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Acronimos y abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNItp: dcido desoxirribonucleico tumoral circulante en plasma

AETSA: Agencia de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias de Anda-

lucia

AG: acuerdo global

ARN: 4cido ribonucleico

ARNmMm: acido ribonucleico mensajero

AUC: 4rea bajo la curva

CA 15-3: antigeno tumoral 15-3
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CMm: cancer de mama metastdsico
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CPHRm: céncer de prdstata metastdsico resistente a castracion

CPla: cancer de proéstata localmente avanzado

CPTRm: cidncer de préstata metastdsico resistente a taxanos

CPm: céncer de préstata metastésico

CTC: células tumorales circulantes

CTSC: células tumorales stem circulantes

DAPI: tincién 4 ©,6-diamino-2-fenilindol

ddPCR™: Droplet Digital™ PCR

DTC: células tumorales diseminadas

EBRT: radioterapia de haz externo
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ECOG: estado funcional segin la Eastern Cooperative Oncology
Group

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

EMT: transicion epitelial-mesenquimal

EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule

FDA: Food and Drug Administration
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FISH: hibridacién fluorescente in situ

Hb: hemoglobina

HER?2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
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Resumen

Titulo: Determinacién de células tumorales circulantes, células tumorales
stem circulantes y biopsias liquidas en sangre

Autores: Vendula Blaya-Novdkova, Cristina Gravalos Castro

Agencia: Unidad de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias de la Comunidad
de Madrid

Persona de contacto: Paloma Arriola Bolado.

Fecha: Septiembre 2015

Idioma: Espaifiol.

Tipo de publicacion: Revision sistematica.

Paginas: 120

N° Referencias: 81.

Tipo de tecnologia: Determinacion de células tumorales circulantes y célu-
las tumorales stem circulantes: sistemas CELLSEARCH® (Janssen Diag-
nostics, LLC) e IsoFlux™ Liquid Biopsy System (Fluxion Biosciences, Inc.).
Biopsias liquidas en sangre (determinacién de mutaciones en el ADN tumo-
ral circulante en plasma): sistemas BEAMing Digital PCR (Sysmex Inostics
GmbH) y Droplet Digital™ PCR System (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
Palabras clave: células tumorales circulantes; células tumorales stem circu-
lantes; biopsia liquida; ADN tumoral circulante en plasma; cdncer de mama;
cancer de proéstata; cancer colorrectal; revision sistematica.

Introduccion: La medicion de las células tumorales circulantes, de las célu-
las tumorales stem circulantes y las biopsias liquidas en sangre estdn emer-
giendo como técnicas diagndsticas no invasivas que pueden ser de utilidad
para pacientes con alto riesgo de recidiva, como factores prondsticos y/o
predictivos de respuesta a las terapias dirigidas contra dianas celulares.
Objetivos: El objetivo del presente informe es evaluar el valor prondstico
de la determinacién de células tumorales circulantes, células tumorales stem
circulantes y de las biopsias liquidas en sangre en cdncer de mama, cancer
colorrectal y cédncer de préstata como técnicas diagndsticas con fines pro-
nosticos y predictivos de respuesta a tratamiento.

Métodos: Se realizé una revision sistemadtica de la literatura cientifica. La
busqueda bibliografica se llevo a cabo en diferentes bases de datos electré-
nicas (Medline, Embase, DARE, Cochrane Library Plus, ClinicalTrials.gov,
AUNETS) desde mayo de 2000 hasta mayo de 2015 con el fin de localizar
revisiones sistematicas, meta-andlisis, ensayos clinicos, estudios de cohortes
y estudios comparativos de precision prondstica o validez analitica de deter-
minacién de células tumorales circulantes y células tumorales stem circulan-
tes y de biopsias liquidas en sangre en pacientes con cdncer de mama, cancer
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de prostata y cancer colorrectal. También se realizé una bisqueda manual
a partir de las referencias de los estudios incluidos y se consultaron las listas
de bibliografia publicadas en las paginas web de las tecnologias a estudiar.
Para los resimenes que cumplieron los criterios de inclusion, se analizaron
los articulos completos y se extrajeron los datos relevantes, recogiéndose en
unas tablas de evidencia cientifica. Se analiz6 el nivel de evidencia cientifica
de acuerdo a la clasificacion del Centro de Medicina Basada en la Evidencia
de Oxford (2011). Se realizé una sintesis cualitativa, ordenada y estructura-
da de la evidencia encontrada.

Resultados: La busqueda identificé un total de 2456 estudios: 1619 para la
determinacion de las células tumorales circulantes, 125 para la determina-
cién de las células tumorales stem circulantes y 712 para las biopsias liquidas
en sangre. Se seleccionaron 36 trabajos sobre la determinacién de células
tumorales circulantes (20 para el cdncer de mama, nueve para el cancer
colorrectal, seis para el cancer de prostata y un trabajo para los tres diag-
noésticos); todos utilizaron el sistema CellSearch®. Ningtin estudio sobre la
determinacion de células tumorales stem circulantes cumplio los criterios de
inclusion. Se incluyeron tres estudios sobre las biopsias liquidas en sangre:
dos utilizaron el sistema Droplet Digital™ PCR System y uno el sistema
BEAMing Digital PCR en pacientes con cancer de mama.

Conclusiones: Se encontré evidencia sobre la existencia de una asociacion
entre la presencia de las células tumorales circulantes y la supervivencia en
el cancer de mama metastdsico, cdncer colorrectal metastdsico y cancer de
prostata metastdsico resistente a terapia hormonal. Solo un trabajo estudié
la utilidad clinica de la determinacién de las células tumorales circulantes:
cambiar la linea de tratamiento después del primer ciclo de quimioterapia si
no se detectaba un descenso del nimero de células tumorales circulantes no
mejoraba la supervivencia de las pacientes con cancer de mama metastasico.
Los datos disponibles no permiten recomendar el uso de la determinacion
de las células tumorales circulantes en la practica clinica para guiar las de-
cisiones terapéuticas o para la estratificacion del riesgo en ninguno de los
canceres estudiados. No se encontraron estudios que avalasen el uso de las
biopsias liquidas en sangre en la préctica clinica en ninguno de los canceres
estudiados.
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Abstract

Title: Detection of circulating tumor cells, circulating tumor stem cells and
liquid biopsies

Author: Vendula Blaya-Novakov4, Cristina Gravalos Castro

Agency: Health Technology Assessment Unit, Community of Madrid, Spain
Contact: Paloma Arriola Bolado

Date: September 2015

Language: Spanish

Publication type: Systematic review

Pages: 120

N° References: 81

Technology: Detection of circulating tumor cells and circulating tumor stem
cells: CELLSEARCH?® system (Janssen Diagnostics, LLC) and IsoFlux™
Liquid Biopsy System (Fluxion Biosciences, Inc.). Liquid biopsy (detection of
mutations in plasma tumor DNA): BEAMing Digital PCR (Sysmex Inostics
GmbH) and Droplet Digital™ PCR System (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
Key words: neoplastic cells, circulating; circulating tumor stem cells; liquid
biopsy; plasma tumor DNA; breast neoplasms; colorectal neoplasms;
prostatic neoplasms; systematic review.

Background: The circulating tumor cell and circulating tumor stem cell
detection and liquid biopsies (detection of mutations in plasma tumor DNA)
are emerging non-invasive diagnostic techniques which may be useful for
high-risk cancer patients as prognostic factors or predictors of response to
targeted therapy.

Objectives: The objective of the present report is to evaluate the prognostic
value of the determination of circulating tumor cells, circulating tumor stem
cells and liquid biopsies in breast cancer, colorectal cancer and prostate
cancer.

Methods: A systematic search of the scientific literature published between
May 2000 and May 2015 was conducted in various electronic databases
(Medline, Embase, DARE, Cochrane Library Plus, ClinicalTrials.gov,
AURETS) to identify systematic reviews, clinical trials, cohort studies and
prognostic and diagnostic accuracy studies of the circulating tumor cell and
circulating tumor stem cell detection and liquid biopsies in patients with
breast, colorectal and prostate cancer. The reference lists of the included
studies were hand searched, and bibliographic resources published on the
webpages of the manufacturers were also consulted. For abstracts that met
the inclusion criteria, full-text articles were analyzed and relevant data
were extracted and presented in evidence tables. The level of evidence was
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determined according to the Oxford Centre for Evidence-Based Medicine
(2011). A structured qualitative synthesis of the evidence found was
performed.

Results: A total of 2456 studies were found: 1619 studies of circulating tu-
mor cell determination, 125 studies of circulating tumor stem cell determi-
nation, and 712 studies of liquid biopsies. Thirty-six studies of circulating
tumor cells were included (20 of breast cancer, nine of colorectal cancer and
6 of prostate cancer, and one report that covered all three diagnostics); all
of them used the CellSearch® system. No circulating tumor stem cell study
fulfilled the inclusion criteria. Three liquid biopsy studies in breast cancer
were included: two used the Droplet Digital™ PCR System and one used
the BEAMing Digital PCR.

Conclusions: There is scientific evidence about the association between the
presence of circulating tumor cells and survival in metastatic breast can-
cer, metastatic colorectal cancer and metastatic castration-resistant prostate
cancer. Only one study of clinical utility of the determination of circulating
tumor cells was found: for patients with metastatic breast cancer patients
and persistently increased circulating tumor cell count after 21 days of first-
line chemotherapy, early switching to an alternate cytotoxic therapy was not
effective in prolonging overall survival. Currently available evidence does
not support the recommendation to use the circulating tumor cell determi-
nation for guiding the treatment or for risk stratification in clinical practice
in any of the indications studied. No evidence that would support the use of
liquid biopsies in clinical practice was found.
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Introducciéon

Antecedentes

La medicion de las células tumorales circulantes (CTC), de las células tumo-
rales stem circulantes (CTSC) y las biopsias liquidas en sangre (la determi-
nacién de las mutaciones en el ADN tumoral circulante en plasma, ADNtp)
estdn emergiendo como técnicas diagndsticas no invasivas que podrian ser
de utilidad para el cribado de pacientes en alto riesgo de recidiva, como fac-
tores prondsticos y/o predictivos de respuesta a las terapias dirigidas contra
dianas celulares, evitando la realizacién de biopsias invasivas de metdstasis.

Células tumorales circulantes

El prondstico de los pacientes con céncer viene determinado principalmente
por la diseminacién, en muchas ocasiones a través de via hematogena, de las cé-
lulas tumorales desde la localizacion del tumor primario a los 6rganos a distan-
cia. Las CTC son células tumorales liberadas desde el tumor primario o desde
las metdstasis en el torrente sanguineo.' Las CTC pueden ser detectadas en la
sangre de la mayoria de los pacientes con tumores solidos, pero solo muy rara-
mente en la sangre de los individuos sanos.? Su existencia fue evidenciada hace
mas de un siglo por el patdlogo austriaco T.R. Ashworth® y desde su descubri-
miento se han intentado desarrollar varios métodos para su deteccion.

La diseminacién tumoral es un fenémeno dindmico que requiere de
una serie de eventos secuenciales, principalmente a nivel de la expresion
genética en diferentes poblaciones de células cancerigenas. El destino de
estas c€lulas, y la posible formacion de lesiones metastdsicas, depende de la
interaccion entre la célula cancerigena y su microambiente. Todavia no esta
claro si las CTC son precursoras de lesiones metastdsicas (y poseen la capa-
cidad de formar metastasis a distancia) o si las CTC son tan solo una medida
de la carga tumoral.* De cualquier modo, el nimero de CTC detectadas en
sangre ha sido correlacionado con el desarrollo de metdstasis, supervivencia
libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG) en personas afectas
de cancer.”™ En este sentido, ya se incluyen las CTC en la nueva edicién del
Manual de estadiaje TNM del afo 2010 como clasificacién cMO(i+) para el
cancer de mama (CM)." En pacientes sin evidencia de metdstasis, su detec-
cioén podria brindar un prondstico de la evolucion de la enfermedad y contri-
buiria en la eleccion del tratamiento para prevenir su recidiva.

Una de las principales ventajas de la deteccién de CTC en sangre peri-
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férica es que la toma de muestra es segura y puede repetirse frecuentemen-
te, mientras que los procedimientos invasivos como por ejemplo la aspira-
cién de médula 6sea tienen una aceptacion limitada por parte del paciente.
Otra ventaja esencial es que la prueba puede servir para la valoracién de la
actividad tumoral en tiempo real y no solo cuando el crecimiento o la pro-
gresion de la enfermedad son observables, por ejemplo, mediante técnicas
de radiodiagnéstico.

Células tumorales stem circulantes

Los tumores estdn compuestos por poblaciones de células heterogéneas. Al-
gunas de estas células tienen las caracteristicas de las células madre (stem
cells). Se supone que durante la evolucién clonal del tumor, la presencia
en la sangre de estas CTSC seria un indicador de un comportamiento mds
agresivo del tumor." Por otra parte, parece ser que las CTSC son relativa-
mente mas resistentes a la radioterapia (RT) y a los tratamientos citotoxicos
actualmente disponibles y pueden contribuir al fracaso terapéutico y a la re-
currencia de la enfermedad, y gracias a sus caracteristicas pueden facilitar la
repoblacién y re-crecimiento del tumor en el lugar primario (recurrencia) o
en otros 6rganos de la economia (progresion de la enfermedad a distancia)."

ADN tumoral circulante en plasma

Se sabe que las células liberan pequefios fragmentos de ADN al torrente
sanguineo. La mayoria de este ADN estd incluido en el componente plas-
madtico de la sangre entera. En el caso de las células tumorales, su ADN con-
tiene mutaciones somdticas que son especificas para estas células malignas
y no estan presentes en las células normales.””™ La deteccion especifica de
ADNtp se ha correlacionado con la carga tumoral, cambia en respuesta al
tratamiento o cirugia, e indica que las subpoblaciones de células tumorales
que son resistentes al tratamiento pueden proliferar pese a la terapia.''
Por lo tanto, el ADNtp podria servir como una biopsia liquida, una
posible alternativa a las biopsias de metdstasis en 6rganos, y ser utilizado
para una variedad de aplicaciones clinicas y de investigacion sin necesidad
de biopsias del tejido tumoral que, ademds de ser costosas, inconvenientes
para el paciente y de conllevar posible riesgo de complicaciones clinicas,
a veces son muy dificultosas por la localizaciéon anatémica del tumor o de
sus metdstasis. Ademds, el enfoque sistémico evalia el estado mutacional
del tumor sin el sesgo de seleccion inherente a las muestras de tejido, ya
que las mutaciones que confieren mayor agresividad pueden estar presentes
tan solo en algunas lesiones tumorales. La determinaciéon dindmica de las
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mutaciones en el ADNtp podria ser de utilidad pronéstica y también pre-
dictiva de respuesta o resistencia a terapias dirigidas contra dianas celulares:
un muestreo repetido del ADN tumoral circulante podria determinar si el
perfil genético del tumor ha cambiado en respuesta al tratamiento realizado.

