Oncologia Mèdica (ASCO) i les directrius de la National Comprehensive Cancer 
Network recomanen l’avaluació de l’estat de BRAF juntament amb el RAS en el diag-
nòstic de la malaltia metastàtica per a la decisió de tractament (47,71,82). 

Tot i una correcta selecció clínica i molecular, fins a un 15-20% dels pacients amb 
CCRm tractats en primera línia amb quimioteràpia + anti-EGFR no es beneficiaran 
de la teràpia iniciada i requeriran un canvi precoç en el estratègia del tractament 
(47,71). És per aquest motiu que la recerca de biomarcadors de resposta al tracta-
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ment que ens permetin identificar aquells pacients que es beneficiaran de trac-
tament anti-EGFR és de cabdal importància per a millorar la supervivència dels 
pacients amb CCRm i evitar la toxicitat afegida de mantenir un tractament po-
tencialment fútil. 

1.5. Mecanismes de resistència adquirida a anti-EGFR 

La eficàcia dels fàrmacs anti-EGFR és limitada en el temps i tots aquells pacients que 
inicialment responen al tractament acabaran potencialment progressant degut al 
desenvolupament de mecanismes de resistència adquirida com a fenomen adapta-
tiu del tumor a la pressió pel tractament. 

El bloqueig d’EGFR dona lloc a pressió evolutiva i al creixement de poblacions sub-
clonals de cèl·lules amb mecanismes de resistència que impulsen la progressió del 
tumor (83–85). Els mecanismes més freqüents pels quals els tumors desenvolupen 
resistència adquirida a la teràpia anti-EGFR son l’activació de vies de senyalització 
de bypass (sigui per una mutació en la mateixa via de les MAPK o en altres gens 
relacionats amb EGFR) i les alteracions en el domini extracel·lular del receptor EGFR 
(EGFR-ECD de les sigles en anglès “EGFR extracellular domain”). 

El mecanisme més comú de la resistència adquirida a inhibidors d’EGFR són les mu-
tacions RAS que es detecten fins en un 50% dels pacients a la progressió (86). A di-
ferència de les mutacions de resistència innata que son predominantment en l’exó 
2 de KRAS, les mutacions de resistència adquirida solen produir-se en els exons 3-4 
i fins en dues terceres parts dels casos a NRAS.

El genotipat de mostres de pacients i l’ús de models pre-clínics ha permès identi-
ficar en els darrers anys diversos mecanismes de resistència adquirida a fàrmacs 
anti-EGFR més enllà de les mutacions de RAS. Al 2012 el nostre grup va identificar 
per primera vegada una mutació en el domini extracel·lular d’EGFR. Concretament 
el canvi d’una serina per una arginina en l’aminoàcid 492 (EGFR S492R) que genera 
un canvi conformacional en el receptor EGFR impedint la unió de cetuximab i pro-
vocant la resistència al tractament (87). Aquesta mutació però és exclusiva de la 
pressió tumoral exercida per cetuximab, doncs el canvi conformacional del receptor 
afecta un epítop d’unió d’EGFR a cetuximab però no d’unió a panitumumab, de 



48

manera que no impedeix la unió de panitumumab a EGFR ni la seva eficàcia. Pos-
teriorment, i en col·laboració amb altres grups, es van identificar altres mutacions 
al domini extracel·lular d’EGFR com a causants de resistència a anti-EGFR (88–90).
 
Estudis amb cohorts de pacients a la progressió a anti-EGFR han establert que entre 
un 20 i un 40% dels pacients que inicialment responen a cetuximab o panitumumab 
acaben desenvolupant mutacions d’EGFR-ECD. Aquestes mutacions solen ser sub-clo-
nals i coexisteixen amb altres mutacions de RAS (85,89,91,92), remarcant així com el 
CCR és una malaltia genètica governada per la selecció clonal on les cèl·lules tumorals 
modifiquen el seu genotip a pressions externes per tal d’obtenir un avantatge adap-
tatiu i continuar creixent tot i el tractament. En aquestes cohorts de pacients on es 
va analitzar un número major de pacients, s’ha establert que les mutacions que més 
freqüentment apareixen durant el tractament amb cetuximab/panitumumab són sis:  
S492R, S464L, G465R, G465E, V441D, V441G (91). Aquestes 6 mutacions d’EGFR-ECD 
detectades en biòpsia líquida són les que s’usen per seleccionar pacients en els assajos 
clínics de re-tractament amb anti-EGFR com el recent publicat assaig CHRONOS (93) o 
l’assaig clínic CITRIC actualment en reclutament (94).

Figura 5 Localització i prevalença de les principals mutacions d’EGFR-ECD. (A) visió general del 

domini extracel·lular EGFR unit a cetuximab  Quatre subdominis comprenen el domini extra-

cel·lular d’EGFR, el domini III conté les sis mutacions. La mutació R451C es produeix al interfície 

de contacte amb el domini IV i (B) prevalença de mutacions d’EGFR-ECD a la progressió a tracta-

ment amb cetuximab o panitumumab (adaptació de Arena S & Bellosillo B CCR 2015 i Montagut 

C JAMA 2018 (88,91))
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En aquest aspecte de la dinàmica clonal és interessant també observar com les mu-
tacions de RAS son les primeres en emergir en la resistència adquirida i les primeres 
en disminuir quan es retira el fàrmac mentre que les mutacions a EGFR-ECD apa-
reixen de forma més tardana i més subclonal i predominantment en pacients amb 
major resposta a anti-EGFR (89,95).

L’ús de tècniques de seqüenciació d’alta sensibilitat ens ha permès demostrar que 
en molts casos les mutacions de KRAS/NRAS/BRAF detectades a la mostra tumoral 
a la progressió a cetuximab ja eren presents en molt baixa freqüència en la mostra 
tumoral previ inici de tractament (80,85,96,97). El nostre grup ha observat com algu-
nes d’aquestes mutacions pre-existents ho són per sota del llindar de detecció de les 
tècniques estàndard i que la presència de subclones de RAS per sota d’un 5% en la 
mostra tumoral no son clínicament significatives ni eviten la resposta a anti-EGFR (80).  

Tot i que les mutacions d’EGFR-ECD, a diferència de les mutacions RAS, només es 
detecten en pacients com a mecanisme de resistència adquirida (89,91), hi ha algun 
estudi que ha generat models matemàtics que apunten la hipòtesi que totes les mu-
tacions que es detecten com a adquirides ja hi son de forma basal tot i que en subclo-
nes tan minoritàries que la tecnologia actual no pot detectar (90). Una teoria alterna-
tiva a la selecció clonal darwiniana que he discutit fins ara i que està establerta com a 
principal mecanisme de resistència adquirida, és l’anomenada mutabilitat adaptiva, 
en la que les mutacions de resistència no pre-existirien sinó que es seleccionarien 
en un estat de hipermutabilitat del tumor secundari a la pressió farmacològica (98).

En una minoria de casos (<5%), la resistència a fàrmacs anti-EGFR pot estar mediada 
per l’activació de receptors de membrana alternatius com Her2 o MET (81,99–101)  
o la mutació en segments inferiors de la via de les MAPK com ara mutacions en 
BRAF o en MEK tot i que l’evidència en aquestes darreres com a mecanisme de re-
sistència adquirida és limitada i basada en models teòrics o pre-clínics (81,102,103).  

D’altra banda, més enllà de la resistència clonal, altres mecanismes de resistència que 
involucrin el microambient tumoral (sistema immunitari i estroma)  s’estan avaluant i 
segurament juguin un paper clau en la resistència a quimioteràpia i fàrmacs biològics. 
En aquest sentit, estudis transcriptòmics han demostrat un canvi a fenotip mesenqui-
mal amb augment de transforming growth factor beta (TGF-β) en pacients tractats 
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amb cetuximab (104). Un altre punt important és que els fàrmacs anti-EGFR en la ma-
joria de casos s’administren en combinació amb quimioteràpia. Caldrà veure el paper 
de la quimioteràpia en la resistència adquirida i la interacció entre fàrmacs anti-EGFR 
i quimioteràpia en l’adquisició de resistència adquirida (105). 

1.6 Estratègia clínica per al diagnòstic molecular en el CCRm

L’abordatge clínic estàndard per al diagnòstic molecular és l’estudi en teixit tumo-
ral parafinat de les mutacions escollides. Com he comentat, en el cas del CCRm 
les guies recomanen l’estudi de les mutacions en els gens de KRAS, NRAS, BRAF 
a més de l’estudi immunohistoquímic o per PCR dels gens reparadors de l’ADN al 
diagnòstic, com a marcadors indispensables per poder prendre la millor decisió 
terapèutica.

La mostra de teixit tumoral per estudi molecular pot provenir des de la cirurgia 
del tumor primari fins a una biòpsia endoscòpica del tumor primari o d’una de 
les metàstasi. La majoria dels pacients amb CCR tindran material disponible per a 
l’estudi de biomarcadors ja bé sigui una mostra de teixit en el moment del diag-
nòstic de la malaltia metastàtica o de la mostra d’arxiu de la cirurgia del tumor 
primari en els casos que es tracti d’una recidiva metacrònica d’un tumor inicial-
ment localitzat. 

S’ha realitzat múltiples estudis de concordança de l’estat mutacional de KRAS entre 
el teixit primari i les metàstasi. Tot i que alguns estudis inicials apuntaven una dis-
cordança superior al 20% de les mutacions de KRAS entre diferents biòpsies d’un 
mateix pacient, anàlisi posteriors amb la inclusió de major número de pacients han 
demostrat la amplia concordança de les mutacions de RAS entre lesions en un ma-
teix pacient (106,107). 

Encara que generalment hi ha material disponible per a l’estudi d’alteracions mo-
leculars necessàries per a la decisió de tractament, en algunes ocasions el teixit és 
escàs, de mala qualitat o prové de mostres d’arxiu d’anys enrere al diagnòstic de les 
metàstasi. En aquests casos s’ha de plantejar al pacient una nova biòpsia tumoral 
de la lesió més abordable si és possible amb les molèsties pel pacient i dificultats 
tècniques que pot comportar. 
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2. ADN circulant tumoral

L’ADN circulant tumoral (ADNct) són fragments d’ADN alliberats per les cèl·lules tu-
morals al torrent sanguini o a altres líquids corporals. 

Com hem vist en el capítol anterior, la caracterització genòmica tumoral s’avalua 
mitjançant l’estudi d’ADN i/o ARN obtingut a partir de la biòpsia d’un fragment de 
teixit del tumor primari o d’una metàstasi. Tanmateix, aquest procediment té unes 
limitacions biològiques i tècniques. En primer lloc, els tumors tenen gran capacitat 
per evolucionar en resposta a factors endògens i exògens. Així, la composició genè-
tica de les diferents lesions metastàtiques en un mateix pacient pot ser divergent 
(heterogeneïtat espacial) i l’estrès terapèutic exercit sobre les cèl·lules tumorals pot 
modificar dinàmicament el paisatge genòmic del tumor (heterogeneïtat temporal) 
(84). En segon lloc, l’obtenció de teixit tumoral mitjançant biòpsia és un procés in-
vasiu, molest per al pacient, no exempt de complicacions i  que requereix de la 
implicació de diversos professionals mèdics (108). Finalment, i no menys important, 
en ocasions el material obtingut de la biòpsia és escàs i insuficient per a l’estudi mo-
lecular del tumor obligant al pacient i als clínics a repetir el procediment o a establir 
un pla terapèutic sense la informació completa. 

És per aquests motius que la detecció de mutacions en l’ADNct en sang perifèrica 
s’ha postulat en els últims anys com una alternativa a la biòpsia tumoral clàssica tan 
en el diagnòstic com en el monitoratge del tractament. L’anomenada “biòpsia líqui-
da” permet la caracterització molecular tumoral mitjançant l’extracció d’una mostra 
de sang, un procediment mínimament invasiu, senzill i que pot ser repetit al llarg de 
l’evolutiu del pacient permetent el genotipat del tumor en temps real. 

És important matisar que el concepte “biòpsia líquida” és un terme molt ampli que 
engloba l’anàlisi molecular en qualsevol fluid biològic d’àcids nucleics (ADNct, ARN 
circulant tumoral i ARN provinent de plaquetes), estructures subcel·lulars (espe-
cialment exosomes) i cèl·lules tumorals circulants (109–111). Així, és també biòpsia 
líquida l’estudi molecular en qualsevol fluid del cos ja sigui la sang, el líquid cefalora-
quidi, líquid pleural, líquid peritoneal, saliva o orina. Tot i així s’acostuma a utilitzar 
el concepte biòpsia líquida com a sinònim de detecció d’ADNct en sang perifèrica 
ja que és el camp on la biòpsia líquida ha estat més estudiada i on s’estan desen-
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volupant els principals assajos clínics. En aquesta tesi, d’ara en endavant, quan ens 
referim a biòpsia líquida ho farem també com a sinònim d’ADNct en plasma.  

2.1. Característiques generals de l’ADN circulant tumoral

La presència de fragments d’ADN circulant (ADNc) a la sang d’individus sans va ser 
descrita per primera vegada l’any 1948 per Mandel i Metais (112). Uns anys més tard, 
al 1965, Bendich et al. va plantejar la hipòtesi que la circulació per la sang d’ADN “tu-
morogènic” podia ser la causa de la disseminació metastàtica dels tumors (113). Dotze 
anys després, Leon et al. van demostrar que els nivells d’ADNc eren més alts en pa-
cients amb càncer que en subjectes sans, especialment en aquells amb malaltia metas-
tàtica (114), però no va ser fins al 1989 quan el desenvolupament tècnic va permetre 
la demostració experimental de la presència d’ADN tumoral en el plasma dels pacients 
amb càncer (115). Posteriorment, i ja als anys 90, es va poder descriure per primera 
vegada la presència de mutacions oncogèniques en ADNct mitjançant tècniques de 
PCR al·lel-específiques, concretament mutacions de RAS en pacients amb càncer de 
pàncrees i leucèmia mieloide aguda (116,117). En els pacients amb càncer de pàncrees 
es va demostrar que les mutacions de KRAS que es trobaven en sang perifèrica eren les 
mateixes que en teixit tumoral per a cada un dels pacients estudiats, verificant així que 
aquells fragments d’ADN provenien del tumor i que la detecció d’ADNct podia conver-
tir-se en un nou biomarcador en càncer. 

Des d’aleshores, els treballs per al diagnòstic d’ADNct i les seves potencials apli-
cacions clíniques s’han anat succeint permetent no només el diagnòstic de mu-
tacions puntuals sinó també la detecció d’altres alteracions genòmiques com ara 
insercions o delecions en oncogens, fusions, alteracions del nombre de còpies o 
canvis epigenètics. 

Tot i que el mecanisme pel qual les cèl·lules alliberen ADNc a la sang perifèrica no 
és conegut del tot, es considera que és majoritàriament per mecanisme d’apop-
tosi i necrosi cel·lular i possiblement també per secessió activa de les cèl·lules 
(118–120). La longitud de l’ADNc és d’uns 180 parells de bases (pb), amb un pic 
als 166pb que correspon a la longitud de l’ADN embolcallat al voltant d’un nu-
cleosoma (147pb aproximadament) més l’ADN enllaçador associat a la histona 
H1. Aquesta característica fragmentació ha potenciat la teoria de l’apoptosi en 
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l’origen de l’ADNc (119–121). Estudis posteriors han demostrat que la longitud 
de l’ADNct és lleugerament inferior a la del ADNc que no prové d’origen tumoral 
(122). La diferenciació de l’ADNct respecte l’ADNc d’origen no tumoral mitjançant 
la longitud dels fragments d’ADN s’anomena fragmentòmica i també és una de 
les eines que es pot utilitzar en la detecció de l’ADNct. 

La vida mitjana de l’ADNct en sang perifèrica és al voltant de dues hores motiu 
pel qual l’estudi del ADNct es considera un anàlisi molecular tumoral “en temps 
real” (123). 

2.2 Mètodes per a la detecció de l’ADN circulant tumoral

Com ja he descrit, no tot l’ADN que detectem en sang perifèrica és d’origen tu-
moral. Al contrari, es calcula que menys de l’1% de l’ADN prové del tumor i que 
majoritàriament detectarem ADN alliberat per cèl·lules sanes (123–125). Tot i que 
aquest percentatge pot augmentar en funció de l’estadiatge tumoral i el tipus de 
tumor (126), és molt important disposar de tècniques amb suficient sensibilitat 
per poder detectar el petit percentatge de molècules d’ADN provinents del tumor. 
D’altra banda, l’augment d’alteracions genètiques clínicament accionables han fet 
que el panell molecular necessari per a l’estudi de biomarcadors en cada tipus 
tumoral sigui cada vegada més ampli i de major implicació en el pronòstic i trac-
tament del pacient. 

L’estudi d’ADNct pot variar des de l’anàlisi de mutacions diana en un gen concret fins 
a la seqüenciació de tot el genoma. En conjunt, les tècniques de detecció d’ADNct es 
poden dividir en dues categories: (a) mètodes basats en la reacció en cadena de la po-
limerasa (PCR) que es centren en la recerca de mutacions puntuals en una seqüència 
específica d’ADN i (b) mètodes que permeten detectar múltiples alteracions en diver-
ses regions de l’ADN. Aquests darrers son els anomenats tècniques se seqüenciació de 
nova generació (NGS de les signes en anglès “next-generation sequencing”). 

2.2.1 PCR digital 

Les tècniques de PCR al·lel específiques es basen en la detecció de mutacions 
puntuals conegudes utilitzant encebadors (o “primers” en anglès) que son com-
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plementaris a la seqüència mutada que es vol analitzar. Aquesta és la base de les 
tècniques clàssiques com el Sanger o la piroseqüenciació que estem acostumats 
a utilitzar en teixit per a la detecció, per exemple, de mutacions en els exons 
2,3,4 de RAS o en BRAFV600E. Aquestes tècniques tenen una sensibilitat de de-
tecció d’aproximadament el 5%, llindar completament insuficient per a l’estudi 
en biòpsia líquida. 

Per tal de poder augmentar la sensibilitat, les tècniques de PCR digital (PCRd) frac-
cionen l’ADN per obtenir molècules individuals que s’analitzen de manera indepen-
dent en diferents compartiments (pous, gotes o cambres segons la modalitat de 
PCRd utilitzada). Així, no és fins després d’aïllar cada molècula d’ADNc d’una mostra 
en un compartiment que no s’inicia l’amplificació per PCR. Posteriorment, s’afe-
geixen sondes fluorescents etiquetades específicament per a la seqüència “wild 
type” (wt) o per a la mutació puntual a estudi que s’hibridaran amb l’ADN ampli-
ficat en cada un dels compartiments. Finalment, es fa la lectura per citometria de 
flux que detecta les diferents fluorescències permetent quantificar així la quantitat 
d’ADN mutat en comparació al ADN wt de cada mostra. 

Les dues tècniques de PCRd més utilitzades són  la “droplet digital PCR (ddPCR)” (127,128) 
i el beads, emulsion, amplification and magnetics (BEAMing) (129,130).  

Figura 6: Esquema gràfic del funcionament de la tècnica de PCRd  BEAMING: “beads, emulsion, 

amplification and magnètics” 

Ambdues tècniques es caracteritzen per requerir poca quantitat d’ADN per a 
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l’anàlisi i obtenir una sensibilitat de detecció fins al 0.01% (és a dir la capacitat de 
detectar una molècula mutada entre 1000 seqüències wt) cosa que les converteix 
en tècniques òptimes per a la detecció de mutacions puntuals en ADNct. A més, la 
lectura de resultats és directa i relativament senzilla i no requereix d’anàlisi de da-
des previ. La principal limitació d’aquestes tècniques és que només poden detectar 
una única mutació o un nombre molt limitat de mutacions per mostra analitzada i 
que només podrem interrogar aquelles mutacions concretes i prèviament conegu-
des per les que haguem dissenyat el “primer”.

2.2.2 Seqüenciació de Nova Generació (Next Generation Sequencing, NGS) 

Les tècniques de seqüenciació de nova generació (NGS) es basen en l’anàlisi en 
paral·lel de milions de petites seqüències de molècules d’ADN i la seva compa-
ració amb seqüències de referència permetent així la detecció de múltiples al-
teracions genètiques en una sola mostra. Aquest procediment es du a terme en 
quatre passos fonamentals: la preparació de llibreries, la amplificació (que pot 
ser basada en amplicons o en captura), la seqüenciació i l’anàlisi bioinformàtic 
de resultats (131–133).  Les regions a estudi poden variar des de la seqüenciació 
de fragments d’exons determinats fins a l’estudi de tot l’exoma (134). 

Una de les principals avantatges de les tècniques de NGS és el genotipat tumoral 
sense necessitat de disposar d’informació molecular sobre el tumor primari. Se-
gons els objectius clínics i la inversió prevista, es poden triar panells dissenyats 
específicament per a cada subtipus tumoral amb la cobertura dels principals 
gens implicats o bé utilitzar plataformes més àmplies que interroguin la majoria 
d’oncogens independentment de l’origen del tumor a estudi. 