Datos epidemioldgicos

Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es la neoplasia mds frecuente en mujeres en Es-
pafia y en el mundo (excluyendo el cancer de piel no melanoma). Con unos
25.215 casos diagnosticados en el afio 2012 en Espaia (tltimos datos dispo-
nibles) y una incidencia de 84.9 casos por 100.000 mujeres supone el 29% de
todos los tumores malignos diagnosticados en mujeres. También es el tipo
de cancer que més muertes produce en las mujeres, con 6.057 muertes en
2012 y una tasa de mortalidad de 16.7/100.000 mujeres. En el 2012 represen-
t6 el 16% de todas las muertes por cancer en el sexo femenino en Espafia.”

La mayoria de las muertes relacionadas con el CM se relaciona con las
metdstasis a distancia, no con el tumor primario per se. Por ello, la estrategia
terapéutica en el CM primario es no solo eliminar el tumor primario, sino
también evitar las recurrencias y el desarrollo de las metéstasis a distancia
mediante el uso de tratamientos complementarios a la cirugia. Las pacien-
tes con CM con alto riesgo de desarrollar metéstasis a distancia se someten
a tratamientos sistémicos neoadyuvantes y adyuvantes (RT, quimioterapia
(QT) y otros tratamientos farmacoldgicos). Una vez que el tumor haya pro-
ducido metéstasis, el objetivo de la terapia es el de paliar o demorar los
sintomas relacionados con el cancer, prolongar la supervivencia y mejorar
la calidad de vida de las pacientes.

La terapia hormonal con antiestrégenos y los tratamientos dirigidos contra
el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER?2) en pacientes
con presencia de algunos factores predictivos como la existencia de receptores
hormonales (RRHH) o la sobreexpresion del gen HER?2 en las células tumorales
ha disminuido notablemente las tasas de recurrencia en pacientes seleccionadas.
El éxito de 1a QT en pacientes sin estas caracteristicas (positividad para RRHH
y sobreexpresion de HER2) sin embargo, no ha sido tan espectacular, y estas
pacientes estan siendo sometidas a tratamientos con eficacia limitada. Por ello se
siguen buscando factores prondsticos robustos que permitirian aplicar estos tra-
tamientos solamente a las pacientes con un riesgo de recidiva alto." Actualmente
los tnicos biomarcadores séricos recomendados por las diferentes sociedades on-
coldgicas, en combinacién con las técnicas radiodiagnoésticas y las caracteristicas
de la paciente, son el antigeno tumoral 15-3 (CA 15-3), el antigeno carcinoem-
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brionario (CEA) y el antigeno tumoral 27-29 (CA 27-29)"*, pero esta recomen-
dacioén solo se refiere a la monitorizacién del tratamiento de pacientes con cidncer
de mama metastasico (CMm). Se ha formulado la hipétesis de que la ausencia de
CTC podria permitir identificar a las pacientes con bajo riesgo de recidiva en las
que la terapia adyuvante podria ser evitada, y su presencia a las pacientes con alto
riesgo de recidiva en las que se intensificaria el tratamiento sistémico. Ademds,
se cree que los cambios en el nimero de CTC durante el curso del tratamiento
podrian indicar una respuesta (o no respuesta) al tratamiento de forma tempra-
na, hecho que ayudaria a tomar la decisién de mantener o cambiar la terapia de
forma individualizada en cada paciente.

Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es el tipo de tumor que afecta al mayor niimero
de personas de ambos sexos en Espafia, con una incidencia de 48.9/100.000
personas y un total de 32.240 casos nuevos detectados en el afio 2012. Es el
tercer tipo de cancer mas frecuente en hombres (19.621 casos, incidencia
65.6/100.000 hombres) y el segundo mds frecuente en mujeres (12.979 casos,
incidencia 35.3/100.000 mujeres). Representa el 15% de todos los tumores
malignos en ambos sexos y causa el 14.3% de las muertes por cancer, situan-
dose asi en el segundo lugar en cuanto a mortalidad se refiere (8.742 muertes
en hombres y tasa de mortalidad de 27.3/100.000 hombres, 5.958 muertes en
mujeres y tasa de mortalidad de 13.5/100.000 mujeres en el afio 2012)."

El tratamiento de eleccién en el CCR no metastdsico es la reseccion
quirdrgica y, dependiendo del estadio de la enfermedad, la QT adyuvante
(algunos estadios 11 y todos los estadios I1I) y en casos seleccionados la RT.
Estos tratamientos aportan un beneficio de aproximadamente 15% en la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) a los 5 afios en los pacientes en
el estadio III, lo que significa que en el 85% restante el tratamiento es in-
eficiente o innecesario.”* Se cree que la determinacion de las CTC podria
tener unos beneficios similares a los mencionados en el CM. Ademas, se
presume que una identificaciéon temprana del desarrollo de la enfermedad
metastdsica podria tener una gran importancia para mejorar los resultados
clinicos de estos pacientes. Por otra parte, en los pacientes con cancer co-
lorrectal metastasico (CCRm) y buena respuesta a la QT inicial a menudo
se considera una reduccion de la intensidad del tratamiento, o una pausa
en el tratamiento hasta volver a observar signos de progresion tumoral.”
La desventaja es que la enfermedad puede progresar rdpidamente durante
estos periodos sin tratamiento.* Las CTC podrian ayudar en la distincién
entre los pacientes que se podrian permitir una pausa prolongada (aquellos
con CTC indetectables) y los pacientes que necesitarian volver al tratamien-
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to rapidamente (en los que se observaria una elevacion en el nimero de
CTC).*La fenotipizacion de las CTC podria ademas ayudar potencialmente
a elegir a los pacientes para tratamientos dirigidos mds especificos.

Cancer de prostata

En Espana, el cancer de prostata (CP) es el cancer méds frecuente en hom-
bres (22% de todos los cdnceres) y el tercero més letal (9% de las muertes
por cancer en hombres), después del cancer de pulmén y del CCR. En el afio
2012 se detectaron 27.853 casos (96.8 casos/100.000 hombres), y se registra-
ron 5.481 muertes por esta enfermedad (15.2 muertes/100.000 hombres)."”

El principal factor de riesgo es la edad ya que el 90% de los CP ocurren
en personas mayores de 65 ailos.” Muchos hombres con CP localizado nunca
experimentardn los sintomas o consecuencias de la enfermedad, pero es dificil
distinguir a esta poblacién con un curso indolente del otro grupo que presen-
tard una enfermedad rdpidamente progresiva, y que a menudo morird por las
consecuencias de la enfermedad metastasica. La mayoria de los pacientes diag-
nosticados de CP se someten a un tratamiento quirtirgico que puede tener im-
portantes efectos adversos, incluidos los problemas de ereccion o incontinencia
urinaria, que pueden influir de una manera importante en su calidad de vida.
Estos pacientes tienen un dilema importante entre elegir este tratamiento agre-
sivo, optar por otras opciones de tratamiento (RT, terapia hormonal) o elegir
realizar un seguimiento intensivo, ya que incluso sin tratamiento la probabili-
dad de morir por otras causas es mucho mayor que la de morir por la enferme-
dad misma, especialmente en los pacientes mas mayores.”

Si las CTC pudieran considerarse un resultado sustitutivo vélido, su
determinacion podria también ayudar en las decisiones sobre la interrup-
cién de los tratamientos ineficientes en pacientes con el cancer de préstata
metastdsico resistente a castracion (CPHRm). Estas decisiones suelen ser
complicadas porque estos pacientes a menudo exhiben cambios del anti-
geno prostético especifico (PSA), sintomas inespecificos y hallazgos radio-
graficos inconsistentes. La cuantificaciéon de las CTC podria disminuir la
morbilidad por la toxicidad del tratamiento, reducir costes y permitir a los
pacientes recibir tratamientos alternativos en caso de pérdida de eficacia de
los tratamientos convencionales.’

Los factores prondsticos mas importantes hasta la fecha son el estadio
TNM, la escala de Gleason, los margenes quirtrgicos, y el PSA.” El PSA
es un biomarcador que ha sido usado ampliamente con fines diagndsticos,
predictivos y pronésticos. E1 PSA se usa para el cribado, para tomar las de-
cisiones sobre la RT adyuvante después de la cirugia y como un marcador
temprano de recurrencia después del tratamiento primario. Sin embargo, el
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PSA no es especifico para los procesos malignos, y esta falta de relacién pa-
tofisioldgica entre el PSA y la carcinogénesis requiere seguir buscando otros
marcadores sustitutivos que mejorarian el poder predictivo del PSA. Uno
de estos marcadores podria ser la cuantificacion de las CTC.*

Descripcion de la tecnologia

Determinacion de las células tumorales circulantes y
células tumorales stem circulantes

Existen varios métodos de identificacion de las CTC en sangre. El aislamien-
to de las CTC de la sangre (deteccion directa) es relativamente complicado,
ya que las CTC son muy escasas, y pueden estar presentes en concentracio-
nes tan bajas como 1 CTC entre 100 millones de leucocitos.

La técnica de deteccién de 4cidos nucleicos (principalmente del acido
ribonucleico mensajero [ARNm] ya que su presencia sefiala la presencia de
células viables) con la reaccion en cadena de la polimerasa de la transcrip-
tasa inversa (RT-PCR) se considera la mds sensible. Esta técnica es rapida
y requiere una pequefa cantidad de sangre, pero es un método indirecto
porque es necesaria la lisis de las CTC, con lo que no es posible contar el ni-
mero de CTC, ni conservar las células para un andlisis molecular posterior.
Desafortunadamente, su especificidad es baja porque existe un nimero alto
de resultados falsos positivos por contaminacion o porque los genes diana
también pueden encontrarse en células no tumorales. Otra limitacién seria
para su uso en el entorno clinico es la falta de estandarizacién y de repro-
ductibilidad. Entre las técnicas indirectas estarian también los ensayos de
proteinas (por ejemplo el EPISPOT).

Entre los métodos de deteccion directa destaca la separacién inmuno-
magnética que utiliza la unién de un anticuerpo con un marcador (proteina)
en la superficie de las CTC. Estos anticuerpos se conjugan con unas perlas
magnéticas y las CTC son separadas del resto de células sanguineas median-
te una fuerza magnética (las tecnologias CellSearch® de Janssen Diagnostics,
LLC, IsoFlux™ Liquid Biopsy System de Fluxion Biosciences, Inc., Adna-
Test™ de AdnaGen AG, MACS™ de Miltenyi Biotec, MagSweeper™, etc.).

Otros métodos directos son, por ejemplo, la separacién inmunoldgica
mediante la unién de un anticuerpo a un sustrato sélido, la captura micro-
fluidica, la seleccién basada en la morfologia celular o en las caracteristicas
fisicas de las CTC independientemente de los marcadores celulares, como
son la filtracién basada en el tamafio, la separacion dielectroforética o la
centrifugacién en gradiente de densidad; y el andlisis inmunocitoquimico.

20 INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



El desafio de la falta de estandarizacion y reproductibilidad de estos mé-
todos ha llevado al desarrollo de varias técnicas automatizadas o semiauto-
matizadas.

El presente informe se ha centrado en dos técnicas de deteccién de las
CTC mediante la separaciéon inmunomagnética: el sistema CellSearch® de la
compafiia Janssen Diagnostics, LLC, y el sistema IsoFlux™ Liquid Biopsy
System de Fluxion Biosciences, Inc.

CellSearch® CTC Test

El sistema CellSearch® es, hasta la fecha, el tinico sistema validado y auto-
rizado por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos
para la deteccion de las CTC en el CMm, CCRm y cdncer de préstata metas-
tasico (CPm) en el entorno clinico. El sistema permite detectar las CTC en
concentraciones tan bajas como 1 CTC en 7.5 ml de sangre periférica entera.
Los puntos de corte del nimero de CTC para determinar el prondstico no
favorable son de =5 CTC/7.5 ml en el CMm?, =3 CTC/7.5 ml en el CCRm®y
=5 CTC/7.5 ml en el CPm.’

El sistema CellSearch® estd compuesto por los siguientes componentes:

* Tubos de ensayo patentados “CellSave Preservative Tubes” que con-
tienen un conservante optimizado para la coleccién de las fragiles CTC
y permiten almacenar las muestras durante 96 horas a temperatura
ambiente, permitiendo asi un procesamiento por lotes o el envio a un
laboratorio lejano.

¢ Kit de deteccion de CTC “CELLSEARCH?® Circulating Tumor Cell
Kit”.

¢ Kit de control “CELLSEARCH?® Circulating Tumor Cell Control
Kit” que comprueba el funcionamiento de los reactivos, instrumen-
tos y técnicas del operador.

e “CELLTRACKS® AUTOPREP® System”, un sistema automatiza-
do que permite un procesamiento de la muestra estandarizado y re-
producible a través de la captura inmunomagnética de las células,
enriquecimiento y tincién inmunofluorescente

e Soporte de cartucho “MAGNEST® Cartridge Holder”;

¢ Sistema semiautomatizado “CELLTRACKS ANALYZER II®”, ba-
sado en la Optica fluorescente y utilizado para capturar y analizar las
CTC que han sido seleccionadas inmunomagnéticamente. El resulta-
do se presenta en forma de imdgenes fluorescentes;

e Estacion de trabajo para la revision a distancia “CELLSEARCH®
Remote Review Workstation” (opcional).
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El CellSearch® un sistema semiautomatico basado en un enriqueci-
miento inmunomagnético de las células epiteliales tumorales afiadiendo
a la muestra de sangre entera un fluido férrico con nanoparticulas cubier-
tas de anticuerpos dirigidos contra la molécula de adhesién expresada por
las células epiteliales en su superficie (Epithelial Cell Adhesion Molecule,
EpCAM). Las células epiteliales circulantes son aisladas mediante unos
campos magnéticos. Para distinguir entre los linfocitos y las CTC se afiade
un anticuerpo monoclonal fluorescente especifico para los leucocitos CD45+
y unos anticuerpos monoclonales fluorescentes para las citoqueratinas 8, 18
y/o 19, especificas para las células epiteliales. Posteriormente se aflade una
tincién inmunocitoquimica para la deteccion de las células nucleadas con el
dcido nucleico fluorescente (4 ¢,6-diamino-2-fenilindol, DAPI). Las células
se colocan en el microscopio digital CELLTRACKS ANALYZER II° en
un cartucho de imdn para su lectura. La fuerza magnética atrae a las células
a una Unica profundidad focal, y el sistema escanea el cartucho y presenta
una galeria de imagenes de las células candidatas a ser diagnosticadas como
CTC que son positivas para la citoqueratina y el DAPI y negativas para el
CD45+ a un operador entrenado para una seleccion final. El sistema dispo-
ne de un cuarto filtro abierto mediante el cual es posible determinar otras
caracteristicas de las CTC, por ejemplo la expresion del gen HER2 median-
te una tincién con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina
HER2.

Se podrian dar falsos positivos en los casos de expresion de citoquera-
tinas en otros tipos celulares no-CTCy por la presencia de células epiteliales
benignas en sangre periférica en determinadas condiciones fisiopatoldgicas
(inflamacion, cirugia, enfermedades proliferativas epiteliales benignas, trau-
ma). En cuanto a los falsos negativos, es una desventaja del sistema Cell-
Search que, por estar basado en el enriquecimiento por el EpCAM, no pue-
de detectar células tumorales que no expresan el EpCAM, como las CTSCy
probablemente tampoco las células tumorales en transicion epitelial-mesen-
quimal (EMT) que puede llevar a la pérdida de la expresion del EpCAM.
El CellSearch® tampoco captura las CTC que no expresan las citoqueratinas
8/18/19. Algunos autores, sin embargo, han utilizado el ya mencionado cuar-
to filtro precisamente para la deteccion de las CTSC.»

La prueba estd aprobada por la FDA para ser utilizada como una ayu-
da en el seguimiento de los pacientes con CMm, CCRm y CPm, en aso-
ciacién con la informacién clinica derivada de las pruebas de diagndstico
(por ejemplo, pruebas de imagen diagndsticas, pruebas de laboratorio), el
examen fisico y la historia médica completa, conforme con los protocolos
de gestion clinica adecuados. Aunque los cambios en el nimero de CTC
deberian ser predictivos de la progresion de la enfermedad en pacientes en
tratamiento con QT, el fabricante advierte que la prueba no debe ser usada
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para valorar la efectividad de diferentes lineas de tratamiento o para distin-
guir por si sola entre una enfermedad progresiva y no progresiva.

IsoFlux™ Liquid Biopsy System

El sistema IsoFlux™ Liquid Biopsy System de Fluxion Biosciences,
Inc., combina la tecnologia de separaciéon microfluidica y la captura inmu-
nomagnética de las CTC. La principal diferencia del CellSearch® es que es
una plataforma abierta que permite utilizar anticuerpos de captura defini-
dos por el usuario (EpCAM, receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), HER2, N-cadherina etc.) e incorporar asi un coctel de anticuerpos
dirigidos a diferentes tipos de células de sangre periférica (CTC, CTSC, cé-
lulas en el proceso de EMT, células circulantes inmunoldgicas y otras células
raras especificas para una enfermedad o marcador). Otra ventaja de este
sistema es que las células capturadas son facilmente transferibles para un
andlisis molecular posterior, tal como la secuenciacion de alto rendimiento
(next-generation sequencing, NGS), reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (qPRC), fluorescencia con hibridacién in situ (FISH) o inmu-
nofluorescencia.

La fraccién monocitaria de la muestra de sangre periférica se mezcla,
después de extraer los eritrocitos, con las perlas magnéticas que estan uni-
das a uno o mds tipos de anticuerpos especificos de las CTCs. La muestra se
carga en el pozo de un cartucho que contiene unos canales de flujo micro-
fluidicos de un didmetro de algunos micrometros. La muestra fluye de ma-
nera altamente ordenada y laminar, propulsionada por fuerzas neumaéticas
generadas por la maquina, y las células marcadas con perlas magnéticas son
seleccionadas por un imdn fuerte de neodimio. Los demds leucocitos siguen
el flyjo hasta un pozo de residuos.

Hasta el momento, el sistema se ha utilizado inicamente como herra-
mienta de investigacion.

Biopsias liquidas en sangre

Las nuevas técnicas de deteccidon, como la PCR digital o la NGS, son muy
sensibles y permiten la deteccién de moléculas de ADN mutado en concen-
traciones entre 0.02 y 0.1% del total del ADN estudiado.

El presente informe se ha centrado en dos técnicas de deteccién de las
mutaciones en el ADNtp para la seleccién de la terapia dirigida: el sistema
BEAMing Digital PCR de la compaiifa Sysmex Inostics GmbH, y el Droplet
Digital PCR™ System (ddPCR™) de Bio-Rad Laboratories, Inc.
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BEAMing Digital PCR

La tecnologia BEAMing Digital PCR de Sysmex Inostics GmbH combina
la PCR de emulsion con perlas magnéticas y la citometria de flujo para la
deteccion altamente sensible de las moléculas de ADN tumoral mutado.
El acrénimo BEAMing significa Beads (perlas), Emulsiones, Amplificacién
y Magnetismo. El proceso bdsico consiste en una transformaciéon de una
poblacién de moléculas de ADN en una poblacion de perlas, cada una re-
cubierta de miles de copias de secuencias idénticas, generando asi hasta 300
millones de compartimentos de PCR en una reaccién. La tecnologia tiene
la capacidad para detectar y cuantificar el ADN mutado y el ADN de tipo
nativo (wild-type) presentes en proporciones superiores a 1: 10.000 (0.01%).
La lectura estd basada en la citometria de flujo.

El problema de las técnicas de detecciéon del ADNtp cualitativas es
que pueden obtener resultados falsamente negativos, porque la cantidad del
ADNItp es demasiado pequeiia para detectar mutaciones minoritarias, o al
contrario obtener resultados falsos positivos estocasticos porque la muestra
podria contener una mutacién rara aleatoria. La ventaja del BEAMing es
que es un método cuantitativo y puede medir el nimero de moléculas de
ADN por ensayo, asegurando que la cantidad del ADN testado es suficien-
te para detectar mutaciones minoritarias dentro de un rango de frecuencia
esperado. La cuantificacién también permite distinguir entre las mutaciones
patogénicas y aleatorias, ya que proporciona un ratio del ADN mutado y
ADN wild-type (mutaciones espontaneas por las células benignas), asi que
las mutaciones que no alcanzan cierto umbral se pueden considerar aleato-
rias. También es posible llevar a cabo controles de calidad estdndar, nece-
sarios para pruebas diagndsticas rutinarias. Ademas, la cuantificacién po-
tencialmente podria utilizarse como un marcador sustitutivo de la carga de
enfermedad o para predecir el riesgo de recurrencia.

Una limitacién importante de la técnica es que tan solo puede detectar mu-
taciones ya conocidas (no sirve para el descubrimiento de mutaciones nuevas).

Droplet Digital™ PCR System

Droplet Digital™ PCR System (ddPCR™) es un sistema de PCR digital
fabricado por los laboratorios Bio-Rad Laboratories, Inc., que proporciona
una cuantificacién absoluta de las moléculas de ADN o ARN diana para
una aplicacion posterior de los ensayos EvaGreen o de PCR digital basa-
da en sondas. El sistema tiene dos instrumentos, el generador de gotitas
Droplet Generator y el lector Droplet Reader, mds los reactivos asociados.
Hasta la fecha hay tres generaciones de este sistema: QX100™, QX200™ y
QX200™ AutoDG™ (donde la generacidn de las gotitas es automatizada).
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El generador de gotitas Droplet Generator se utiliza para la particiéon
de la mezcla de reaccion ddPCR™ en miles de gotitas de volumen en el
orden de nanolitros. Después de realizar la PCR en un termociclador, las
gotitas de cada muestra se analizan individualmente en el lector Droplet
Reader. Las gotitas son leidas pocillo por pocillo mientras fluyen en una fila
Unica por un sistema de deteccién 6ptica de dos colores en manera seriada.
Se pueden procesar hasta 96 muestras por ciclo de procesamiento. Las goti-
tas PCR-positivas y PCR-negativas son contadas de forma digital para pro-
porcionar una cuantificacién absoluta del ADN diana. Alternativamente,
los productos amplificados se pueden extraer de las gotitas para aplicaciones
posteriores, tales como la secuenciacién o la clonacion.

El sistema elimina la variabilidad entre los usuarios y la tecnologia di-
gital de particion de gotitas reduce el sesgo de la eficiencia de amplificacion
y de los inhibidores de la PCR.

En el campo de la oncologia, la tecnologia ddPCR™ puede utilizarse
para realizar estudios de biomarcadores o de la variacién del nimero de
copias ya que puede medir diversos grados de mutaciones cancerosas, de-
tectar copias mutadas del ADN diana, y resolver los estados de variacién
del ndmero de copias con una alta sensibilidad y resolucién. Estos ensayos
son prediseiiados y validados en laboratorios humedos. También se puede
utilizar para la NGS, el andlisis de la expresion de genes en el ARNm y en
el micro ARN, y para la deteccién de patdgenos, el monitoreo ambiental o
el andlisis de alimentos.

Situacion de comercializacion en Espafna

Las tecnologias de determinacion de células tumorales circulantes y de
las biopsias liquidas pertenecen a la categoria de productos sanitarios para
diagndstico “in vitro” que se aplican a muestras extraidas del organismo.®
Estos productos se regulan por una reglamentacion sanitaria armonizada en
la Unién Europea.® Los productos sanitarios que cumplen con los requisitos
de la reglamentacion pueden obtener un marcado CE y con este marcado
pueden comercializarse en todos los paises de la Unién Europea sin ne-
cesidad de nuevas evaluaciones. En el momento actual (febrero 2016), las
tecnologias CellSearch, Isoflux y Droplet Digital PCR tienen el marcado CE
y la tecnologia BEAMing estd siendo evaluada para su obtencion.

Se desconoce el grado de implantacién de estas tecnologias en el siste-
ma sanitario espafol.
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Alcance del informe

Andlisis del valor pronéstico de la determinacién de las CTC y CTSC (me-
diante sistemas CELLSEARCH® de Janssen Diagnostics, LLC, o IsoFlux™
Liquid Biopsy System de Fluxion Biosciences, Inc.) y de la efectividad y del
valor pronéstico la determinacion de las mutaciones en el ADNtp (median-
te sistemas BEAMing Digital PCR de Sysmex Inostics GmbH o Droplet
Digital™ PCR System de Bio-Rad Laboratories, Inc.) en el CM, CCR y CP,
para su uso en hospitales de tercer nivel del Sistema Nacional de Salud.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo del presente informe es evaluar el valor prondstico de la deter-
minacion de las células tumorales circulantes, células tumorales stem cir-
culantes (mediante los sistemas CELLSEARCH® de Janssen Diagnostics,
LLC, o IsoFlux™ Liquid Biopsy System de Fluxion Biosciences, Inc.) y de
la determinacion de las mutaciones en el ADN tumoral plasmatico (median-
te los sistemas BEAMing Digital PCR de Sysmex Inostics GmbH o Dro-
plet Digital™ PCR System de Bio-Rad Laboratories, Inc.) en el cancer de
mama, cdncer colorrectal y cadncer de prdstata como técnicas diagndsticas
con fines prondsticos y predictivos de respuesta a tratamiento.

Objetivos especificos

1) Determinacion de las células tumorales circulantes y células tumo-
rales stem circulantes

a) Evaluar el valor prondstico de la prueba de determinacién de
las células tumorales circulantes y células tumorales stem cir-
culantes en el cancer de mama, cancer colorrectal y cancer de
prostata (sistemas CELLSEARCH?® e IsoFlux™ Liquid Biop-
sy System)

b) Valorar la utilidad clinica de la prueba de determinacion de las
células tumorales circulantes y células tumorales stem circu-
lantes en términos de modificaciones en el estado de salud de
los pacientes con cdncer de mama, cancer colorrectal y cancer
de proéstata provocados por los resultados de la prueba (siste-
mas CELLSEARCH?® e IsoFlux™ Liquid Biopsy System)

c) Determinar la variabilidad interplataformas: CELLSEARCH®
vs IsoFlux™ Liquid Biopsy System

2) Biopsias liquidas en sangre — determinacion de las mutaciones en el
ADN tumoral circulante en plasma
a) Determinar la validez analitica de la prueba de determinacion
de las mutaciones en el ADN tumoral plasmatico en el cén-
cer de mama, céncer colorrectal y cancer de prostata (sistemas
BEAMing Digital PCR y Droplet Digital™ PCR System)
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b) Evaluar el valor pronéstico de la prueba de determinacion de
las mutaciones en el ADN tumoral plasmatico en el cancer de
mama, cancer colorrectal y cancer de prdstata (sistemas BEA-
Ming Digital PCR y Droplet Digital™ PCR System)

¢) Valorar la utilidad clinica de la prueba de determinacién de las
mutaciones en el ADN tumoral plasmaético en términos de mo-
dificaciones en el estado de salud de los pacientes con cdncer
de mama, cancer colorrectal y cdncer de préstata provocados
por los resultados de la prueba (sistemas BEAMing Digital
PCR y Droplet Digital™ PCR System)

d) Determinar la variabilidad interplataformas: BEAMing Digi-
tal PCR vs Droplet Digital™ PCR System



Métodos

Estrategia de busqueda

Se realizaron tres bisquedas sistemdticas, una para la determinacién de las
células tumorales circulantes, una para la determinacién de las células tu-
morales stem circulantes y una para las biopsias liquidas en sangre, con un
limite temporal para el periodo mayo 2000-mayo 2015. La tltima fecha de
busqueda fue el 25 de agosto de 2015. Las fuentes de informacién por tipo
de estudio fueron las siguientes:
¢ Estudios primarios: busqueda a través de Embase (embase.com) y
Medline (PubMed) y del registro de ensayos clinicos ClinicalTrials.
gov. También se hizo una revision manual de las referencias biblio-
graficas de los estudios incluidos, y se revisaron las listas de biblio-
grafia publicadas en las paginas web de las tecnologias a estudiar.**
¢ Informes de evaluacion: incluidos en las bases de datos de las dife-
rentes Agencias y Unidades de Evaluaciéon de Tecnologias Sanitarias
Espafiolas (AUnETS) y de las Agencias de Evaluacién de otros pai-
ses pertenecientes a la Red Internacional de Agencias de Evaluacion
de Tecnologias Sanitarias (INAHTA).
¢ Revisiones sistemdticas/meta-andlisis: en las bases de datos especiali-
zadas en revisiones sistemadticas: la base de datos del National Health
Service Centre for Reviews and Dissemination (CRD) y Cochrane
Library Plus.