En augmentar la cobertura genòmica a estudi disminueix la sensibilitat de la 
tècnica. Inicialment les plataformes de NGS tenien una taxa d’error de seqüen-
ciació d’entre el 0,1 i l’1% (135) fet limitant per a la detecció de mutacions poc 
freqüents en l’ADNc. Aquesta potencial limitació s’ha revertit mitjançant (a) la 
extracció de major volum de plasma per pacient per a poder disposar de majors 
quantitats d’ADNc (entre 20-50ng segons les tècniques), (b)  la introducció de 
codis de barres i identificadors moleculars únics en la preparació de les llibreries 
i (c) l’anàlisi bioinformàtic post-seqüenciació (136). 
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Els identificadors moleculars únics o UMI de les sigles en anglès són molècules 
inicials d’ADN amb 10-12 bases aleatòries que s’uneixen a cada seqüència a 
estudi permetent que cada codi de barres s’amplifiqui i seqüenciï juntament 
amb cada molècula d’ADN. Així, si trobem una alteració que està present en 
totes les seqüències d’una regió genòmica amb el mateix UMI es considerarà 
una alteració real, mentre que si només es troba en alguna de les seqüències 
amplificades es considerarà un error de seqüenciació (137,138). A més a més, 
en la preparació de les llibreries es poden afegir codis de barres d’identificació 
específics per a cada pacient per permetre analitzar de forma conjunta mostres 
de diferents pacients.

Figura 7: Preparació de llibreries de seqüenciació d’ADNc mitjançant codis de barres ID i 

identificadors moleculars únics (UMI) (139)

	
A banda de la sensibilitat, un altre repte per a les plataformes de NGS amb gran 
cobertura genòmica és el procés conegut com a hematopoiesi clonal (HC). Els 
individus sans, amb l’edat, adquireixen noves mutacions somàtiques a les cèl·lu-
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les hematopoètiques que quan es lisen poden alliberar l’ADNc (140). Això es pot 
interpretar incorrectament com a mutacions que provenen del tumor obtenint 
així un fals resultat positiu. El millor abordatge per a diferenciar l’ADN provi-
nent de cèl·lules tumorals del que s’origina en les cèl·lules hematopoiètiques és 
seqüenciar la fracció de leucòcits per tal de discriminar l’origen de la mutació 
detectada en l’ADNc (141). Aquest aspecte és de màxima rellevància en la de-
tecció de malaltia mínima residual (MMR) i en el cribratge del càncer, situacions 
clíniques en que la presència de ADNct és mínima i un resultat fals positiu pot 
tenir conseqüències determinants pel pacient (142).

Amb la progressiva milloria tecnològica s’estan implementant noves estratè-
gies per augmentar la sensibilitat del diagnòstic d’ADNct, cosa imprescindible 
en els casos on el volum total de ADNct és particularment baix. Així algunes 
plataformes de NGS inclouen no només l’estudi genòmic sinó també el per-
fil de patrons de metilació i el perfil de fragmentació diferencial mitjançant 
el posicionament nucleosomal. Els patrons de metilació que inhibeixen l’ex-
pressió gènica estan relacionats amb el teixit al qual pertanyen originalment 
i, per tant, reflecteixen l’origen de l’ADNc (143,144). Quan un gen és metilat, 
ho fa en diverses posicions del promotor, augmentant així l’oportunitat de 
detectar aquestes regions i per tant la sensibilitat de la tècnica. Pel que fa 
a la fragmentació, com ja hem comentat, els punts de tall de fragmentació 
de l’ADNc no són aleatoris i són diferents per a l’ADNct en comparació amb 
l’ADNc de cèl·lules normals. Si bé encara s’estan investigant els mecanismes 
d’aquest patró de fragmentació diferent, ajuda a caracteritzar si l’ADNc és 
d’origen tumoral o no (122).

Tal com hem vist, la ràpida evolució de la tecnologia fa que en pocs anys ha-
guem passat de detectar mutacions puntuals en gens determinats fins a la 
seqüenciació de fragments llargs del genoma, la detecció de metilacions i la 
fragmentòmica. Aquest canvi dramàtic ha permès millorar la sensibilitat de de-
tecció de l’ADNct i fins i tot poder realitzar els estudis moleculars directament 
en la biòpsia líquida evitant l’anàlisi inicial del teixit. Això implica la necessitat 
d’un anàlisi bioinformàtic acurat post-seqüenciació per detectar falsos nega-
tius cosa que n’augmenta la complexitat d’anàlisi, els costos i el temps a l’ob-
tenció de resultats. 
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Figura 8: Anàlisi de l’ADNct mitjançant tècniques de PCRd o NGS: principals diferències i 

fortaleses de cada tècnica

2.2.3. Estratègies per la detecció de l’ADNtc: informat per tumor versus tumor-agnòstic

Actualment podem abordar l’estudi de l’ADNct mitjançant dues perspectives di-
ferents: la primera és l’anàlisi inicial de les principals mutacions en teixit i el pos-
terior estudi de les mateixes en sang perifèrica (informat per tumor o en anglès 
tissue-informed). La segona estratègia emprada per la detecció de l’ADNct és l’es-
tudi directe de l’ADNct sense necessitat d’interrogar prèviament el tumor. Aquest 
segon abordatge es coneix com a “tumor-agnòstic”. La taula 1 revisa les caracte-
rístiques principals de cada un dels dos abordatges.
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Taula 1: Principals característiques de la detecció d’ADNct segons si l’abordatge utilitzat és infor-

mat per tumor (tumor informed) o sense utilitzar teixit tumoral (tumor agnostic)

2.2.4 Quantificació de les mutacions en ADNtc

L’anàlisi d’ADNct no ens informa només de la presència o no de mutacions detecta-
des en sang perifèrica sinó que ens permet també una descripció quantitativa de les 
mateixes. Així podem saber el percentatge de molècules d’ADN detectades amb una 
mutació respecte al nombre de molècules wt per la mateixa. Això es coneix com a 
freqüència al·lèlica mutada o MAF de les sigles en anglès. 

En els darrers anys s’ha adoptat el concepte de mutació troncal per definir aquella 
mutació somàtica amb la MAF més elevada present de cada mostra estudiada i de 
MAF relativa (MAFr) com la freqüència d’una mutació somàtica determinada en 
relació a la mutació troncal(145). 

Com que la quantitat d’ADNct que es troba en cada pacient pot ser variable de-
pendent de l’estadiatge, la localització de les metàstasi o els tractaments sistèmics 
rebuts, els conceptes de mutació troncal o MAFr ens permeten definir millor la 
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proporció de mutacions existents en cada pacient i la seva variació durant l’evolució 
de la malaltia. 

2.3 Aplicacions clíniques de l’ADN circulant tumoral en el càncer colorectal  

En els darrers 15 anys la possibilitat d’estudiar el genotip tumoral mitjançant 
una extracció de sang ha generat un interès creixent en la comunitat científi-
ca donat el potencial impacte en el pronòstic i tractament dels pacients amb 
càncer. Així, s’han anat succeint estudis que demostren la utilitat de la biòpsia 
líquida per al diagnòstic molecular, el monitoratge de resposta a tractament, 
l’aparició de resistència a les teràpies dirigides i la detecció de malaltia mínima 
residual (MMR). 

En el decurs del desenvolupament d’aquesta tesi hem viscut una revolució en l’es-
tudi de l’ADNct. Des de treballs preliminars de detecció de mutacions puntuals en 
plasma de pacients amb càncer metastàtic, fins al desenvolupament i publicació 
dels primers assajos clínics d’elecció de quimioteràpia adjuvant basat en la detecció 
de MMR. Això ha anat de la mà d’una constant evolució de les tècniques de detec-
ció d’ADNct, cada vegada més complexes i amb major sensibilitat. 

A la figura 9 exposo les principals aplicacions de l’estudi de l’ADNct en el CCR.  
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Figura 9: Principals aplicacions clíniques de la biòpsia líquida (adaptació Vidal J Cancer & Che-

motherapy Reviews 2017 (146))

2.3.1. Diagnòstic molecular en càncer colorectal metastàsic

El “gold standard” per a l’estudi de biomarcadors moleculars en càncer és l’es-
tudi de mutacions en teixit tumoral. Un dels primers passos necessaris per a 
la implementació de la biòpsia líquida com a eina diagnòstica era demostrar la 
capacitat de l’ADNct en la caracterització molecular del tumor en pacients amb 
càncer metastàtic. 

Així, els primers estudis es van centrar en la concordança de detecció de mu-
tacions somàtiques entre el teixit tumoral i l’ADNc plasmàtic. Un dels treballs 
seminals va ser el publicat a 2014 per Bettegowda i col·laboradors on es va 
estudiar la viabilitat de la biòpsia líquida mitjançant la correlació entre les mu-
tacions detectades en teixit tumoral i plasma (126). Els autors van utilitzar tècni-
ques de PCRd per a detectar en plasma la mutació principal en teixit de cada un 
dels tumors analitzats. Així van descriure com la taxa de concordança d’ADNct i 
teixit depenia del tipus de tumor (superior en càncer colorectal i gastro-esofàgic 
per exemple i inferior en tiroides i gliomes) i de l’estadiatge tumoral (superior 
en tumors metastàtics comparat amb estadis inicials).   
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En CCRm els primers estudis de genotipat en biòpsia líquida van ser també utilitzant 
assajos  basats en PCR per detectar mutacions puntuals en KRAS i BRAF per a selec-
cionar pacients tributaris a rebre tractament amb fàrmacs anti-EGFR (147). Després 
d’aquests primers treballs de prova de concepte, els estudis per a validar la utilització 
de la biòpsia líquida per a la caracterització de l’estat mutacional de RAS i BRAF en 
pacients amb CCRm s’han anat succeint.  

Des d’aquest abordatge inicial, es van desenvolupar tests basats en PCRd que re-
collien un panell limitat per a la detecció de les mutacions més prevalents. Així en 
CCRm es va comercialitzar el test OncoBEAMTM RAS CRC (Sysmex Innostics) que per-
metia la detecció de 34 mutacions puntuals en els exons 2, 3, i 4 en els gens de 
KRAS i NRAS. Paral·lelament es va comercialitzar Idylla (Biocartis) per la detecció de 
mutacions puntuals de KRAS, NRAS i BRAF mitjançant PCRd. En els darrers anys, el 
diagnòstic molecular ha evolucionat cap a proves comercials basades en panells de 
NGS que estudien regions més àmplies dels gens d’interès permetent així ampliar el 
genotipat tumoral. Tot i així, el concepte clau de la biòpsia líquida en aquest escena-
ri clínic és el mateix: obtenir un diagnòstic ràpid, fiable i no invasiu de les principals 
mutacions que  determinen el pronòstic i tractament dels pacients amb CCRm i que 
ens permetin prendre decisions clíniques amb la mateixa fiabilitat que quan uti-
litzem l’estudi del teixit tumoral. 

2.3.2. Avaluació de resposta al tractament en càncer colorectal metastàtic

Actualment l’avaluació de la resposta al tractament sistèmic en pacients amb 
CCRm es realitza mitjançant tècniques d’imatge com el TC i l’aplicació dels cri-
teris RECIST 1.1. Aquesta informació es complementa amb marcadors serolò-
gics com el CEA o el CA19.9. Ambdues tècniques tenen les seves limitacions. 
La primera és que la primera avaluació radiològica generalment no es fa fins a 
dos o tres mesos després d’haver iniciat tractament. La segona és que la inter-
pretació de les proves d’imatge és dependent de l’avaluador i que el sistema 
RECIST 1.1 només té en compte canvis en es diàmetres tumorals de les lesions 
diana (148). La tercera és que els biomarcadors serològics com el CEA són ines-
pecífics i que a més no son avaluables entre un 20 i un 40% dels pacients amb 
CCRm (149,150). 
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Així doncs, una utilitat clínica potencial de la biòpsia líquida és l’avaluació tumo-
ral de la resposta al tractament mitjançant el monitoratge de l’ADNct. En aquest 
sentit, el grup australià liderat per Tie i col·laboradors van publicar un dels pri-
mers estudis en una petita cohort de pacients amb CCRm on van observar que la 
reducció en la concentració d’ADNct es correlacionava amb resposta radiològica 
al tractament amb quimioteràpia (151). Aquest estudi analitzava inicialment les 
mutacions somàtiques en teixit i després monitorava la concentració en plasma 
de la mutació més prevalent mitjançant tècniques de PCRd. Tot i obtenir bona 
relació en la previsió de la resposta, no es van observar correlació entre els can-
vis en ADNct i la SLP. 

En els darrers anys s’han publicat diversos estudis que suggereixen que la varia-
ció dels nivells d’ADNc dins d’un pacient individual es correlaciona amb la càrrega 
tumoral al llarg del temps (152,153). Aquests treballs utilitzen tècniques de PCRd 
per a monitorar la resposta a quimioteràpia de pacients amb CCRm. Tot i dades 
prometedores, aquests estudis utilitzen cohorts de pacients que reben tracta-
ments poc homogenis i proposen diferents moments i punts de tall de disminu-
ció de l’ADNct per a predir resposta.  

Un grup d’experts mundial en biòpsia líquida i CCR ha determinat que l’assaig 
d’ADNct ideal per a la detecció de resposta al tractament hauria de tenir un alt 
nivell de sensibilitat, un temps de resposta ràpid i uns resultats fiables (154). 
A més, l’assaig d’ADNc ideal hauria d’incloure un panell de múltiples gens que 
permeti una seqüenciació d’alta profunditat per tal de poder detectar l’ADNc 
en la majoria dels pacients amb CCRm i l’aparició de mecanismes de resistència 
adquirida a teràpies dirigides. L’assaig s’hauria de realitzar abans de l’inici del 
tractament sistèmic i poc després de començar el tractament per tal de guiar la 
determinació precoç de la resposta clínica. 

Així, tot i els estudis publicats, encara hi ha molts aspectes a determinar en la uti-
lització de de la biòpsia líquida com a eina de valoració de resposta al tractament 
de primera línia en pacients amb CCRm. Qüestions com quins criteris s’han de 
seguir per determinar resposta, quin és el millor moment clínic per a la valoració 
precoç de resposta i quina és la metodologia òptima per a la quantificació de 
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l’ADNct, encara no estan resoltes. Anant un pas més enllà, també s’ha de demostrar 
la utilitat de la valoració molecular de resposta mitjançant ADNct. Per a poder im-
plementar a la pràctica clínica la biòpsia líquida per l’avaluació precoç de resposta, 
serà imprescindible demostrar la utilitat clínica mitjançant estudis que demostrin si 
canviar el tractament quan s’observi una progressió molecular genera un impacte 
en supervivència comparat en fer-ho a la progressió radiològica o viceversa, si la 
resposta precoç per biòpsia líquida ens permetrà desescalar el tractament sistèmic 
sense impactar la supervivència. 

2.3.3. Monitoratge de l’evolució clonal i resistència al tractament 

Com he revisat prèviament, una de les principals limitacions de l’eficàcia del trac-
tament sistèmic en pacients amb CCRm és el desenvolupament de mecanismes de 
resistència adquirida. Això ha estat àmpliament estudiat en el cas dels pacients que 
reben tractament amb anti-EGFR i l’emergència de mutacions a la via de les MAP 
quinases (predominantment mutacions de RAS) i en EGFR-ECD (85–88). A més a 
més, tot i la selecció inicial de pacients candidats a tractament anti-EGFR per bio-
marcadors de RAS/BRAF, la resposta individual serà diversa, i mentre alguns pa-
cients amb CCRm experimenten gran benefici clínic del tractament amb cetuximab 
o panitumab altres progressaran en pocs mesos. 

Estudis previs de petites cohorts de pacients realitzats pel nostre grup i altres han 
demostrat com l’ADNct pot estudiar la dinàmica clonal tumoral en temps real en 
pacients tractats amb fàrmacs anti-EGFR i identificar l’emergència de mecanismes 
de resistència adquirida (88,89,155,156). Anàlisi seriats de plasma de pacients han 
observat com les mutacions de RAS emergeixen de forma més precoç durant el 
bloqueig d’EGFR mentre que les mutacions en el domini extracel·lular d’EGFR no 
apareixen fins més endavant en el decurs del tractament (89,95). 

Així doncs el potencial teòric de la biòpsia líquida és el de poder detectar la resistència 
adquirida al tractament anti-EGFR abans que la progressió tumoral pugui ser eviden-
ciada per les proves clàssiques d’imatge i així mantenir el tractament només en aquell 
subgrup de pacients en que sigui eficaç.  Aquests estudis permeten conèixer l’evolució 
clonal i poder dissenyar millors estratègies de tractament, però cal encara demostrar 
la utilitat clínica de la monitorització clonal de resistència al tractament dirigit.
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2.3.4. Detecció de malaltia mínima residual (MMR) en càncer colorectal localitzat 

La MMR es defineix com la presència d’ADNct després d’un tractament amb inten-
ció curativa (clàssicament cirurgia) en pacients amb malaltia localitzada. La detecció 
de MMR s’ha associat amb un elevat risc de recurrència en diferents tipus tumorals 
(157–159). En càncer de còlon diversos estudis observacionals han demostrat de 
forma unànime  que la determinació d’ADNct a la sang dels pacients després de la 
cirurgia en estadis I-III s’associa amb elevat risc de recurrència. En aquest sentit, 
la presència d’ADNct es detecta en 10-25% de pacients estadi I-III després de la 
cirurgia i  és el factor pronòstic independent més potent de recaiguda amb HR que 
oscil·len entre 3 i 18 segons l’estudi. A més, la persistència d’ADNct després de rebre 
quimioteràpia adjuvant augmenta encara més el risc de desenvolupar metàstasi 
durant el seguiment (160–164). 

L’any 2022 es va publicar l’estudi DYNAMIC-II, el primer assaig clínic en pacients 
amb càncer de còlon estadi II i decisió de tractament adjuvant basat en biòpsia lí-
quida (165). Els pacients es van randomitzar 2:1 a rebre tractament adjuvant segons 
paràmetres histopatològics o segons resultat de la biòpsia líquida. En el grup de 
tractament informat per biòpsia líquida els pacients amb ADNct post-quirúrgic po-
sitiu rebien tractament amb quimioteràpia i els que tenien ADNct negatiu iniciaven 
seguiment. L’objectiu primari era de SLR a 2 anys i es va assolir la no inferioritat en 
la presa de decisions per biòpsia líquida comparat amb el grup estàndard on l’on-
còleg prenia la decisió segons criteris clínico-patològics. A més es va demostrar que 
els pacients del grup basat en ADNct rebien menys tractament amb quimioteràpia 
comparat amb el grup estàndard (15% vs. 28% respectivament). Així doncs, en el 
cas del càncer de còlon estadi II es podria evitar l’ús de quimioteràpia adjuvant en 
quasi la mitat dels pacients si utilitzem la biòpsia líquida per a la detecció de MMR. 

En càncer de recte, tres estudis retrospectius de prova de concepte han explorat la 
detecció de MMR en pacients tractats amb QRT neoadjuvant seguit de cirurgia i la 
seva associació amb RCp i risc de recurrència (166–168). En ells s’extreien mostres 
de sang previ a l’inici de tractament, després de la QRT i després de la cirurgia i ana-
litzaven l’ADNct mitjançant detecció amb PCRd de mutacions troncals detectades 
a teixit. Es va observar un major risc de recaiguda en aquells pacients amb ADNct 
després de la QRT però no es va trobar cap correlació entre l’ADNct preoperatori i 
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la taxa de RCp. Així doncs, en aquests dos estudis es confirma el paper pronòstic de 
la detecció de MMR en biòpsia líquida però no la seva associació amb la resposta al 
tractament neoadjuvant.