Las estrategias de busqueda en las bases de datos se encuentran deta-
lladas en el Anexo 1.

Seleccion de los estudios

Este trabajo fue realizado de acuerdo con los criterios de elaboracion de
revisiones sistematicas de la declaracion PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) publicada en 2009.%

Todas las citas (titulos y resimenes) identificadas mediante la busque-
da electrdnica se descargaron a una base de datos de Reference Manager.
Los duplicados fueron eliminados y las citas restantes fueron examinadas
aplicando los criterios de inclusiéon previamente definidos. Los restiimenes
que cumplieron los criterios de inclusion fueron analizados mediante la lec-
tura del texto completo (Anexo 2).
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Criterios de inclusion
Células tumorales circulantes y células tumorales stem circulantes

¢ Poblacion: Personas con cancer de mama, cancer colorrectal y cancer
de prostata
e Intervencién: Determinacion de las células tumorales circulantes
y células tumorales stem circulantes mediante el sistema CELL-
SEARCH?® (Janssen Diagnostics, LL.C) o IsoFlux™ Liquid Biopsy
System (Fluxion Biosciences, Inc.)
e Comparacion: No hay comparador (seguimiento)
¢ Resultados:
- Valor prondéstico: Supervivencia libre de enfermedad (para la
enfermedad no metastdsica), supervivencia libre de progresion
(para la enfermedad metastasica), supervivencia especifica de la
enfermedad y supervivencia global
- Precision prondstica: Sensibilidad, especificidad y valores pre-
dictivos
- Utilidad clinica: Supervivencia libre de enfermedad, supervi-
vencia libre de progresion, supervivencia especifica de la enfer-
medad y supervivencia global
- Variabilidad interplataformas (CELLSEARCH® vs IsoFlux™
Liquid Biopsy System): curvas ROC, indice kappa, coeficientes
de correlacion de concordancia
e Tiempo: Sin limite
e Setting: Aplicable en los hospitales de tercer nivel del Sistema Na-
cional de Salud.

Biopsias liquidas en sangre

e Poblacion: Personas con cancer de mama, cancer colorrectal y cancer
de prostata
¢ Intervencion: Determinacion de las mutaciones en el ADN tumo-
ral circulante en plasma mediante el sistema BEAMing Digital PCR
(Sysmex Inostics GmbH) o Droplet Digital™ PCR System (Bio-Rad
Laboratories, Inc.)
e Comparacion:
- Validez analitica: biopsia del tejido tumoral
- Valor pronéstico y utilidad clinica: no hay comparador (segui-
miento)
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e Resultados:
- Validez analitica: Sensibilidad, especificidad y valores predicti-
VOs
- Valor prondstico: Supervivencia libre de enfermedad, supervi-
vencia libre de progresion, supervivencia especifica de la enfer-
medad y supervivencia global
- Precision prondstica: Sensibilidad, especificidad y valores pre-
dictivos
- Utilidad clinica: Supervivencia libre de enfermedad, supervi-
vencia libre de progresion, supervivencia especifica de la enfer-
medad y supervivencia global
- Variabilidad interplataformas (BEAMing Digital PCR vs Dro-
plet Digital™ PCR System): curvas ROC, indice kappa, coefi-
cientes de correlacién de concordancia
e Tiempo: Sin limite
e Setting: Aplicable en hospitales de tercer nivel del Sistema Nacional
de Salud.

Criterios de exclusion

¢ Estudios con fecha de publicacién anterior al afio 2000

¢ Estudios en los que las técnicas utilizadas no sean CELLSEARCH®
o IsoFlux™ Liquid Biopsy System (para la determinacion de las cé-
lulas tumorales circulantes y/o células tumorales stem circulantes) o
BEAMing Digital PCR o Droplet Digital™ PCR System (para las
biopsias liquidas en sangre)

¢ Estudios con muestras bioldgicas que no sean de sangre periférica

e Estudios de laboratorio (en animales, lineas celulares o modelos bio-
16gicos)

¢ Estudios que no comprueben los resultados de validez analitica de
las pruebas BEAMing Digital PCR o Droplet Digital™ PCR System
con alguna prueba de referencia o gold standard (biopsia del tejido)

e Para los estudios de factores prondsticos, estudios con menos de 150
pacientes*, a menos que un tamafio menor sea justificado por un cal-
culo del poder estadistico

e También se excluyeron los estudios que daban los datos de super-
vivencia libre de enfermedad o de progresion pero no detallaban el
proceso de seguimiento (técnicas diagndsticas, periodicidad), o tan
solo se incluyeron los datos de supervivencia global.

e Estudios con deficiencias metodoldgicas

e Estudios publicados en idioma que no sea inglés o espafiol.
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Cuando varios estudios incluyeron la misma o pricticamente la misma
poblacién de estudio se seleccionaron los datos y los resultados disponibles
mds completos.

Diseno de los estudios

Se incluyeron informes de evaluacion de tecnologias sanitarias, meta-ana-
lisis (que dispongan de datos separados por técnica de deteccion), ensayos
clinicos aleatorizados (ECA), estudios de cohortes y estudios comparativos
de precision diagndstica o prondstica.

Valoracion de la evidencia

Se realiz6 una lectura critica de los estudios incluidos. A partir de la infor-
macion extraida de los estudios se elabord una sintesis cualitativa de los
principales hallazgos de cada estudio.

Se analiz6 el nivel de evidencia cientifica de acuerdo a la clasificacién
del Centro de Medicina Basada en la Evidencia de Oxford (CMBE) del
ano 2011 (Anexo 3)¥, al no existir una escala de valoracion de calidad de la
evidencia de estudios prondsticos generalmente aceptada.

Extraccidn de datos

Se realiz6 la extraccion de los siguientes datos de los estudios incluidos en
la revision, recogiéndose en unas tablas de evidencia cientifica (Anexo 4):
e Autor
¢ Afio de la publicacién
¢ [ocalizacién geografica
¢ Disefo del estudio:
- Tipo de disefio epidemioldgico
- Enmascaramiento
- Aleatorizacion
- Tamafo muestral
- Intervencion
- Prueba de referencia utilizada (si procede) / seguimiento
¢ Objetivos del estudio
e Criterios de seleccion de los pacientes
e Caracteristicas iniciales de los pacientes participantes
¢ Variables de resultado
e Comentarios sobre la calidad del estudio
e Otros comentarios.
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Resultados

Resultados de la busqueda

La btisqueda identificé un total de 2.456 estudios: 1.619 para la determi-
nacién de las CTC, 125 para la determinacién de las CTSC y 712 para las
biopsias liquidas en sangre (determinacién de las mutaciones en el ADNtp)
(Anexo 2).

Al aplicar los criterios de inclusion y exclusion se seleccionaron 34 es-
tudios de la determinacion de las CTC: 19 para el CM (18 estudios originales
y un meta-anélisis, tres de ellos en pacientes con CM localizado y el resto en
pacientes con enfermedad metastdsica), nueve para el CCR (siete estudios
originales y dos meta-anlisis) y seis para el CP (cinco estudios originales y
un meta-analisis). También se identificaron dos informes de evaluacion de
tecnologias sanitarias para la determinacién de las CTC. Todos los traba-
jos incluidos utilizaron el sistema CellSearch®. Mediante la busqueda sis-
temadtica en las bases de datos bibliograficas no se encontrd ningin estudio
que emplease el sistema IsoFlux™ Liquid Biopsy System, y de los estudios
mencionados por la empresa Fluxion Biosciences, Inc., en su pagina web*
ninguno cumplid los criterios de inclusion.

Ningtin estudio de la determinacién de las CTSC cumplié los criterios
de inclusién.

Tres trabajos que estudiaron la deteccidon de las mutaciones en el
ADNtp cumplieron los criterios de inclusion. Los tres estudios se centra-
ron en el CM temprano o metastdsico. Un estudio utilizé la tecnologia
BEAMing Digital PCR y dos estudios utilizaron el sistema ddPCR™.

Determinacion de las células tumorales
circulantes

Se encontraron dos informes de evaluacién de tecnologias sanitarias
para el uso de la determinacién de las CTC mediante la técnica CellSearch®,
uno del Observatorio de Tecnologias Emergentes de la Agencia de Evalua-
cion de Tecnologias Sanitarias de Andalucia (AETSA) del afo 2006 centra-
do en el CMm?¥, y otro del Australia and New Zealand Horizon Scanning
Network del afio 2009%, que valoré la aportacién de la técnica no solo para
el CMm, pero también para el CCRm y CPm. El informe de la AETSA se
basé en un tnico estudio de Cristofanilli et al. del afio 2004.° Los dos infor-
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mes concluyeron que no se disponia de evidencia cientifica suficiente para
recomendar el uso de la técnica como una prueba prondéstica para el cancer
metastdsico en la practica clinica.

Valor prondstico de la determinacion de las CTC
Céancer de mama

Se encontraron 18 estudios originales y un meta-andlisis sobre la validez
clinica de la determinacién de las CTC como prueba prondstica. Un estudio
reporto resultados de la precision prondstica de la prueba CellSearch®*, y
otro comunicd, ademds de los datos del valor pronéstico, también la infor-
macién sobre el impacto clinico de la prueba.*

Elsistema CellSearch® estd aprobado para su uso en el cdncer metasta-
sico y ofrece los puntos de corte para el prondstico favorable o no favorable
para estos estadios avanzados. La deteccion de las CTC en el céncer loca-
lizado estd menos estudiada, siendo una de las razones la escasa presencia
de CTC en estos estadios. Se encontraron dos estudios que evaluaron el
papel de las CTC como factor prondstico en pacientes con CM localizado
(estadios I-11T).* Los autores de los dos estudios modificaron el volumen de
sangre de los 7.5 ml habituales a 30 ml para aumentar asi la probabilidad de
encontrar alguna CTC, y utilizaron el umbral de =1 CTC/30 ml para definir
el prondstico no favorable (aunque el estudio de Rack et al. proporcion6
igualmente los datos para los puntos de corte de =2 y =5 CTC/30 ml, la di-
ferencia en el volumen impide una comparacion con los estudios en CMm).

El estudio de cohortes de Franken et al.® encontré diferencias signi-
ficativas en la supervivencia especifica de la enfermedad (SEE) entre los
dos grupos de pacientes (=1 CTC/30 ml vs 0; HR=3.47, IC , =1.36-8.83) y
en la supervivencia libre de enfermedad metastdsica (SLEM; HR=2.56,
IC,,,=1.20-5.46), pero no en la SLE después de 4 afnos de seguimiento. El
uso de este umbral es algo cuestionable, sin embargo, ya que =1 CTC/30ml
fueron detectadas también en el 15% de las pacientes inicialmente reclu-
tadas pero que acabaron teniendo un tumor benigno y en el 19% de las
pacientes con carcinoma ductal in sifu, en comparacion con su presencia en
el 16% de las pacientes con CM en estadio I y el 18% de las pacientes con
CM en estadio II. Rack et al® analizaron los datos de 2.026 participantes
de un ECA y encontraron diferencias significativas tanto en la SLE (88.1%
vs 93.7% en las pacientes con =1 y 0 CTC/30 ml, p<0.001, respectivamen-
te; HR=2.11, IC, =1.49-2.99) como en la SG a los 3 afios de seguimiento
(93.2% vs 97.3%, p<0.001; HR=2.18, IC, =1.32-3.59), que sin embargo es
un periodo relativamente corto considerando que se trataba del CM en es-
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tadios localizados. La presencia de las CTC tanto antes como después de la
QT se asoci6 con una peor SLE (HR=1.12, IC , =1.02-1.25) y una tendencia
hacia una reduccién de la SG (prueba log-rank: p=0.10).

Tabla1. El papel pronéstico de las CTC determinadas por el sistema CellSearch® en el
cancer de mama metastasico

| SLE(®%) | .4 SEE (%) '
co | o | Lo | o | S50 | o | e | it
octc |CTC 0 CTC'
Franken, | 404 | Ml 88.4 789 |163 |0155 |95.7 855 |3.47 |0.009 3
2012 (8 ND ND 256 |0.015 |ND ND |ND |ND
Rack 2026 | MO 93.7 88.1 211 <0.001 |97.5 94.4 |ND 0.008* 3
’ 4.2 7, 001+ | 97, 2 |218 |0.002
2014 9 9 87.9 <0.001% | 97.3 93 8 | 0.00

(1) en 30 ml de sangre periférica

(2) supervivencia a los 4 afos

(3) supervivencia a los 3 afnos;

(4) prueba log-rank

CTC: células tumorales circulantes; HR: hazard ratio; ND: no disponible; SEE: supervivencia especifica
de la enfermedad; SLE: supervivencia libre de enfermedad; SLEM: supervivencia libre de enfermedad
metastasica; SG: supervivencia global

El estudio de Cristofanilli et al.°> del afio 2004 fue el primer estudio gran-
de que utiliz6 la técnica CellSearch® para estudiar el papel de las CTC en el
CMm. En el ya historico estudio multicéntrico prospectivo doble ciego de una
cohorte de 177 pacientes demostraron por primera vez una asociacion entre
las CTCyla SLP (HR=1.76, p=0.001) y SG (HR=4.26, p<0.001) independien-
temente del tiempo hasta la aparicién de las metdstasis, el lugar de metastasis
(viscerales vs no viscerales) y la presencia de RRHH, y establecieron el um-
bral de 5 CTC/7.5 ml como un punto de corte validado internamente para el
pronéstico favorable o no favorable. Las CTC eran ademds el predictor de
mala evolucién mds importante en comparacién con los demds predictores
“clasicos” como la presencia de RRHH, la expresion del gen HER2 o el es-
tado funcional. Las diferencias entre los dos grupos persistian en la primera
visita de seguimiento (SLP: HR=2.52, p<0.001; SG: HR=6.49, p<0.001). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
pacientes en las que el nimero de CTC descendié de =5 CTC a <5 CTCy el
grupo de las pacientes que tuvieron <5 CTC en ambas mediciones (p=0.60), ni
entre el grupo de pacientes en las que el nimero de CTC aument6 de <5 CTC
a =5 CTCy las pacientes en las que el nimero de CTC se mantuvo por encima
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de cinco en ambas mediciones (p=0.99). Si encontraron diferencias entre el
grupo de pacientes en las que el niimero de CTC descendi6 por debajo de 5
CTCy el grupo en las que el nimero de CTC descendid, pero siguié por enci-
ma de 5 CTC en ambas mediciones (SLP: p=0.002; SG: p=0.006). Ademas, el
nimero de CTC en la primera visita fue prondstico para la SG en las pacientes
en tratamiento con QT en monoterapia o tratamiento combinado, pero no en
las que realizaron tratamiento hormonal, inmunoterapia o ambos (p=0.002).