Taula 2: Principals assajos clínics de detecció de malaltia mínima residual en càncer de recte 

(166–169)

 
Com he mencionat prèviament, l’abordatge dels pacients amb càncer de recte està 
canviant i el tractament neoadjuvant total (TNT) és un nou estàndard en els pacients 
amb CRLA. A més a més, s’està començant a explorar l’estratègia de preservació 
d’òrgan entre aquells pacients amb resposta complerta al tractament neoadjuvant. 
L’aplicació de la biòpsia líquida com a biomarcador de resposta al TNT i el seu paper 
en la selecció de pacients per a un abordatge no quirúrgic del tumor després de la 
neoadjuvància no han estat explorats fins a dia d’avui. 
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La biòpsia líquida mitjançant la quantificació i genotipat de l’ADN circulant 
tumoral pot ser d’utilitat clínica en el diagnòstic i tractament dels pacients 
amb càncer colorectal. 
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1. Caracteritzar la utilitat clínica de l’ADNct en el diagnòstic molecular i monito-
ratge de resistència al tractament en pacients amb càncer colorectal metastàtic 

2. Caracteritzar la utilitat clínica de l’ADNct per l’avaluació de resposta precoç a la 
primera línia de quimioteràpia més anti-EGFR en pacients amb càncer colorectal 
metastàtic 

3. Caracteritzar la utilitat clínica de l’ADNct per la detecció de malaltia mínima 
residual en pacients amb càncer de recte localment avançat tractats amb tracta-
ment neoadjuvant total
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1. Caracteritzar la utilitat clínica de l’ADNct en el diagnòstic molecular i monito-
ratge de resistència al tractament en pacients amb càncer colorectal metastàtic 
mitjançant:
	 1.1. l’ anàlisi de la concordança de la detecció de mutacions de RAS en 	
	 teixit i de RAS en ADNct per a la selecció de tractament amb fàrmacs
	 anti-EGFR
	 1.2.el monitoratge de les mutacions de RAS en ADNct per avaluar la
	 resposta al tractament sistèmic amb quimioteràpia +/- tractament
	 antiangiogènic
	 1.3.la detecció de mutacions de RAS en ADNct com a mecanisme de
	 resistència adquirida a tractament amb fàrmacs anti-EGFR

2. Caracteritzar la utilitat clínica de l’ADNct per l’avaluació de resposta precoç a la 
primera línia de quimioteràpia més anti-EGFR en pacients amb càncer colorectal 
metastàtic mitjançant: 
	 2.1. la quantificació i genotipat per NGS i PCRd de mostres de plasma 	
	 previ a l’inici de tractament i després de dos cicles de tractament amb
	 quimioteràpia + fàrmac anti-EGFR
	 2.2. la correlació entre la dinàmica de les mutacions troncals en ADNct i 
	 la resposta al tractament 
	 2.3. la correlació entre la dinàmica de les mutacions de resistència a 
	 anti-EGFR i la resposta al tractament

3. Caracteritzar la utilitat clínica de l’ADNct per la detecció de malaltia mínima 
residual en pacients amb càncer de recte localment avançat tractats amb tracta-
ment neoadjuvant total mitjançant:
	 3.1. la correlació de l’ADNct basal i post tractament neoadjuvant en la 	
	 predicció de la resposta complerta patològica
	 3.2. la correlació de l’ADNct basal i post tractament neoadjuvant en la 	
	 predicció de la supervivència lliure de progressió i la supervivència global
	 3.3. la correlació de l’ADNct amb la localització metastàtica a la recidiva 
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ARTICLE 1: Plasma ctDNA RAS mutation analysis for the diagnosis and treatment 
monitoring of metastatic colorectal cancer patients

Autors: J Vidal, L Muinelo, A Dalmases, F Jones, D Edelstein, M Iglesias, M. Orri-
llo, A Abalo , C Rodríguez, E Brozos, Y Vidal, S Candamio, F Vázquez, J Ruiz, M 
Martin, M Guix, L Visa, V Sikri, J Albanell, B Bellosillo, R López, C Montagut

Annals of Oncology, 2017; 28 (6), 1325-1332
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RESUM 

Antecedents: en pacients amb CCRm l’avaluació de l’estat mutacional de RAS 
és necessària per a establir el tractament sistèmic. En pràctica clínica es realitza 
l’anàlisi de RAS en teixit tumoral, però el genotipat de l’ADNct ofereix un mètode 
mínimament invasiu que representa l’heterogeneïtat tumoral. Aquest estudi té 
com a objectiu avaluar l’ús del genotipat de RAS en ADNct en pràctica clínica i 
determinar el paper del monitoratge mitjançant biòpsia líquida durant el tracta-
ment sistèmic.

Pacients i mètodes: el genotipat de RAS en plasma es va avaluar en una cohort 
de pacients amb CCRm mitjançant la plataforma de PCRd OncoBEAM™ RAS CRC. 
La concordança dels resultats en plasma i teixit es van avaluar retrospectivament. 
Es va realitzar un monitoratge prospectiu de les mutacions de RAS en mostres de 
plasma longitudinal de pacients seleccionats.

Resultats: l’anàlisi de RAS en mostres de teixit i plasma de 115 pacients amb 
CCRm va mostrar una concordança global del 93%. L’anàlisi de les característiques 
clínico-patològiques va mostrar que l’afectació peritoneal o pulmonar única, els 
tumors d’histologia mucinosa i l’administració del tractament previ a la recollida 
de sang van afectar negativament la detecció de RAS a l’ADNct. En pacients amb 
tumors RAS mutat basal tractats amb quimioteràpia més antiangiogènic, l’anàlisi 
longitudinal de RAS la resposta al tractament, sent un predictor precoç de la 
resposta. En pacients amb RAS wt, el seguiment longitudinal de l’ADNct de RAS 
va revelar que OncoBEAM és una plataforma útil per detectar l’aparició de muta-
cions de RAS durant el tractament anti-EGFR.

Conclusió: l’elevada concordança global en l’avaluació mutacional de RAS entre 
plasma i teixit dona suport a la utilització de l’ADNct com a alternativa viable per 
al genotipat de RAS en pacients amb CCRm tractats en pràctica clínica. El nostre 
estudi descriu les principals característiques clínico-patològiques per optimitzar 
la determinació d’ADNct. A més, la avaluació de variacions en RAS mitjançant 
biòpsia líquida durat el tractament sistèmic reflecteix l’eficàcia de tractament i és 
útil per a la detecció de resistència adquirida. 
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ARTICLE 2: Liquid biopsy detects early molecular response and predicts benefit 
to first-line chemotherapy plus cetuximab in metastatic colorectal cancer: PLAT-
FORM-B study

Autors: J. Vidal, M.C. Fernández-Rodríguez, D. Casadevall, P. García-Alfonso, D. 
Páez, M. Guix, V. Alonso, M.T. Cano, C. Santos, G. Durán, E. Elez, J.L. Manzano, R. 
Garcia-Carbonero, R. Ferreiro, F. Losa, E. Pineda, J. Sastre, F. Rivera, B. Bellosillo, 
J. Tabernero, E. Aranda, R. Salazar, C. Montagut

Clinical Cancer Research 2023; 29 (2), 379-388
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RESUM 

Antecedents: la quimioteràpia més anti-EGFR és la teràpia estàndard de primera 
línia en pacients amb CCRm RAS wt, però clínicament es necessiten biomarcadors 
de resposta al tractament. L’objectiu d’aquest estudi és definir la utilitat de l’ADNct 
per avaluar la resposta primerenca en pacients amb CCRm que reben tractament 
anti-EGFR en primera línia.

Pacients i mètodes: es tracta d’un estudi prospectiu multicèntric de pacients amb 
CCRm RAS wt en teixit tractats en primera línia amb quimioteràpia més cetuximab 
i sotmesos a biòpsies líquides seqüencials. Es va analitzar l’ADNct mitjançant NGS 
previ inici de tractament (basal) i després de dos cicles (C3). La mutació en ADNct 
amb la MAF més elevada en cada mostra basal es va determinar com a mutació 
troncal i es van utilitzar com a marcador subrogat de la càrrega tumoral total. RAS/
BRAF/MEK/EGFR-ECD es van considerar mutacions de resistència a anti-EGFR. Els 
resultats de l’ADNct es van correlacionar amb paràmetres clínics de resposta a trac-
tament, SLP i SG.

Resultats: es van incloure 100 pacients de 15 hospitals espanyols. L’ADNct es va 
detectar en el 72% dels pacients previ inici de tractament i en el 34% al C3. La 
disminució de la mutació troncal en ADNct es va correlacionar amb una millor SLP 
(HR=0.23 P=0.001). Les úniques mutacions de resistència que es van detectar al C3 
van ser mutacions de RAS o BRAF. Un augment de la fracció relativa de les mateixes 
després de dos cicles de tractament desencadenava una expansió clonal fins a la 
progressió i s’associava amb una SLP més curta (HR = 10.5; p <0. 001). El millor pre-
dictor de resposta va ser l’anàlisi combinada de mutacions troncals i de resistència a 
C3. En conseqüència, els pacients amb “resposta molecular primerenca” (disminu-
ció de mutacions troncals i disminució de mutacions de resistència a anti-EGFR) van 
tenir una millor resposta (77.5% vs. 25%, P=0.008) i una SLP més llarga (HR=0.18, 
P<0.001) en comparació amb els pacients amb “progressió molecular precoç” (aug-
ment de la mutació troncal i/o augment de mutacions de resistència).

Conclusions: l’ADNct detecta una resposta molecular precoç i prediu el benefici de 
la quimioteràpia més cetuximab. Es recomana un enfocament integral basat en NGS 
per integrar informació sobre el volum tumoral total i les mutacions de resistència.
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ARTICLE 3: Clinical impact of pre-surgery circulating tumor DNA after total neoadju-
vant treatment in locally advanced rectal cancer: a biomarker study from the GEM-
CAD1402 Trial

Autors: J. Vidal, D. Casadevall B. Bellosillo, C. Pericay, R. Garcia-Carbonero, F. Losa, 
L. Layos, V. Alonso, J. Capdevila, J. Gallego, R. Vera, A. Salud, M. Martin-Richard, M. 
Nogué, E. Cillán, J. Maurel, I. Faull, V. Raymond, C. Fernández-Martos, C. Montagut

Clinical Cancer Research; 2021 27 (10), 2890-2898
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RESUM 

Antecedents: el tractament neoadjuvant total (TNT) és una estratègia vàlida per als 
pacients amb càncer de recte localment avançat (CRLA) d’alt risc. Els biomarcadors 
de resposta al TNT són una necessitat clínica no satisfeta. El nostre objectiu és de-
terminar el valor de l’ADNct per predir la resposta, la recurrència i la supervivència 
global en pacients amb CRLA tractats amb TNT.

Pacients i mètodes: l’estudi GEMCAD 1402 és un assaig clínic aleatoritzat i multi-
cèntric fase II que va aleatoritzar 180 pacients amb CRLA a rebre tractament amb 
mFOLFOX6 +/- Aflibercept seguit de QRT i cirurgia. Les mostres de plasma es van 
recollir previ inici de tractament (basal) i després del TNT dins de les 48h abans de la 
cirurgia (pre-cirurgia). Per a l’estudi de l’ADNct es va utilitzar un assaig de NGS ultra-
sensible que integra un anàlisi genòmic i epigenòmic. Els resultats de l’ADNct es van 
correlacionar amb variables de resposta local del tumor a la mostra de la cirurgia, 
recurrència local i sistèmica i supervivència global.

Resultats: es van incloure 144 mostres de plasma aparellades de 72 pacients. L’ADNct 
es va detectar en el 83% dels pacients a la mostra basal i en el 15% després de TNT 
(pre-cirurgia). No es va trobar cap associació entre l’estat de l’ADNct i la resposta 
patològica del tumor rectal. La presència d’ADNct abans de la cirurgia es va associar 
amb major risc de recurrència sistèmica, una supervivència lliure de malaltia més 
curta (HR=4 p= 0.033) i una supervivència global més curta (HR=23 p <0, 0001) com-
parat amb aquells pacients amb ADNct negatiu després del TNT.

Conclusió: en pacients amb CRLA tractats amb TNT, l’ADNct preoperatori detecta la 
presència de malaltia mínima metastàtica (MMM) identificant aquells pacients amb 
elevat risc de recurrència a distància i mort. Aquest estudi estableix les bases per a 
assaigs clínics prospectius que utilitzen la biòpsia líquida per personalitzar l’enfoca-
ment terapèutic després del TNT.
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La biòpsia líquida mitjançant la detecció de molècules d’ADN provinents de tu-
mor en el plasma ha suposat un canvi de paradigma en el diagnòstic molecular 
del càncer. Tot i que el seu descobriment és de fa més de 50 anys, no ha estat 

fins als darrers 10-15 anys que la tecnologia ha evolucionat suficientment com per 
poder detectar de forma fiable ADNct.
 
Des d’aleshores, els treballs on s’estudia l’ADNct i les seves potencials aplicacions 
clíniques s’han anat succeint permetent la implementació de la biòpsia líquida ba-
sada en ADNct com una eina que està canviant el diagnòstic, el tractament i el se-
guiment dels pacients amb càncer.

L’objectiu principal d’aquesta tesi era el d’avaluar la utilitat clínica de l’estudi de 
l’ADNct en el diagnòstic i monitoratge en CCR i ho hem fet mitjançant tres treballs 
en dos escenaris diferents, el càncer colorectal metastàtic i el càncer de recte local-
ment avançat.

Avaluació de la concordança de l’estat mutacional de RAS entre teixit i plasma en 
CCRm

El primer pas per a determinar el valor potencial de la biòpsia líquida en pràctica clí-
nica era demostrar la detecció en ADNct de les mutacions trobades en teixit. El nos-
tre primer estudi demostra que la biòpsia líquida en pacients amb CCRm mitjançant 
el test de PCRd  OncoBEAM RAS CRCTM és una eina eficient i precisa en l’avaluació 
de l’estat mutacional de RAS, comparat amb el gold estàndard (teixit). L’elevada 
concordança entre la determinació de RAS en plasma i en teixit observada en més 
de 100 pacients avaluats en un entorn de pràctica clínica dona suport a l’ús de pro-
ves basades en sang com una alternativa viable l’estudi en teixit per a la selecció de 
pacients amb CCRm a rebre tractament anti-EGFR.

Estudis previs havien demostrat l’eficàcia de la detecció d’ADNct en pacients amb 
CCRm en un entorn de recerca i utilitzant panells de PCRd dissenyats per a cada 
individu en funció de la mutació prèviament detectada en teixit (88,123,156). En 
paral·lel i posteriorment al nostre treball, diferents grups han aportat evidència que 
suporta l’ús de biòpsia líquida en el diagnòstic molecular de RAS en pacients amb 
CCRm utilitzant plataformes comercials (170–173). La concordança global entre 
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teixit i plasma dels diferents estudis oscil·la entre el 78% i el 95%. En el nostre cas 
era del 93%, amb una concordança positiva (capacitat de la biòpsia líquida per de-
tectar mutacions presents en teixit) de fins al 96.4%. Una dada també interessant 
del nostre estudi és la concordança negativa d’un 90%, és a dir, en un 10% en casos 
la biòpsia líquida era capaç de detectar mutacions en RAS que no s’observaven en 
el fragment de teixit estudiat.  

En un esforç per explicar les discrepàncies entre el plasma i el teixit, així com per 
entendre millor la biologia de l’ADNct, vam identificar diverses característiques clí-
nico-patològiques relacionades amb la limitació de detecció de RAS en plasma. Vam 
descriure que els pacients amb metàstasis únicament peritoneals o pulmonars, o la 
histologia mucinosa eren la principal limitació per a la detecció d’ADNct. Per contra, 
no es va trobar cap correlació entre la detecció d’ADNct i el nombre de metàstasi, 
la localització del tumor primari o haver realitzat cirurgia prèvia del primari. Encara 
que els números eren petits, aquestes dades suggerien per primera vegada que les 
característiques biològiques intrínseques del tumor (i no només la càrrega tumoral 
com s’havia descrit anteriorment) afecten l’alliberament d’ADNct al torrent sanguini. 

La correlació entre la localització de les metàstasi i l’alliberació tumoral d’ADNct 
ha estat validada en estudis posteriors (174,175) i reconeguda com un dels princi-
pals factors causants de falsos negatius en la utilització de la biòpsia líquida. Aquest 
subgrup s’ha anomenat “tumors no alliberadors de DNA” (en anglès “non-shedder 
tumors”) i inclouen principalment la disseminació peritoneal o pulmonar i, en el cas 
de la detecció de MMR, la recidiva únicament local (176).   

Per tal d’optimitzar l’aplicació clínica del diagnòstic molecular mitjançant biòpsia 
líquida, també vam estudiar factors externs que poden influir en el resultat. La tro-
balla més rellevant va ser  que l’administració d’un tractament sistèmic previ a l’ex-
tracció de la mostra de sang té un clar impacte negatiu en la capacitat de detectar 
ADNct. Aquest fet denota la importància de recollir plasma per a l’anàlisi basal de 
mutacions de RAS abans de l’inici de qualsevol teràpia oncològica independent-
ment de l’ús de tractament anti-EGFR. 

En global, les nostres dades mostren que la biòpsia líquida és un mètode mínima-
ment invasiu i altament sensible per a l’avaluació de RAS en plasma de pacients amb 
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CCRm. Treballs com el nostre han contribuït a establir l’ús de la biòpsia líquida com 
una alternativa a l’estudi de mutacions en teixit acceptada per les principals socie-
tats oncològiques (145,154). 
 
Utilitat de la biòpsia líquida per la valoració precoç de resposta al tractament en 
CCRm

Un cop validada la utilitat clínica de la biòpsia líquida pel diagnòstic molecular en 
CCRm, el següent objectiu era avaluar la seva utilitat en la valoració de resposta 
al tractament i estudiar el potencial benefici respecte les tècniques d’avaluació 
d’imatge convencionals. 

En el nostre primer estudi vam observar, en una cohort de 21 pacients, la capacitat 
del seguiment de les mutacions de RAS en ADNct en el monitoratge i avaluació de 
resposta dels pacients amb CCRm tractats amb quimioteràpia +/- fàrmac biològic. 
Així, en  pacients amb tumors RAS mutats i biòpsies líquides seriades, la disminució 
de RAS en ADNct es correlacionava amb la resposta clínica i radiològica al tracta-
ment i va ser un predictor primerenc de resposta. Aquestes troballes ratificaven 
les d’un estudi previ publicat a 2015 per Tie i col·laboradors (151). Tot i que sense 
dades estadísticament avaluables, els resultats observats suggerien que la resposta 
per biòpsia líquida precedia a la valoració estàndard radiològica per criteris RECIST. 

Amb els resultats d’aquestes dades preliminars vam dissenyar l’estudi PLATFORM-B 
amb l’objectiu d’avaluar la utilitat clínica de la biòpsia líquida per a determinar res-
posta precoç en pacients amb CCRm RAS wt tractats en primera línia amb quimio-
teràpia i cetuximab. Aquest estudi es va dur a terme a 15 hospitals espanyols en el 
marc del grup de tractament de tumors digestius TTD i va ser el primer estudi pros-
pectiu en interrogar el paper de la biòpsia líquida en aquest subgrup de pacients. 

Mitjançant un enfocament integral basat en NGS, el nostre estudi mostra que una 
avaluació dual de la dinàmica de l’ ADNct que inclogui (a) canvis primerencs en la 
mutació troncal (descrita com la mutació amb major freqüència al·lèlica mutada 
(MAF) en cada pacient) i (b) canvis en les mutacions de resistència a anti-EGFR, de-
tecta una resposta precoç al tractament i prediu el benefici clínic. Amb la avaluació 
conjunta d’aquesta informació vam descriure dos grups de pacients: aquells amb 
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“resposta molecular primerenca” on s’observava una disminució de la MAF de la 
mutació troncal sumat a una disminució de la MAFr de les mutacions de resistència 
a anti-EGFR; i un grup de pacients amb “progressió molecular primerenca” on hi 
havia un augment de la MAF de la mutació troncal o un augment de la MAFr de les 
mutacions de resistència a anti-EGFR. 

Després de dos cicles de quimioteràpia + anti-EGFR, aquells pacients on s’obser-
vava una “resposta molecular primerenca” per ADNct obtenien una SLP i una taxa 
de resposta superior als pacients amb “progressió molecular precoç”. Aquestes di-
ferències eren clínicament molt rellevants amb una HR de 0.18 i una SLP mitjana de 
18.84 mesos vs. 5.58 mesos (p<0.001) i una taxa de respostes del 75% en pacients 
amb resposta molecular primerenca vs. tan sols del 25% en el grup de progressió 
molecular precoç (p=0.008). 

A la pràctica clínica seleccionem els pacients candidats a tractament anti-EGFR mi-
tjançant l’estudi de les mutacions de RAS en teixit i fem una primera valoració de 
resposta després de tres mesos de quimioteràpia + anti-EGFR. Amb aquestes eines, 
la SLP esperada a una primera línia de quimioteràpia + anti-EGFR és de 10 mesos i 
aproximadament un 15% dels pacients no obtindran benefici del tractament segons 
criteris RECIST (65,67,177). Gràcies a la avaluació mitjançant biòpsia líquida podem, 
no només preveure quins seran els pacients que es beneficiaran del tractament 
durant un llarg període, sinó poder detectar de forma precoç aquell subgrup de pa-
cients que seran ràpids progressors. En el nostre estudi hem detectat un 15% “pro-
gressors moleculars primerencs” després de 2 cicles de quimioteràpia, xifra que es 
correlaciona amb els pacients que no es beneficien de tractament en l’avaluació 
rutinària després de 6 cicles. Amb el nostre mètode d’anàlisi per biòpsia líquida som 
capaços d’avançar-nos dos mesos a la resposta radiològica evitant així mantenir un 
tractament potencialment tòxic com és la quimioteràpia i els fàrmacs anti-EGFR en 
aquells pacients sense benefici. 