Miiller et al.” encontraron una asociacion significativa entre las CTCy
la SG en un estudio de cohortes prospectivo multicéntrico de 245 pacientes
con enfermedad metastdsica de diagnéstico reciente (HR=2.7, IC , =1.6-
4.2). La presencia de las CTC no se correlacionaba con la SLP.

El estudio prospectivo multicéntrico de Pierga et al.* estudi6 el valor
prondstico de las CTC en 267 pacientes con CMm iniciando tratamiento de
primera linea y comparé su validez prondstica con los biomarcadores séricos
clasicos: CA 15-3, CEA, lactato deshidrogenasa (LDH) y fosfatasas alcali-
nas (FFAA). De estos cinco biomarcadores, en el analisis multivariable de la
SLP solo las CTCy el CEA se mantuvieron como un predictor independien-
te, y para la SG solo las CTC se mantuvieron estadisticamente significativas
(RR=24, IC, =1.1-5.4), pero la comparacién de los diferentes marcadores
mediante las curvas ROC (receiver operating characteristic) no demostré me-
jor rendimiento de unos marcadores frente a otros para la prediccion de la
respuesta a la QT antes del segundo ciclo, de hecho el rendimiento fue igual-
mente pobre en todos. Un andlisis complementario de la misma cohorte com-
pard el rendimiento de los cinco marcadores més el CYFRA 21-1 medidos al
inicio y durante el tratamiento.* Los indices de concordancia no demostraron
una superioridad clara de ninguno de los biomarcadores o de las CTC ni de
una combinacién de ellos para la prediccion de la SLP.

Wallwiener et al.* compararon el valor prondstico de las CTC en tres
subtipos de CM predefinidos (RRHH+/HER2-, HER2+, RRHH-/HER2-) en
un estudio prospectivo multicéntrico de 486 pacientes con CMm. Las CTC
fueron un predictor independiente para la supervivencia en la cohorte entera
(SLP: HR=1.82,1C , =1.41-2.34; SG: HR=4.79,IC__, =2.95-7.79) y en cada uno
de los tres subgrupos, pero se encontré una falta de asociacién entre las CTC
y la supervivencia en las pacientes pre-tratadas con trastuzumab (p=0.426).

Jiang et al.** llevaron a cabo un estudio multicéntrico doble ciego
del valor pronéstico de las CTC medidas antes y después de la QT en 294
mujeres chinas con CMm. Tener =5 CTC/7.5 ml se asociaba con peor SLP
(HR=1.93, IC ,=1.39-2.69) y SG (HR=3.76, IC, =2.35-6.01). Similares re-
sultados se observaron para la determinacién de las CTC después de la QT.
Los autores tuvieron la oportunidad de explorar la interaccion entre las te-
rapias dirigidas y las CTC ya que una parte de las pacientes con tumores
HER?2+ no pudo recibir el tratamiento anti-HER?2 por razones econdmicas,
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pero no encontraron diferencias; el efecto prondéstico de las CTC se mantu-
vo independientemente del tratamiento recibido en este subgrupo.

Smerage et al.* estudiaron las diferencias en el pronéstico entre las pacien-
tes con <5 CTC/7.5 ml al inicio del tratamiento, las pacientes con un descenso de
=5 CTC antes del inicio de la QT a menos de 5 CTC después del primer ciclo y
en las pacientes con un ndmero de CTC consistentemente alto en su ECA mul-
ticéntrico de 595 pacientes con CMm que no habian recibido QT previa para
la enfermedad metastasica. El grupo con las CTC altas tuvo el doble de riesgo
de progresion y de muerte que el grupo que experimentd una disminucién de
las CTC (SLP: HR=1.94, IC , =1.52-2.47; SG: HR=2.13, IC , =1.63-2.79). Este
ademds fue el tinico trabajo encontrado que estudio la utilidad clinica de em-
plear la informacién sobre los cambios en el nimero de CTC para dirigir el
tratamiento (ver apartado “Ultilidad clinica de la determinacion de las CTC”).

Martin et al.47 midieron las CTC en una cohorte prospectiva consecu-
tiva de 99 pacientes con CMm antes del inicio del tratamiento con QT pa-
liativa y después del primer ciclo de la terapia. Solo el nimero de CTC alto
después del tratamiento se asociaba de manera significativa con una peor
tasa de beneficio clinico definido como respuesta completa, parcial o enfer-
medad estable segtin los criterios RECIST* (44% vs 77% en las pacientes
con <5 CTC, p=0.0051) y con peor SG (HR=2.47, IC_, =1.25-4.89). El estu-
dio no tuvo suficiente poder estadistico para poder correlacionar las CTC
con la SLP o para encontrar relaciones significativas entre la determinacion
de CTC basal y la SG. La SG de los pacientes con un descenso en el nimero
de las CTC fue parecida a la de los pacientes con un nimero de CTC bajo en
ambas mediciones, sugiriendo que la determinacién del dia 21 podria tener
mas utilidad para la determinacién no solo de la respuesta al tratamiento,
pero también del prondstico global. Los autores, sin embargo, advierten que
sus resultados podrian no ser extrapolables al tratamiento comunitario, ya
que sus pacientes tenfan acceso a otros tratamientos experimentales des-
pués de la determinacion de las CTC. La proporcion de las pacientes con
HER2+ también fue més alta de lo habitual ya que se trataba de un centro
de investigacion de referencia que recibe a estas pacientes para su inclusion
en los ensayos clinicos con terapia dirigida.

Wallwiener et al.¥ también evaluaron el efecto de los cambios en el
nimero de CTC antes y después del primer ciclo de tratamiento en una co-
horte prospectiva de 393 pacientes con CMm. La presencia de =5 CTC/7.5
ml basal se asocié con progresion de la enfermedad (HR=1.55, IC, =1.19-
2.01) y peor SG (HR=2.79, IC_,, =2.04-5.63). Los cambios de <5 CTC a =5
CTC/7.5 ml y viceversa no se asociaron de manera estadisticamente signifi-
cativa con la supervivencia; solo las pacientes con =5 CTC/7.5 ml en ambas
mediciones tuvieron un peor prondéstico (SLP: HR=2.17, IC_, =1.39-3.37;
SG: HR=5.58,IC , =3.06-10.15).

95%
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Después de su primer estudio prospectivo, Cristofanilli y sus compafie-
ros del MD Anderson Cancer Center de la Universidad de Tejas en Houston,
Estados Unidos, publicaron numerosos estudios de cohortes retrospectivas de
las pacientes con CMm tratadas en su centro entre los afios 2001 y 2009 cuyos
datos se recogieron en una base de datos mantenida prospectivamente.”

Cristofanilli et al.* evaluaron el significado pronéstico de las CTC en
el CMm en relacién con las medidas de carga tumoral, los indicadores del
fenotipo de la enfermedad y el tratamiento recibido en un andlisis retrospec-
tivo de una cohorte de 151 pacientes. Las CTC demostraron la mayor mag-
nitud del efecto para el riesgo de muerte (HR=2.2, p=0.003) al compararlas
con los demads factores prondsticos cldsicos. El biomarcador CA 27-29 no
resultd estadisticamente significativo (p=0.24).

Dawood et al.” restringieron su cohorte retrospectiva a un grupo mas ho-
mogéneo de pacientes con CMm con diagnéstico de enfermedad metastésica
reciente que empezaba el tratamiento de primera linea. Un nimero de CTC
elevado se asociaba con mayor riesgo de muerte (HR=3.64, IC , =2.11-6.30),
con una diferencia absoluta en la supervivencia a un afio del 23.9% (p<0.001).
Por otra parte, sus resultados no ajustados sugirieron que las CTC podrian
servir para estratificar el riesgo también dentro de los subgrupos de pacientes
de relativo buen pronéstico (HER2+, con RRHH, con metéstasis tinicamente
Oseas) y mal prondstico (HER2-, RRHH-, con metéstasis viscerales).

Las CTC también resultaron ser un predictor de supervivencia inde-
pendientemente de la presencia de las metdstasis detectadas por la PET-
TC, el estatus HER2 y el niimero de lineas de tratamiento previas en una
cohorte retrospectiva de 195 pacientes con CMm de de Giorgi et al.”> (SG:
HR=1.79,IC , =1.06-3.00). El nimero elevado de CTC se asoci6 sobre todo
con la presencia de metéstasis éseas, indicando una posible relacién entre
las CTCy la carga o actividad tumoral.

Giordano et al.* publicaron datos de una cohorte retrospectiva de 517
pacientes con CMm. Tener 5 o mas CTC/7.5 ml fue un factor de riesgo inde-
pendiente para una peor SLP (HR=1.23, IC , =1.01-1.48) y SG (HR=2.08,
IC,,,=1.64-2.66). Sus resultados también sugirieron una reduccion de la uti-
lidad pronéstica de las CTC en el grupo de pacientes con tumores HER2+.

Un subandlisis de 235 pacientes de esta cohorte con el diagnéstico de
enfermedad metastésica reciente en tratamiento sistémico de primera linea
de Giuliano et al** demostr6 una falta de valor pronéstico de las CTC en
pacientes con tumores HER2+ recibiendo tratamiento anti-HER2 y en las
pacientes que recibian la QT con taxanos en combinacién con bevacizumab.
Esto se tradujo en un mayor beneficio terapéutico de las terapias dirigidas
anti-HER?2 para las pacientes con =5 CTC/7.5 ml en comparacién con las
pacientes con un nimero de CTC bajo, tanto en términos de la SLP como
de la SG, aunque no fue asi en el caso de la QT en combinacién con beva-
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cizumab, donde una disminucién de las CTC gracias al tratamiento no se
trasladé en una mejora de la supervivencia de las pacientes con =5 CTC/7.5
ml. En cambio, las mujeres con un nimero de CTC alto recibian escaso
beneficio en términos de SLP de la QT en monoterapia y del tratamiento
hormonal, incluso cuando este tratamiento fue indicado en los casos con
RRHH+. Ademads, en el grupo de pacientes con expresion del gen HER2
normal, las pacientes con =5 CTC/7.5 ml obtuvieron un mayor beneficio con
el tratamiento combinado que las pacientes con <5 CTC/7.5 ml al comparar-
lo con las pacientes que recibieron monoterapia (prueba de heterogeneidad,
p=0.01). También percibian mas beneficio en términos de SG, pero en este
caso la heterogeneidad entre los dos grupos no fue significativa (p=0.16). La
QT con bevacizumab fue superior a la QT con taxanos en monoterapia en
las pacientes con =5 CTC/7.5 ml (HR=0.28, IC _, =0.12-0.64), pero no en las
pacientes con <5 CTC/7.5 ml (HR=0.88, IC , =0.42-1.83). Los resultados del
estudio estdn sin embargo limitados por la falta de comparaciones aleato-
rizadas y por el pequefio niimero de pacientes en los diferentes subgrupos.

Giordano ademads utilizé esta cohorte de 517 pacientes para demostrar
un aumento lineal del riesgo de muerte en las pacientes con CMm conforme
aumentaba el nimero de CTC (variable continua) mediante un anélisis de
redes neuronales artificiales con validacion interna®; las pacientes con =80
CTC/7.5 ml tuvieron marcadamente peor prondstico que el resto del grupo.
Giordano también elaboré unos nomogramas prondsticos de probabilida-
desde SLP alos6mesesy1y2afiosyde SGalos1,2y5 afos, desarrollados
en el ya mencionado subgrupo de 236 pacientes con CMm en tratamiento
de primera linea*y validado externamente con los datos de 210 pacientes de
caracteristicas similares del estudio francés 1C2006-04.* Los nomogramas
elaborados en este estudio estdn disponibles en http://cancernomograms.
com/CTCOnline.html (dltimo acceso 2 de octubre 2015).

Munzone et al.” realizaron, ademads del anélisis del valor prondstico
de més de 1 CTC/7.5 ml y méds de 5 CTC/7.5ml para la SLP (HR,_ =1.4,
IC,,=1.1-1.9) y SG (HR,_ =3.2, IC ,=2.2-4.6) en una cohorte consecutiva
retrospectiva de 203 pacientes, también un subandlisis ajustado del valor
de las CTC en diferentes subtipos moleculares: luminal A (grado 1/2), lu-
minal B (grado 3) HER2-, luminal B HER2+, no-luminal HER2+, triple
negativo (TN; RRHH- y HER2-) ¢». La presencia de 5 o mas CTC/7.5 ml se
asociaba con un mayor riesgo de muerte en todos los grupos menos en el de
los tumores TN, sin embargo, el nimero de pacientes en los subgrupos era
relativamente pequefio.

En la cohorte retrospectiva de 154 pacientes con CMm de Peeters
et al.*®, las CTC fueron el factor prondstico mas importante para la SLP
(HR=2.6,1C,,=1.7-4.0) y para la SG (HR=3.2, IC, =1.8-5.7). Por otra par-
te, los autores encontraron que las CTC no tenian valor prondstico en las
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pacientes con tumores HER2+ (luminal B o no-luminal), tanto para la SG
como para la SLP.