Tot i que els estudis clínics limiten el benefici del tractament amb anti-EGFR a aquells 
pacients amb tumors originats en el còlon esquerre (51,69,70), la predicció de be-
nefici mitjançant biòpsia líquida era independent a la lateralitat del tumor primari, 
de tal manera que els pacients amb resposta molecular primerenca obtenien major 
SLP tan en tumors de còlon dret com esquerre. 
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Altres estudis recents també han explorat el paper de la biòpsia líquida en la valora-
ció precoç al tractament sistèmic en CCRm. Alguns grups suggereixen que variacions 
en la concentració de l’ADNct total es pot utilitzar per controlar la resposta a la qui-
mioteràpia (151–153) però cap d’ells és específic de primera línia amb quimioterà-
pia + anti-EGFR ni tenen en compte l’evolució clonal de mutacions de resistència a 
anti-EGFR. 

Amb l’objectiu de millorar la selecció molecular dels pacients amb CCRm candidats 
a tractament anti-EGFR, diversos treballs han intentat definir el llindar de la MAF 
basal de RAS en ADNct que predigui resposta a tractament (153,175,178,179). Els 
resultats d’aquests estudis han estat dispars i inherentment afectats per les ca-
racterístiques de l’estudi i la metodologia utilitzada. Sabem que les tècniques de 
PCRd d’ADNct ofereixen major sensibilitat en comparació amb les tècniques de NGS 
(174,180). Tot i així, una major sensibilitat de detecció de mutacions no confereix 
necessàriament una millora en la resposta del pacient al tractament anti-EGFR, com 
hem descrit en un estudi previ d’anàlisi de mutacions en teixit (80). En el nostre tre-
ball mostrem que, en una població seleccionada de pacients amb CCRm RAS wt en 
teixit, la presència de mutacions basals de RAS en biòpsia líquida no impedeix que 
els pacients responguin a la quimioteràpia més cetuximab. Tot i que donat el reduït 
nombre de pacients no es poden extreure conclusions, veiem com la presència de 
mutacions de RAS/BRAF basal amb MAF ≥1% va discriminar numèricament per SLP. 
Això pot suggerir que les mutacions de resistència detectades a una MAF molt baixa 
representen només petites subclones dins del volum total de tumor que no impe-
deixen la resposta global del tumor. 

En el nostre treball també mostrem com qualsevol disminució de l’ADNct als dos 
cicles de tractament prediu resposta i no es pot establir un percentatge de canvi en 
l’ADNct a partir del qual discriminar pacients responedors de no responedors com 
es mostra en treballs anteriors (151–153). Definir un valor de tall general i comú 
com a marcador de resposta pot estar esbiaixat per les característiques específiques 
de la cohort explorada i la tecnologia utilitzada. Per contra, els canvis en la concen-
tració de l’ADNct en cada pacient durant el tractament són intrínsecs a l’individu i 
al tumor. Per tant, un canvi relatiu en l’ADNct d’un pacient durant el tractament és 
potencialment una millor manera per predir la resposta al tractament  que la recer-
ca d’un punt de tall numèric de disminució  d’ADNct.
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Utilitat de la biòpsia líquida per a la detecció de resistència adquirida a fàrmacs 
anti-EGFR

L’aparició de mutacions de resistència és la principal limitació en l’eficàcia de les 
teràpies dirigides. Els nostre grup i d’altres ja havíem reportat prèviament que el 
principal mecanisme de resistència adquirida a fàrmacs anti-EGFR en CCRm és 
l’emergència de mutacions en la via de les MAPK (especialment de RAS) i en EG-
FR-ECD, i que aquestes es poden detectar a la sang dels pacients (85–89). 

En el primer estudi d’aquesta tesi vam utilitzar la tècnica de PCRd OncoBEAM 
RASCRCTM com a prova de concepte per a demostrar la detecció de mutacions de 
RAS emergents a la sang de pacients amb CCRm tractats amb fàrmacs anti-EGFR 
en pràctica clínica. En una mostra de 18 pacients tractats amb quimioteràpia + 
anti-EGFR o amb anti-EGFR en monoteràpia vam observar un 40% d’emergència 
de mutacions de RAS en sang perifèrica, dades que confirmaven els resultats ob-
tinguts en els treballs transnacionals prèviament mencionats. 

A l’estudi PLATFORM-B vam utilitzar una tècnica de NGS que ens permetés l’avalua-
ció integral de múltiples mutacions de resistència adquirida (RAS, BRAF i EGFR-ECD). 
En pacients on s’observaven mutacions de resistència a anti-EGFR després de dos 
cicles de tractament es realitzava un monitoratge per biòpsia líquida en mostres de 
sang en el moment de la primera valoració radiològica de resposta i a la progressió 
al tractament. L’anàlisi longitudinal de mostres de plasma va revelar que no totes les 
clones de RAS/BRAF detectades precoçment després de dos cicles es comportaven 
igual o tenien el mateix significat clínic. En pacients amb un augment de la MAF 
relativa de RAS/BRAF previ al tercer cicle, les clones de RAS/BRAF s’expandien  pro-
gressivament durant el tractament fins a la progressió i es correlacionava amb una 
SLP més curta. Per contra, en pacients on la variant al·lèlica mutada de RAS/BRAFes 
mantenia o disminuïa després de dos cicles de tractament, aquesta subclona no 
s’expandia i no era necessàriament la clona principal de resistència a la progressió, 
sinó que coexistia amb altres subclones de resistència (principalment EGFR-ECD). 
En aquests pacients la SLP va ser més llarga.

Com era d’esperar, totes les mutacions primerenques de resistència detectades en 
pacients tractats amb teràpia anti-EGFR eren mutacions de RAS/BRAF, mentre que 
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les mutacions EGFR-ECD van sorgir més tard durant el bloqueig d’EGFR. Això està en 
línia amb resultats anteriors que mostren que no totes les mutacions de resistència 
es creen iguals i que la resistència a la teràpia anti-EGFR es produeix en múltiples 
ones d’expansió clonal. Mentre que les mutacions RAS es seleccionen sota estrès 
ambiental i s’expandeixen ràpidament, les subclones EGFR-ECD sorgeixen de forma 
tardana durant l’evolució del tumor impulsada per fàrmacs anti-EGFR (85,89,181). 
D’altra banda el percentatge de mutacions de resistència a anti-EGFR detectades en 
aquests pacients tractats amb quimioteràpia + fàrmac anti-EGFR en primera línia 
va ser inferior al percentatge reportat en estudis previs del nostre grup i altres en 
pacients politractats i /o que rebien anti-EGFR en monoteràpia. Un estudi recent ha 
demostrat també aquesta incidència inferior de mutacions de RAS en pacients en 
tractament en primera línia amb quimioteràpia + anti-EGFR, suggerint altres meca-
nismes involucrats en l’adquisició de resistència a més de l’ expansió clonal com ara 
canvis en el el microambient tumoral  (104,105). 

En conjunt, el nostre estudi confirma que l’anàlisi de l’ADNct mitjançant tècniques 
de NGS permet la detecció de diferents subclones que porten múltiples mutacions 
de resistència i permet una major comprensió de la biologia tumoral adaptativa en 
pacients tractats amb fàrmacs anti-EGFR.

Utilitat de la biòpsia líquida per a la detecció de malaltia mínima residual després 
de tractament neoadjuvant en CRLA 

El tercer aspecte clínic que volíem explorar en aquesta tesi era la utilitat de la biòp-
sia líquida per a la valoració de resposta en pacients amb CRLA que havien rebut 
tractament neoadjuvant total. 

Per a fer-ho vam dissenyar un estudi de biomarcadors dins l’assaig clínic GEMCAD 
1402. GEMCAD 1402 és un assaig clínic aleatoritzat multicèntric fase II realitzat en 
el marc del “Grupo Español Multidisciplinar en Cáncer Digestivo” (GEMCAD) que va 
demostrar que l’addició d’aflibercept a la quimioteràpia d’inducció de mFOLFOX6 
en pacients amb CRLA millora la taxa de RCp en comparació amb mFOLFOX6 sol 
(13,8% i 22,6%, respectivament; p=0,15) (30). Tanmateix, amb un seguiment de 38 
mesos, no s’ha observat benefici en SLR quan s’afegeix aquest antiangiogènic al 
tractament neoadjuvant total (182).
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El nostre estudi mostra que l’ADNct abans de la cirurgia és un biomarcador pre-
dictiu i pronòstic capaç de detectar la presència de malaltia mínima metastàtica 
(MMM) no visible per proves d’imatge convencionals i predir la recurrència a 
distància i la supervivència en pacients que reben TNT. Els pacients amb biòpsia 
líquida positiva abans de la cirurgia tenien un SLR pitjor en comparació amb els 
pacients sense ADNct (HR=4.029; p=0,033). Encara més rellevant va ser l’impac-
te de la relació entre la detecció d’ADNct i la supervivència. Els pacients amb 
ADNct previ a la cirurgia tenien risc de mort  23 vegades superior en comparació 
als pacients amb ADNct preoperatori indetectable (p<0,0001), amb una proba-
bilitat estimada de supervivència als 4 anys del 33% vs. el 97% respectivament. 

En els darrers anys s’ha publicat diferents estudis en càncer de còlon localitzat 
(160–163) i càncer de recte tractats amb QRT preoperatòria estàndard (166,167) 
que mostren el valor de la biòpsia líquida per predir recurrència a distància des-
prés de la cirurgia. El nostre estudi és el primer en demostrar l’impacte de la 
biòpsia líquida en la predicció de supervivència en pacients amb càncer de recte 
tractats amb neoadjuvància.

Una troballa interessant del nostre treball és el fet que no es va observar cap 
associació entre la detecció d’ADNct i les taxes de RCp en la cirurgia ni amb la 
classificació per NAR, suggerint que l’ADNct no reflecteix els canvis en l’estadiat-
ge del tumor primari. Els nostres resultats concorden amb els dels altres dos es-
tudis publicats en càncer de recte on tampoc s’observava relació entre els resul-
tats de biòpsia líquida i la RCp després del tractament neoadjuvant (166,167). 
En línia amb aquests resultats, recentment s’han comunicat dades de  l’estudi 
DYNAMIC-II d’adjuvància en càncer de còlon on s’observa que la biòpsia líquida 
no és capaç de detectar aquells casos que presenten recaiguda local durant el 
seguiment (165,176). Així doncs, el nostre estudi dona suport al concepte que 
l’ADNct reflecteix específicament la presència de malaltia sistèmica en lloc de 
malaltia mínima local. Així, el terme àmpliament utilitzat en biòpsia líquida de 
detecció de malaltia mínima residual (MMR) fa referència a la persistència de 
la malaltia després d’una cirurgia potencialment curativa. Nosaltres hem encunyat 
el terme malaltia mínima metastàtica (MMM) per referir-nos a la detecció d’ADNct 
després del tractament neoadjuvant i previ a la cirurgia com a indicador de risc re-
caiguda a distància. 
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Una altra característica diferencial important del present estudi és l’enfocament 
tècnic per detectar l’ADNct. Si bé en la majoria d’estudis previs de MMR en CCR 
s’utilitza una tècnica de PCRd per interrogar en plasma mutacions analitzades prè-
viament al teixit tumoral, en aquest estudi vam utilitzar un enfocament mitjançant 
NGS que integra signatures tant genòmiques com epigenòmiques, donant lloc a una 
detecció més sensible i precisa d’ADNct. Tot i la utilització d’una tecnologia d’última 
generació, la presència d’ADNct continuava sent limitada en els pacients que des-
envolupaven metàstasi únicament peritoneals o pulmonars. Per contra, era molt 
sensible en la detecció de MMM en pacients que durant el seguiment presentarien 
metàstasi hepàtiques. 