Bidard et al.” realizaron un anélisis combinado retrospectivo de los da-
tos individuales de 1.944 pacientes con CMm de 17 centros europeos, con los
objetivos de valorar el efecto prondstico de las CTC en diferentes subgrupos y
también de valorar este efecto en el contexto de un modelo clinico-patolégico
completo, incluyendo a los demds biomarcadores séricos (CEA y CA 15-3).
La condicidn de inclusion era que el resultado de la prueba no debia influir en
la eleccion del tratamiento (disefio doble ciego). La presencia de =5 CTC/7.5
ml antes del inicio de una nueva linea de tratamiento casi duplicaba el riesgo
de progresion (HR=1.92,IC , =1.73-2.14) y casi triplicaba el riesgo de muerte
por cualquier causa (HR=2.78, IC , =2.42-3.19). Los resultados eran pareci-
dos para la determinacién de las CTC a las 3-5 y 6-8 semanas de tratamiento.
Anadir el nimero de CTC basal, a las 3-5 y 6-8 semanas al modelo estadistico
basado en los factores clinico-patolégicos mejoré su indice de concordancia (¢
de Harrell), a diferencia de los biomarcadores tumorales séricos CEA y CA
15-3. De forma similar al estudio de de Giorgi et al.”>, un nimero alto de CTC
se asoci6 con el desarrollo de metdstasis 6seas. No se confirmé el hallazgo de
los estudios estadounidenses que sugeria un menor valor prondstico de las
CTC en las pacientes con tumores HER2+.

Un meta-andlisis del valor pronéstico de las CTC en el CM fue publi-
cado por Zhang et al.* en el afio 2012. Aunque se incluyeron estudios que
utilizaban diferentes métodos de identificacién de las CTC, los autores pro-
porcionaron también un subandlisis de 18 estudios con un total de 2.839 pa-
cientes que utilizaron el sistema CellSearch®. Un trabajo estudi6 las CTC en
el CM localizado® y 17 estudiaron las pacientes con el CMm. La presencia
de =5 CTC/7.5 ml (o =1 CTC/7.5 ml en el caso de CM localizado) acortaba el
periodo libre de progresion (HR=1.85, IC , =1.53-2.25) y la supervivencia en
global (HR=2.45,IC , =2.10-2.85). La heterogeneidad de los estudios para la
SLP fue alta (I’=56.3%) y para la SG fue moderada (12=28.8% ), pero ambos
andlisis incluyeron a pacientes en todos los estadios de la enfermedad.

Precision prondstica de la determinacion de las CTC en el CM

Se encontré un trabajo que estudié la precisién prondstica de la determi-
nacién de las CTC en el CM. Bidard et al.* analizaron retrospectivamente
un subgrupo de 115 pacientes con CM en estadios II-1II del ensayo clinico
aleatorizado REMAGUSO2. La deteccién de =1 CTC/7.5 ml por el sistema
CellSearch® antes de un tratamiento neoadyuvante, después del tratamiento
y en ambas o una de las dos mediciones alcanzaba un acuerdo global (AG)
de 77%, 79% y 74% respectivamente para la prediccidon de una recurrencia
metastdsica. En cuanto a los demas factores prondsticos clésicos, en este estu-
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dio el grado de diferenciacion alcanzaba un AG del 54%, el estadio T 57%, el
estadio cN 40%, el estatus TN 76% y la respuesta completa patologica 27%.

Tabla 2. El papel prondstico de las CTC determinadas por el sistema CellSearch® en el

cancer de mama metastasico

SLP
Autor,Ano (mesems) E’:l/:\::nifa
>5 CTC!

Bidard, 2014 (59) 1944 | 11.4 65 |1.92 | <0001 371|155 |278 |<0001 |3
Cristofanilli, 2004 (5) | 177 | 7.0 27 |1.76 |0.001 >18  [101 (426 |<0.001 |3
Cristofanilli, 2007 (50) | 151 | ND ND |ND |ND 203 [135 |2.18 |0.003 3
Dawood, 2008 (51) | 185 |ND ND |ND |ND 283 |15 |364 |<0.001 |2
De Giorgi, 2010 (52) | 195 | ND ND |ND |ND 348 185 [1.79 |0.029 3
Giordano, 2012(53) | 517 | 6.3 58 |1.23 |0.036 324 183 |208 |<0.001 |3
Giuliano, 2011 (54) | 235 | 12.0 70 |1721 |<0001  |404 |219 |2501|<0.001 |2
Jiang, 2013 (46) 204 | 9.0 67 |193 |<0.001 | >246 |132 |376 |<0.001 |3
Martin, 2013 (47)’ 9 |9 3 |ND |00013 |39 9 2.47 |0.009 2
Miller, 2012 (42) 245 |10.9 93 |ND |>0053 2714 |181 |27 |<0.01 2
Munzone, 2012 (57) | 203 | ND ND |14 |ND(<0.05) | ND ND |32 | ND(<0.05) |3
Peeters, 2014 (58) | 154 | 17.6 92 |26 |<0001 | NV 263 |32 |<0001 |3
Piorga, 2012 (42) 121 10.9/9.6° |82 |19 |0.003 . o e los 2

276 | 11.1 no o (N (NP 348 |ND |ND |ND
Smerage, 2014 (41) | 51507 8.9 49 |14 [NPEOOS) 1 o0ng 1431 213 |ND(<0.05) |2

445 | 7.60 477 |1.82 | <0.001 3
Wallwiener, 2013 (45) | 4gq NV 18.01 |4.79 | <0.001
Wallwiener, 2014 (49) | 393 | 7.8 47 |155 |<0001 (272 |104 |279 |<0.001 |3
Zhang, 2012 (60) 2893 | - - |1.859 |ND (<0.05) | - - 245 |ND(<0.05)| 4

1 calculado como reciproco; 2 CTC medidas después del primer ciclo de QT; ® prueba log-rank; 4 grupo de 0
CTC/7.5 ml; ® grupo de 1-4 CTC/7.5 ml; © riesgo relativo; 7 =5 CTC/7.5 ml basal; ® meta-andlisis; 9 SLE/SLP
CTC: células tumorales circulantes; HR: hazard ratio; ND: no disponible; SLPm: mediana de la
supervivencia liore de progresion; SGm: mediana de la supervivencia global; NV: no valorable
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Cancer colorrectal

Se encontraron siete estudios originales y dos meta-andlisis que valoraron
las CTC como factor prondéstico en el CCR. Dos estudios valoraron el im-
pacto de las CTC en el CCR no metastdsico.**

Bork et al.* estudiaron un grupo heterogéneo de 287 pacientes con
CCR en todos los estadios excepto los tumores inoperables o con metéstasis
hepaticas. Observaron un peor prondstico de los pacientes con =1 CTC/7.5
ml detectables en el conjunto de pacientes del estudio (estadios I-1V; SG:
HR=5.6, IC ,=2.6-12.0), ademds de en el subanilisis de los pacientes en
estadios I-IIT (SG: HR=5.5, IC _ =2.3-13.6).

Un estudio espaiiol de 519 pacientes con CCR en estadio 111 de Sotelo
et al.”? no encontrd una asociacion significativa entre las CTC y la supervi-
vencia para ninguno de los umbrales testados (=1, 2,3y 5 CTC/7.5 ml).

Tabla 3. El papel pronéstico de las CTC determinadas por el sistema CellSearch® en el
cancer colorrectal no metastasico

SLE_ SG,
(meses) (meses)

Nivel de
Evidencia

Bork, 2015 | 239 | Il - - - - 49.8 384 |55 |<0.001 3
(@ 287 | -V - - - - 48.4 336 |56 |<0.001
Sotelo,

472 | IAB |- - - - ND ND . .892 2
2015 (22)' 0.96 | 0.89

(1) no se tomaron en cuenta los datos de SLP porque los autores no especifican como siguieron a los
pacientes

CTC: células tumorales circulantes; HR: hazard ratio; ND: no disponible; SLEm: mediana de la
supervivencia libre de enfermedad; SGm: mediana de la supervivencia global

El estudio de Cohen et al.® de una cohorte prospectiva de 430 pacien-
tes con CCRm reclutados en 55 centros de Estados Unidos, Paises Bajos y
Reino Unido valido el punto de corte para el prondstico no favorable en =3
CTC/7.5 ml. El impacto negativo de las CTC se mantenia a través de varias
mediciones durante el curso del tratamiento. En una publicacion posterior
con tiempo de seguimiento actualizado, los autores estimaron que los pa-
cientes con CCRm y =3 CTC/7.5 ml en la medicién basal tenian un riesgo
45% mayor de progresién (HR=1.45,IC , =1.15-1.85) y un riesgo de muerte
122% mayor (HR=2.22, IC , =1.70-2.89) que los pacientes con menos de
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3 CTC/7.5 ml ©V. Las mediciones a las 1-2, 3-5, 6-12 y 13-20 semanas tam-
bién tenfan valor pronéstico, y la magnitud del riesgo aumentaba conforme
pasaba el tiempo desde el inicio del tratamiento, siendo el riesgo mds alto
para el grupo con =3 CTC/7.5 ml a las 13-20 semanas para la SLP (HR=4.18,
IC,,=2.17-8.03) y a las 6-12 semanas para la SG (HR=9.35, IC_, =5.28-
16.54). Las CTC no tenian valor prondstico para la SLP en pacientes trata-
dos con oxaliplatino y bevacizumab, pero si habia diferencias significativas
entre el grupo favorable y no favorable para la supervivencia global en estos
pacientes (p<0.0001 para ambos tratamientos).® Un subanalisis secundario
de la cohorte de 217 pacientes con niveles de CEA =10 ng/ml realizado por
Aggarwal et al.”? demostré que no habia correlacién entre las CTC y el
CEA, pero la combinacién de las CTC con el CEA aportaba informacién
prondstica adicional. A diferencia de las CTC, el CEA basal no se mantuvo
como un factor prondstico independiente en el andlisis multivariable. A las
6-12 semanas desde el inicio del tratamiento, solamente las CTC y el CEA
>50 ng/ml o su reduccién al 50% o menos eran factores prondsticos inde-
pendientes de la evolucion de la enfermedad.

Sastre et al.® analizaron un subgrupo de pacientes con CCRm del en-
sayo clinico aleatorizado de bevacizumab MACRO llevado a cabo por el
Grupo Espafiol de Tratamiento de los Tumores Digestivos en el que se ha-
bia realizado una determinacién de las CTC. Los pacientes con =3 CTC/7.5
ml tuvieron una SLP y SG mds corta que los pacientes con <3 CTC, sin
embargo, después de ajustar por el estado funcional, edad, sexo y nimero
de 6rganos afectados, los niveles de LDH y FFAA y el tratamiento recibido,
el efecto tan solo se mantuvo significativo en relacién con la SLP (HR=1.63,
IC,,=1.05-2.53), pero no con la SG. En el siguiente andlisis multivariable
con fines predictivos, las CTC se mantuvieron como un predictor indepen-
diente de la SG (HR=1.54, IC_,=1.00-2.37) junto con los niveles de LDH y
ndmero de érganos afectados, pero no de la progresion de la enfermedad,
donde el tnico predictor independiente era el nivel de LDH anormal.

En un estudio noruego de 194 pacientes con CCRm y metéstasis he-
péticas referidos a un centro de cirugia hepatopancreatobiliar, Seeberg et
al.* concluyeron que tener 2 0 mas CTC era un predictor independiente de
progresion (HR=2.32, IC , =1.26-2.94) y mortalidad (HR=2.48, IC_, =1.40-
4.38) junto con tres o mas metdstasis hepdticas, los margenes de reseccién
afectados y la presencia de enfermedad extrahepdtica. El efecto de las CTC
sobre la mortalidad fue parecido en los pacientes con enfermedad resecable
y no resecable.

Dos meta-anélisis de Huang et al.** estudiaron la relacién entre las
CTCy el CCR en estadios II-IV. El primero estudi6 la asociacién entre las
CTCy la respuesta del tumor a la QT.* El subanalisis de 6 estudios realiza-
dos con el sistema CellSearch® con un total de 1.297 pacientes en diferentes
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estadios tratados con QT revel6 una peor SLE (HR=1.77, IC , =1.18-2.65,
I’=90.2%) y SG (HR=2.45, IC , =1.48-4.05, I’=89.9% ) en los pacientes con
CTC detectables, pero existia una heterogeneidad muy alta entre los dife-
rentes estudios incluidos. Los pacientes que pasaron de CTC bajas a CTC
altas durante el tratamiento o que mantuvieron el nimero de CTC elevado
tuvieron una enfermedad progresiva no favorable al compararlos con los
pacientes en los que el nimero de CTC descendié (OR=39.00, IC_, =2.93-
518.84, n=1 estudio), con peor SLP (HR=2.10, IC , =1.11-3.70, 12=74%) y
SG (HR=3.60, IC , =2.10-6.20, I’=52.9%), sugiriendo que las CTC podrian
ser un predictor temprano de respuesta al tratamiento en pacientes con
CCR tratados con QT. Ni la tasa de respuesta ni la tasa de control de la
enfermedad eran significativamente mads altas en los pacientes con un nu-
mero de CTC por debajo del umbral establecido (RR=1.33,IC__, =0.94-1.95,
I’=22.5%;y RR=1.11,1C , =0.78-1.57,12=74.6%, respectivamente). Cuando
excluyeron a los pacientes sin enfermedad metastdsica, la tasa de control de
la enfermedad si fue més alta en los pacientes con CTC bajos que en pacien-
tes con el nimero de CTC por encima del umbral (RR=1.29, IC, =1.01-
1.66, 1)=42.4%).

El segundo meta-andlisis del valor prondstico de las CTC se centro
solamente en los estudios que utilizaron la técnica CellSearch®® En total
incluyeron 11 estudios con 1.847 pacientes en tratamiento con QT adyu-
vante en diferentes estadios de la enfermedad. La presencia de las CTC
se asociaba tanto con una peor SLP (HR=1.80, IC , =1.52-2.13, I’=43.9%)
como con una peor SG (HR=2.00, IC , =1.49-2.69, I’=67.1%). Solamente
el uso del umbral de =3 CTC/7.5 ml, no de =1 o =2 CTC aportaba resulta-
dos estadisticamente significativos. La magnitud del efecto fue mayor para
las determinaciones durante la QT que para las mediciones antes del inicio
del tratamiento (SLP: HR=2.50, IC =2.14-2.92, I’=0.0%; SG: HR=3.02,
IC,,,=2.07-4.40, I’=61.6%). La heterogeneidad fue menor que en el estu-
dio anterior, pero aun asi fue alta. La tasa de respuesta a la QT adyuvante
fue significativamente mds baja en los pacientes con CTC detectables en el
momento de entrada en el estudio (33% vs 39%; RR=0.79, IC , =0.63-0.99,
12=7.0%) y durante el tratamiento (17% vs 46%; RR=0.41, IC__, =0.22-0.77,
12=0.0), indicando un posible potencial de las CTC como un predictor de la
respuesta al tratamiento.
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Tabla 4. El papel pronéstico de las CTC determinadas por el sistema CellSearch® en el
cancer colorrectal metastasico

SG
(meses)

Nivel de
Evidencia

Aggarwal, 2013

62 217 ND ND ND ND ND ND |15 [0.053 3
Cohen, 2009(61) | 397 7.8 4.4 145 |0.002 |20.6 9.4 222 |<0.001 3
Huang, 2014(65)'* | 1297 | - - 1.773 | 0006 |- - 2.45 | <0.001 4

Huang, 2015(66)' | 1847 | - ; 179 <001 |- ; 1.66 | <0.01 4

Sastre, 2012(63) | 180 |12.0 |7.8 (163 10080 |255 |17.7 |1.52 |0.064 2
201

Ze;berg’ 015 1104 |ND |ND |293 |<0001|355 |74 |248 |0.002 2

(1) meta-andlisis; 2 umbral 1 CTC/7.5 ml; 3 incluye pacientes en estadios II-IV; 4 umbral 2 CTC/7.5 mi
CTC: células tumorales circulantes; HR: hazard ratio; ND: no disponible; SLPm: mediana de la
supervivencia libre de progresiéon; SGm: mediana de la supervivencia global
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Cancer de prostata

Cuatro estudios cumplieron los criterios de inclusidn, tres estudios origina-
les en pacientes con el CPHRm’" y un meta-analisis.®

El ensayo multicéntrico IMMC38 de de Bono et al.” de 231 pacien-
tes con CPHRm iniciando una nueva linea de tratamiento, fue el primer
estudio de gran tamafio que aportd evidencia sobre el papel de las CTC
en el CP. Un nimero de CTC no favorable (=5 CTC/7.5 ml) tanto antes
del inicio del tratamiento como después de la QT fue asociado con una
SG mis corta (HR=1.81, IC , =1.10-2.97; y HR=4.40, IC ,, =2.43-7.97, res-
pectivamente). El prondstico de los pacientes con un descenso de las CTC
mejord, y empeoro en los pacientes con una conversion del nimero favo-
rable a =5 CTC/7.5 ml.

Scher et al.” reanalizaron los datos de la cohorte IMMC387 con da-
tos de seguimiento actualizados, buscando la mejor combinacién de los
predictores de supervivencia en los pacientes con CPHRm progresivo en
tratamiento de primera linea. Las CTC eran un predictor de superviven-
cia independiente (HR=1.34, IC_, =1.17-1.53). El mejor modelo prondstico,
valorado a través del estimador de la probabilidad de concordancia, que
es una medida del nivel de concordancia entre el tiempo de supervivencia
y el indice prondstico basado en una combinacidn lineal de las covariables
en el modelo de riesgos proporcionales de Cox (la probabilidad de que, en
cualquier pareja de pacientes, el paciente con mejor prondstico predicho
mediante el modelo de regresion de Cox va a tener una supervivencia ma-
yor) donde el valor 0.5 significa una ausencia de relacién y el valor 1.0 una
concordancia perfecta, incluyé el nivel basal de las CTC, la LDH basal y
los llamados fold change de las CTC (el ratio de las CTC post-tratamiento
y pre-tratamiento, es decir que indica por cuanto se multiplica el nimero
de las CTC durante el tratamiento) a las 4, 8 y 12 semanas, pero no el PSA.

El estudio de cohortes prospectivo multicéntrico SWOG S0421, lleva-
do a cabo por Goldkorn et al.”, confirmé el valor de las CTC como factor
prondstico (SG: HR=2.74, IC , =1.72-4.37) en una poblacién de tamafio y
caracteristicas parecidas a la cohorte de de Bono et al.” y tratada uniforme-
mente con docetaxel como tratamiento de primera linea. Un aumento en
el numero de las CTC entre el dia 0 y 21 de tratamiento se asocié con una
mayor mortalidad; una disminucién de las CTC no tuvo un efecto estadisti-
camente significativo. También se encontrd una asociacién entre las CTCy
la respuesta al tratamiento, tanto medida por los cambios en el PSA como
por los criterios radiolégicos RECIST.* Afadir la variable del ndmero de
CTC basal al modelo de regresion de Cox que incluia el PSA o el PSA'y
otras covariables clinicas aumenté la proporcion de variabilidad a lo largo
del seguimiento explicada por el modelo por un tercio.
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Ma et al.* publicaron en 2014 un meta-analisis sobre el papel pronds-
tico de las CTC en los pacientes con CP. La presencia de las CTC se asocid
con una mayor mortalidad (HR=2.36, IC_, =1.95-2.85) en el subandlisis de 8
estudios con un total de 946 pacientes que utilizaron el sistema CellSearch®.
La heterogeneidad fue muy alta, del 91%. También se encontraron dife-
rencias significativas en la tasa de respuesta medida a través del PSA segtn
la dindmica de cambios en el nimero de las CTC durante el seguimiento
(p=0.02). Los autores incluyeron en el meta-analisis estudios con pacientes
tanto en estadios localizados como metastdsicos, lo que disminuye la validez
de sus resultados.

Tabla 5. El papel pronéstico de las CTC determinadas por el sistema CellSearch® en el
cancer de prostata metastasico

Nivel de

Evidencia

de Bono, 2008 (7) | 231 ND ND ND ND 217 11.5 [ 181 |0.019 3

Goldkorn, 2014

67) 238 ND ND ND ND 26 13 2.74 | <0.001 2
Ma, 2014 (68)' 946 |- - ND2 | ND - - 2.36 | <0.001 4
Scher 2009, (69° | 156 | ND ND ND ND ND ND | 1.34 | <0.001 3

(1) meta-andlisis que incluye también algunos estudios de cancer de préstata no metastasico

(2) la revisién sistematica encontré un estudio que valoré la SLP bioquimica, pero solo tenia 80 pacientes,
con lo que no cumple los criterios de inclusién

(3) actualizacion del estudio de de Bono et al.

CTC: células tumorales circulantes; HR: hazard ratio; ND: no disponible; SLPm: mediana de la
supervivencia libre de progresiéon; SGm: mediana
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Precision prondstica de la determinacion de las CTC

Se encontraron cuatro estudios que evaluaron la precision prondstica de la
determinacion de las CTC en el CP.

De Bono et al.” compararon la capacidad para predecir la superviven-
cia a los 12 meses del sistema CellSearch® con la del PSA en pacientes con
CPHRm. La precisiéon prondstica de la prueba basal fue baja (sensibilidad
(Se)=38.9%, IC,,=30.2-48.3; especificidad (Sp)=25.2, IC , =18.1-34.0; valor
predictivo positivo (VPP)=33.6%, IC, =25.9-42.3, valor positivo negativo
(VPN)=29.8%, IC,,, =21.5-39.7; calculado de los datos proporcionados por
los autores en el articulo), pero la enumeracion de las CTC a las 9-12 se-
manas después del tratamiento tuvo un poder de prediccion superior al del
PSA (area bajo la curva, AUC_ =81.5%, 1C,=74-89%; AUC,,=67.5%,
IC,,, =58-77%; p=0.0218).

En un estudio de una poblacion heterogénea de 75 pacientes con CP
de Thalgott et al.” el umbral de 3 CTC/7.5 ml era el més exacto para la pre-
diccion de la supervivencia (Se=87%, Sp=67%, AUC=0.78, IC , =0.6-0.9).

En un estudio multicéntrico de 238 pacientes con CPHRm de Gol-
dkorn et al.”, la capacidad predictiva de la supervivencia a los dos afios de
las CTC también resulté mejor que la del PSA (AUC_, =0.781, AUC,_,=0.655).

Otro estudio de Thalgott et al.” del afio 2015 comparaba la capacidad
prondstica de las CTC, las técnicas de imagen (valoradas segtin los criterios
RECIST?™) y los criterios de “respuesta objetiva” (PSA, LDH, FFAA y es-
caner 6seo) en diferentes puntos del tratamiento de pacientes con CPHRm
con docetaxel. El descenso de las CTC tenia una mayor capacidad de pre-
diccién de la muerte a los 12 meses que la reduccion del PSA =50% después
del primer ciclo de tratamiento (AUC_ =79.5%, AUC,,=55.0%) y tam-
bién que los criterios RECIST y la respuesta clinica después del cuarto ciclo
(AUC_ =76.7%, AUC,,=37.2%, AUC =722%, AUC__ . =75.0%).

RECIST .cl

Utilidad clinica de la determinacion de las CTC

Cancer de mama

Un solo estudio valoré la utilidad clinica de la determinacion de las CTC.
El ya mencionado ensayo clinico aleatorizado SWOG S0500 de Smerage et
al.* empled la informacién sobre los cambios en el nimero de CTC para
dirigir el tratamiento. Las pacientes del brazo de alto riesgo (=5 CTC/7.5
ml antes y después del primer ciclo de QT de primera linea) fueron alea-
torizadas para mantener o cambiar el tratamiento de primera linea con la
hipétesis de que un cambio de QT basado en una medicién temprana de
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no respuesta a través de las CTC a las 3-4 semanas en lugar de esperar a la
evaluacion de la respuesta con técnicas de imagen tradicionales (que suele
valorarse como muy pronto a las 8-12 semanas desde el inicio del tratamien-
to) podria mejorar la supervivencia. Los autores no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la SG. El tamafio muestral era suficiente
para detectar un aumento de SG del 70%, pero no tenia el poder estadistico
necesario para detectar un beneficio mas modesto o diferencias en la SLP.

Cancer colorrectal

No se encontraron estudios que valoraran el impacto clinico de la determi-
nacién de las CTC en el CCR.

Cancer de prostata

No se encontraron estudios que valoraran el impacto clinico de la determi-
nacién de las CTC en el CP.

Variabilidad interplataformas CellSearch® — IsoFlux™
System

No se encontraron estudios que estudiaran la variabilidad interplata-
formas entre los sistemas CellSearch® e IsoFlux™ System.

Biopsias liquidas en sangre

Validez analitica de la determinacion de las mutacio-
nes en el ADNtp

Higgins et al.” realizaron un estudio para la determinacion de las mutacio-
nes del gen PIK3CA en CMm mediante la técnica BEAMing Digital PCR.
En este estudio primero realizaron un andlisis retrospectivo de las muestras
de sangre y tejido del tumor primario (n=45) o de las biopsias de las lesiones
metastasicas (n=4) recogidas el mismo dia en 49 pacientes alemanas para ver
la concordancia entre la presencia de la mutacién en la metastasis (mediante
PCR) y en el ADNtp (mediante BEAMing Digital PCR). La concordancia
entre las dos técnicas fue del 100% (»=1.0). Posteriormente reclutaron de
manera prospectiva una serie de 51 mujeres estadounidenses con CM recu-
rrente con evidencia de metdstasis a distancia y estudiaron la viabilidad de
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la determinacion de las mutaciones en el ADNtp en una muestra de sangre
recogida en el momento de la entrada en el estudio y su comparacion con el
tejido tumoral primario recuperado de las laminas archivadas, recogido me-
ses o aflos antes de la entrada en el estudio. Aqui la concordancia fue peor,
hubo 14 resultados discordantes de las 51 comparaciones (27.5%; »=0.48,
IC,,,=0.22-0.74); en todos ellos habian pasado mas de 3 afios entre la biopsia
y la recogida de la muestra de sangre. Los autores decidieron analizar los
tejidos tumorales también mediante el BEAMing Digital PCR, y la con-
cordancia con los resultados obtenidos en los tejidos tumorales mediante
secuenciacion estandar fue del 100% (»=1.0).

El mismo equipo de investigacién, liderado por Beaver™, utilizé la
técnica de ddPCR™ para determinar la exactitud de la deteccién del gen
PIK3CA en las muestras de sangre recogidas antes y después de la cirugia
en comparacién con la deteccién en el tejido tumoral primario fijado en
formol y embebido en parafina (FFPE, analizado mediante la secuenciacion
de Sanger) en un estudio de viabilidad prospectivo de 29 pacientes con CM
en estadios I-III. La ddPCR™ en las muestras de sangre prequirdrgicas tuvo
una Se del 93.3% (IC,,=75.5-93.3%), Sp del 100% (IC,,,=82.2-100.0%) y
un AG del 96.7% (IC,,,=78.9-96.7% ). Cinco de las 10 pacientes con muta-
ciones en PIK3CA detectadas en las muestras prequirtrgicas y que tuvieron
una segunda muestra de sangre tuvieron ADNtp detectable después de la
cirugia, y después de 26 meses de seguimiento una de las cinco pacientes
habia tenido una recurrencia.

Gevensleben et al.™ utilizaron la técnica de ddPCR™ para la detec-
cién de la amplificacion del gen HER?2 en una serie consecutiva prospectiva
con enmascaramiento de pacientes con CMm de progresion reciente tras un
tratamiento previo. La prueba de referencia se realizé mediante la prueba
Hercept o FISH/SISH en el tejido tumoral procedente de la lesion metas-
tasica o del tumor primario. El equipo desarrollé su propio ensayo para
HER2:EFTUD?2 que test6 en una cohorte de desarrollo de 65 pacientes y
valid6 en una cohorte de 58 pacientes. La prueba tuvo una Se del 64%, Sp
del 94%, VPP del 70% y VPN del 92%.

Valor prondstico de la determinacion de las mutacio-
nes en el ADNtp

No se encontraron estudios que evaluaran el valor pronéstico de la determi-
nacién de las mutaciones en el ADNtp en el CM, CCR o CP.
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Utilidad clinica de la determinacion de las mutaciones
en el ADNtp

No se encontraron estudios de impacto clinico de la determinacién de las
mutaciones en el ADNtp en el CM, CCR o CP.