En global, les nostres troballes donen suport al paper de la biòpsia líquida com 
a biomarcador de malaltia sistèmica a distància en pacients amb càncer de recte 
localment avançat tractats amb l’estratègia de TNT. Per contra, donada la manca 
de relació entre l’ADNct pre-quirúrgic i la RCp del tumor primari, no podem establir 
que la biòpsia líquida sigui una bona eina per a la valoració de pacients candidats a 
estratègia de preservació d’òrgan. 

Impacte de la tècnica utilitzada per a la detecció d’ADNct

Com he anat revisant en el decurs de la discussió, un aspecte determinant en biòpsia 
líquida  és la tècnica que s’utilitzarà per a la detecció d’ADNct. Aquestes tècniques 
poden anar des de la PCRd per a la detecció de mutacions puntuals en un sol gen 
fins a panells de NGS on s’integra la seqüenciació de diferents regions genòmiques 
amb la detecció d’alteracions epigenòmiques o fragmentòmiques. 

El nostre estudi publicat a 2017 de concordança entre teixit i plasma va ser un 
dels primers en utilitzar una tècnica comercial de PCRd que interrogava en una 
sola mostra un total de 34 mutacions en KRAS i NRAS determinants en càncer de 
còlon. Aquesta tècnica conferia una molt elevada sensibilitat però un nombre 
limitat de mutacions puntuals en un sol gen a estudi. Com hem demostrat pos-
teriorment a l’estudi PLATFORM-B, per tal de poder fer un diagnòstic molecular 
precís i una valoració integral dels mecanismes de resistència adquirida neces-
sitem plataformes de NGS que analitzin una varietat de gens implicats en cada 
subtipus tumoral.  
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Tan en l’estudi PLATFORM-B com en l’estudi GEMCAD-1402 hem utilitzat platafor-
mes de NGS. Això és clarament un punt distintiu amb la majoria d’estudis previs 
publicats on s’utilitzava PCRd per interrogar mutacions específiques de plasma de-
tectades prèviament al teixit tumoral (152,153,160,161,166,167). Les tècniques de 
NGS tenen diversos avantatges respecte la PCRd, la principal de les quals és el geno-
tipat tumoral sense necessitat de disposar d’informació molecular sobre el tumor 
primari. A més, donada l’extensa cobertura genòmica permet detectar alteracions 
moleculars subclonals. Les potencials limitacions inclouen la necessitat de quan-
titats superiors d’ADNc (entre 20 i 50 ng per mostra a analitzar) i la sensibilitat de 
detecció de mutacions que és entorn a un 0.1%, clarament inferior a les tècniques 
de PCRd.

Les dues tècniques de NGS utilitzades en els nostres estudis son també diferents en-
tre elles. A l’estudi PLATFORM-B es va utilitzar Oncomine™ Colon cfDNA Assay amb 
cobertura en regions “hotspot” dels 14 gens més freqüentment implicats en CCR 
(AKT1, BRAF, CTNNB1, EGFR, ERBB2, FBXW7, GNAS, KRAS, MAP2K1, NRAS, PIK3CA, 
SMAD4, TP53 i APC) amb llindar de sensibilitat de detecció de mutacions del 0.1%. 
Tot i així en, el 27,7% dels pacients del nostre estudi no vam poder detectar AD-
Nct en la mostra basal. A l’estudi GEMCAD-1402 vam utilitzar la plataforma de NGS 
LUNAR-1/Guardant RevealTM que integra l’avaluació d’alteracions somàtiques amb 
una signatura epigenòmica a més del filtratge bioinformàtic per eliminar mutacions 
provinents de l’hematopoesi clonal. Aquesta tècnica reporta un resultat dicotòmic: 
ADNct detectable vs. ADNct no detectable. Aquesta tecnologia incrementa la sensi-
bilitat respecte Oncomine fent-la millor en el context MMR on la concentració d’AD-
Nct en sang perifèrica és mínima. Tot i així, en el nostre estudi hi va haver un percen-
tatge de pacients amb ADNct no detectable i que experimentaven recidiva durant 
el seguiment. A més a més, utilitzant aquesta plataforma no podem determinar les 
variacions en la MAF de les diferents mutacions trobades ni conèixer l’emergència 
de mecanismes de resistència adquirida a fàrmacs anti-EGFR ja que no es detalla 
les alteracions moleculars sinó només si la mostra és positiva o negativa per ADNct.

Independentment de la tecnologia utilitzada en cada treball, la detecció d’ADNct 
ha estat limitada en aquells pacients amb metàstasi únicament pulmonars o peri-
toneals o amb malaltia localitzada. Aquesta relació entre la localització tumoral i la 
capacitat per alliberar ADNct ha estat una troballa constant en tots els nostres tre-
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balls permetent-nos validar la nostra hipòtesi inicial que més enllà d’un problema 
de sensibilitat tècnica, la biòpsia líquida està limitada principalment per la biologia 
tumoral. L’estudi de les bases biològiques que descriguin els múltiples processos 
implicats en el metabolisme de l’ADNct serà fonamental per a continuar el desenvo-
lupament de la biòpsia líquida.

Així doncs no existeix una única tècnica ideal per a l’estudi de biòpsia líquida, sinó 
que l’elecció de la tecnologia a utilitzar depèn del context en el que ens trobem, 
de les mostres que necessitem analitzar i de les preguntes clíniques que vulguem 
resoldre.  De la mateixa manera, la implementació de la biòpsia líquida a la pràctica 
clínica haurà de tenir en compte la tecnologia apropiada per cada utilitat clínica. 

Limitacions i fortaleses dels estudis presentats

Malgrat el valor dels resultats presentats, els nostres estudis no estan exempts de 
limitacions. 

El primer estudi es veu limitat principalment per ser un estudi retrospectiu d’una 
cohort no homogènia de pacients i pel fet que les extraccions de sang longitudinals 
només es van realitzar en un nombre limitat de casos. Tot i així, les conclusions ex-
tretes van servir com a prova de concepte i han estat confirmades posteriorment 
per altres grups i ratificades en els estudis subsegüents recollits en aquesta tesi. 

Tan l’estudi PLATFORM-B com l’estudi de biomarcadors de l’assaig GEMCAD-1402 
són dos estudis prospectius, amb una cohort homogènia de pacients tractats amb el 
mateix esquema terapèutic i dissenyats en el marc d’estudis realitzats pels dos grans 
grups cooperatius de tumors digestius del nostre país. Tot i així, ambdós estudis es-
tan limitats pel reduït nombre de mostres analitzades. En l’estudi GEMCAD-1402, 
tot i existir una cohort inicialment gran de pacients, finalment el subconjunt ana-
litzat va ser petit. Això es va deure a la limitació d’alguns centres participants per 
recollir i processar les mostres de sang i a la escassa quantitat de plasma disponible 
per pacient, ja que l’estudi estava dissenyat per extreure només 4,5 ml de sang en 
cada moment. A l’estudi PLATFORM-B la recol·lecció de mostres va ser més regular 
per part dels centres participants però tot i així vam obtenir un nombre limitat de 
mostres aparellades amb ADNct detectable. Això posa de rellevància la importància 
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i la dificultat de la part pre-analítica en l’anàlisi de la biòpsia líquida, incloent els de 
tubs emprats, el transport de la mostra  de sang, el processament de la mostra de 
sang i l’extracció de l’ADN. Aquest fet no va ser només per les limitacions en la ex-
tracció per part dels centres, sinó en la cobertura genòmica del panell de NGS que 
vam utilitzar per aquest estudi.  

Tot i aquesta limitació, el fet que ambdues cohorts de pacients siguin homogènies 
tan en característiques clínico-patològiques com en el tractament rebut permet que 
les conclusions extretes siguin fiables i que puguin establir les bases per al disseny 
d’assajos clínics prospectius que confirmin l’impacte de la personalització del trac-
tament mitjançant biòpsia líquida. 
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1. La biòpsia líquida (ADNct) és un mètode mínimament invasiu i altament sensible 
per a la determinació molecular tumoral en pacients amb càncer colorectal metas-
tàtic (CCRm).

2. L’elevada concordança en la detecció de mutacions de RAS en teixit i plasma avalen 
l’ús de la biòpsia líquida com a alternativa a la biòpsia de teixit en pacients amb CCRm.

3. La presència de metàstasi únicament pulmonars o peritoneals és un factor limi-
tant en la detecció d’ADNct en pacients amb CCRm.

4. L’extracció de sang per la caracterització molècular de l’ADNct en pacients amb 
CCRm ha de ser previ a l’inici de qualsevol tractament sistèmic.

5. La resposta molecular primerenca inclou l’anàlisi combinat en ADNct de muta-
cions troncals i mutacions de resistència a anti-EGFR després de només dos cicles 
de quimioteràpia més cetuximab en pacients amb CCRm tractats en primera línia.
 
6. Els pacients amb CCRm en tractament de primera línia amb quimioteràpia més cetuxi-
mab i “resposta molecular primerenca” tenen una millor resposta i millor supervivència 
lliure de progressió en comparació als pacients amb “progressió molecular primerenca”.

7. Per a l’estudi d’ADNct en pacients amb CCRm es recomana un anàlisis basat en tècni-
ques de next generation sequencing (NGS) que permetin integrar la informació sobre la 
càrrega total de malaltia i l’existència de mutacions de resistència a fàrmacs anti-EGFR.

8. La presència d’ADNct basal (abans d’ iniciar tractament) en pacients amb CCRm o 
càncer de recte localment avançat (CRLA) no és un factor pronòstic ni predictor de 
resposta a tractament. 

9. En pacients amb CRLA tractats amb total neoadjuvant treatment (TNT), l’ADNct 
no prediu resposta patològica local.

10. En pacients amb CRLA tractats amb TNT, la presència d’ADNct post-TNT i pre-qui-
rúrgic detecta malaltia mínima metastàtica identificant pacients amb elevat risc de 
recaiguda a distància i mort.
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