Variabilidad interplataformas BEAMing Digital PCR —
Droplet Digital™ PCR System

No se encontraron estudios que estudiarian la variabilidad entre los
sistemas BEAMing Digital PCR y ddPCR™.
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Discusion

Células tumorales circulantes

La investigacién de una nueva prueba prondstica pasa por varias fases, des-
de la demostracién de una asociacion entre el resultado de la prueba y un
resultado en salud clinicamente importante y su validacion clinica prospec-
tiva, pasando por la demostracién del valor pronéstico incremental (;Qué
afiade un nuevo factor prondstico a los factores ya conocidos y utilizados
en la préctica clinica?) hasta los estudios de su utilidad clinica en términos
de mejora de los resultados en salud y terminando en estudios de coste-
efectividad.* La determinacion de las células tumorales circulantes es una
prueba relativamente reciente, y la mayoria de los estudios encontrados se
centra en la prueba de concepto.

La seleccidn de las técnicas a estudiar en esta revision sistemadtica se
hizo basdndose en las tecnologias que actualmente estdn disponibles en al-
gunos hospitales espafioles, pero todos los estudios incluidos utilizaron el
sistema CellSearch®.

Cancer de mama

Se encontraron numerosos estudios sobre el papel de las CTC en el CM.
Debido a las deficiencias metodoldgicas de los estudios de Franken® y Rack’
— ambos incluyeron pacientes en todos los estadios de la enfermedad no
metastdsica y el seguimiento fue relativamente corto — la literatura cientifica
actualmente no apoya el uso de la prueba CellSearch® en el CM localizado
para la estratificacion del riesgo. La precisién prondéstica de la prueba Cell-
Search® para la predicciéon de una recurrencia metastasica en pacientes con
CM en estadios II-III tratadas con QT neoadyuvante tampoco fue satisfac-
toria: se demostré una Sp y VPN altos, pero la Se y VPP fueron bajos.*

Existe sin embargo amplia evidencia, procedente de estudios de cohor-
tes de buena calidad (prospectivos, multicéntricos, enmascarados, con vali-
dacion tanto interna como externa), sobre la asociacion entre la presencia
de las CTC detectadas por la técnica CellSearch® y un peor prondstico en
las pacientes con CMm.

El anélisis combinado de Bidard et al.”” ademas demostré que, a dife-
rencia de los biomarcadores cldsicos CEA y CA 15-3, afiadir los resultados
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de la prueba CellSearch® en varios puntos del seguimiento al modelo clini-
co-patoldgico aportd informacion prondstica adicional. Estos resultados su-
gieren que en el futuro las CTC quizas podrian remplazar a estos biomarca-
dores. Pierga et al.® y Bidard et al.* disefiaron una cohorte especificamente
para comparar el valor prondstico de las CTC con los demds biomarcadores
séricos clasicos (CEA, CA 15-3, LDH, FFAA, CYFRA 21-1) y no encontra-
ron una superioridad clara de ninguno de ellos. Cristofanilli et al. encontra-
ron una asociacion de la SG con las CTC, pero no con el biomarcador sérico
CA 27-29.%

Varios autores estudiaron la posibilidad de emplear las CTC como un
predictor de respuesta al tratamiento mediante la comparacion de subgru-
pos de pacientes con tumores de diferentes caracteristicas inmunohistoqui-
micas (RRHH, HER?2, etc.) y que recibian diferentes tratamientos. Algunos
autores encontraron que las CTC tenian un valor prondstico reducido en
el subgrupo de pacientes con tumores HER2 ¢ especialmente en las
pacientes tratadas con trastuzumab.® Se especula que las terapias dirigidas
anti-HER?2 podrian eliminar selectivamente las CTC, probablemente me-
diante la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, o
disminuir la liberacién de las CTC, mejorando asi la supervivencia. Otros
estudios, sin embargo, no confirmaron esta hipotesis.*"~

No hay consenso general sobre el mejor momento de realizar la prue-
ba. Mientras la mayoria de los estudios determinaba las CTC antes del ini-
cio de una nueva linea de tratamiento, algunos autores sugirieron que los
valores de CTC después de uno o varios ciclos de QT podrian tener mayor
valor pronéstico, reflejando en cierto modo la respuesta del organismo al
tratamiento.”

En cuanto al uso de la técnica CellSearch® en mediciones seriadas du-
rante el seguimiento del paciente, la evidencia sobre su utilidad es contra-
dictoria. El unico estudio de la utilidad clinica de la determinacion de las
CTC no demostro beneficios en términos de mejor supervivencia de un cam-
bio de tratamiento, indicado por la deteccién temprana de la no respuesta
al tratamiento de primera linea mediante la prueba CellSearch®* El estudio
ha sido criticado por su baja potencia para detectar diferencias significativas
enla SG. ™

Cancer colorrectal

No se encontré evidencia cientifica que apoyase el uso de la determinacién
de las CTC en el CCR no metastésico: los resultados de Bork et al.* no son
fiables por la heterogeneidad de la poblacién incluida (estadios I-1V) y Sote-
lo et al.”? no encontraron asociacién entre las CTC y la supervivencia.
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En comparacion con la situacion en el CMm, la evidencia para el uso
de la prueba CellSearch® en el CCRm es relativamente escasa. Se encontra-
ron dos estudios de nivel 2; uno de ellos demostré que las CTC eran un fac-
tor predictor independiente de la SG.* El segundo estudio de Seeberg et al.
encontrd una asociacion entre el nimero de las CTC y la supervivencia en
una cohorte relativamente homogénea de pacientes con CCRm y metéstasis
hepéticas indicadas para reseccidén quirdrgica.*

Los resultados de la cohorte de Cohen et al.*' apoyan estos hallazgos.
Los autores también compararon el comportamiento de las CTC con el bio-
marcador sérico CEA: en su analisis, solo las CTC se mantuvieron como un
predictor prondstico independiente, pero combinar la informacion de las
CTC con la del CEA aportaba informacién prondstica adicional superior a
la del uso de cada uno de los marcadores por separado.®

La calidad metodolégica de los dos meta-andlisis incluidos de Huang
et al.** fue baja: los autores incluyeron pacientes tanto con la enfermedad
metastdsica como en estadios localizados, y la heterogeneidad entre los es-
tudios fue en general alta o muy alta.

No se detectaron estudios de utilidad clinica de la determinacion de las
CTCen el CCR.

Céancer de prostata

La evidencia sobre la asociacion entre los niveles de CTCy la SG fue aporta-
da por dos cohortes de pacientes con CPHRm: IMMC38*y SWOG S0421.7

Los autores de ambos estudios realizaron también un estudio de la
validez incremental de la prueba CellSearch®, y encontraron que afiadir la
informacién sobre las CTC al modelo matemético aportaba informacién
prondstica adicional. Los resultados del andlisis de Scher et al.” en la co-
horte IMMC38 ademas sugirieron que las CTC podrian ser una medida mas
robusta que el PSA como un resultado intermedio de progresiéon en ensayos
clinicos. Los cuatro estudios de precision prondstica también demostraron
que la capacidad prondéstica de la prueba CellSearch® era superior a la del
PSA.7,67,7U,71

El meta-andlisis de Ma et al.*® confirm¢ la asociacién entre las CTC y
la supervivencia, pero su fiabilidad es baja dado el amplio espectro de pa-
cientes incluidos (estadios I-IV, sin informacion sobre la resistencia al trata-
miento) y la heterogeneidad muy alta.

Ningtin estudio realizé una validacion externa de su modelo prondsti-
co. Tampoco se encontraron estudios sobre la utilidad clinica de la determi-
nacion de las CTC en el CP.
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Biopsias liquidas en sangre

La informacién sobre la determinacién de las mutaciones en el ADNtp pu-
blicada en las revistas cientificas es atin escasa. Los estudios incluidos en
esta revision se centraron Unicamente en la validez analitica de la prueba,
comparando los resultados de la biopsia liquida con la deteccién de las mu-
taciones en las muestras del tejido tumoral; los autores no informaron sobre
su valor prondstico ni su utilidad clinica.

El estudio de factibilidad de Higgins et al.” demostré una excelente
concordancia (del 100% ) entre los resultados de la prueba BEAMing PCR
en sangre para la deteccion de la mutacién del gen PIK3CA en pacientes
con CM y la PCR en el tejido tumoral recogido el mismo dia, pero habia un
28% de discordancias cuando se comparaba la biopsia liquida de las pacien-
tes con CMm con los resultados en las muestras de tejido tumoral primario
recogidas afios atrés. Este hallazgo demuestra el problema frecuente de la
falta de disponibilidad de muestras de tejido del tumor primario de buena
calidad para su andlisis posterior. El estado mutacional de los tumores, sin
embargo, podria haber cambiado en el tiempo entre el diagndstico primario
y la deteccion de la recurrencia.

La prueba ddPCR™ también tuvo una muy buena validez analitica
para la deteccion de las mutaciones del gen PIK3CA en las muestras de
sangre recogidas antes de la extirpacion del tumor primario en pacientes
con CM en estadios tempranos, con un AG del 97% en comparacién con
la secuenciacién de Sanger del tejido tumoral primario FFPE en el estudio
de Beaver et al.”* Se trataba sin embargo de un estudio de factibilidad en
una muestra pequefia de 29 pacientes. Los resultados de la ddPCR™ fue-
ron peores cuando se comparaba la deteccion de la amplificacién del gen
HER?2 mediante las biopsias liquidas en muestras de pacientes con CMm
de progresioén reciente con los resultados encontrados en el tejido tumoral
primario, con un VPP del 70% y VPN del 92% .7
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Conclusiones

Mediante la revision sistemdtica se encontraron estudios de moderada calidad
sobre el valor prondstico de la determinacion de las CTC en el CMm, CCRm
y CPHRm, y de moderada calidad sobre la utilidad clinica de la determina-
cién de las CTC en el CMm mediante el sistema CellSearch®. Se encontraron
estudios de baja/moderada calidad sobre la validez analitica de la determina-
cion de las mutaciones en el ADNtp (biopsias liquidas) en el CM mediante los
sistemas BEAMing Digital PCR y Droplet Digital™ PCR System.

La evidencia encontrada no permite recomendar el uso de la determi-
nacion de las CTC en el CM localizado. Se encontré evidencia de que las
CTC tienen valor pronéstico en el CMm. Como sugieren Beije et al.”, la
prueba podria utilizarse en determinados casos, por ejemplo en pacientes
con enfermedad dificilmente evaluable por otros medios, para la valoracién
de la actividad tumoral o la respuesta al tratamiento; o como un resultado
sustitutivo temprano en ensayos clinicos. Sin embargo, no hay evidencia de
que el uso de la determinacién de las CTC mediante la técnica CellSearch®
mejoraria los resultados en las pacientes con CMm. Los datos actualmente
disponibles no apoyan el uso de la técnica para guiar las decisiones terapéu-
ticas. Estas conclusiones estdn en linea con las recomendaciones recientes
de las sociedades cientificas de oncologia.'”™ Se necesitan estudios prospec-
tivos y con una potencia estadistica suficiente sobre la validez incremental
de la prueba, sobre su utilidad clinica y su coste-efectividad.

Se encontré evidencia sobre la asociaciéon de las CTC con la supervi-
vencia en el CCRm y parece que, en combinacion con la informacién sobre
los niveles del CEA, la técnica CellSearch® podria aportar informacién pro-
nostica adicional en los pacientes con CCRm. Los datos actualmente dispo-
nibles, sin embargo, no permiten recomendar su uso para la estratificacion
de riesgo ni para guiar las decisiones terapéuticas en la practica clinica ya
que no se encontraron estudios de utilidad clinica de la prueba en el CCR.
Se necesitan modelos prondsticos validados externamente y estudios pros-
pectivos sobre la validez incremental de la prueba, su utilidad clinica y su
coste-efectividad.

Se encontré evidencia de que la determinacién de las CTC mediante la
prueba CellSearch® en pacientes con CPHRm podria aportar informacién
prondstica adicional, pero no se encontraron estudios del impacto clinico de
la prueba sobre la salud de los pacientes, asi que no se puede recomendar su
uso para la estratificacion de riesgo ni para guiar las decisiones terapéuticas
en la préctica clinica. Se necesitan modelos prondsticos validados externa-
mente y estudios prospectivos sobre su utilidad clinica y su coste-efectividad.
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Se necesitan estudios prospectivos de la efectividad de las biopsias li-
quidas de mayor calidad, con un nimero de participantes elevado. También
se necesitan estudios sobre su valor prondstico, su utilidad clinica y estudios
de evaluaciones econémicas.
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Anexos

Anexo 1. Estrategia de la busqueda bibliogra-
fica

BA R A OR
Busqueda Pregunta Resultado
#1 ‘circulating tumor cell'/exp 3922
#2 veridex 565
#3 cellsearch 969
#4 isoflux 15
#5 ‘circulating endothelial cells’ 1121
#6 'breast cancer'/mj 162 981
#7 'prostate cancer'/mj 74 635
#8 'colorectal cancer'/mj 53180
#9 #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 5414
#10 #6 OR #7 OR #8 287 937
#11 #9 AND #10 1363
#11 AND ([conference abstract]/lim OR [conference paper]/lim
#12 OR [conference review)/lim OR [editorial)/lim OR [letter]/lim OR | 714
[note]/lim OR [short survey]/lim)
#13 #11 NOT #12 649
#14 #13 AND [english)/lim AND [humans]/lim AND [2000-2015]/py | 608
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BA RCULA OR

Busqueda Pregunta Resultado
#1 ‘circulating tumor stem cells' 12
#2 'breast cancer'/mj 162 981
#3 'prostate cancer'/mj 74 635
#4 'colorectal cancer'/mj 53 180
#5 #2 OR #3 OR #4 287 937
#6 #1 AND #5 2
#6 AND ([conference abstract)/lim OR [conference paper]/lim
#7 OR [conference review]/lim OR [editorial]/lim OR [letter]/lim OR | O
[note]/lim OR [short survey]/lim)
#8 #6 NOT #7 2
#9 #8 AND [english]/lim AND [humans]/lim AND [2000-2015)/py 2
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Busqueda Pregunta Resultado

#1 ‘liquid biopsy’ 292

#2 biorad 3030

#3 ‘bio-rad’ 2850

#4 beaming 165

#5 sysmex 2342

#6 ‘droplet digital’ 258

#7 ddpcr 251

#38 ‘circulating tumor dna’ 269

#9 ‘free circulating tumor dna’ 29

#10 ‘free circulating dna’ 175

#11 cfdna 525

#12 'breast cancer'/mj 162 981

#13 'prostate cancer'/mj 74 635

#14 'colorectal cancer'/mj 53180

415 é;i?:gg;? OR #4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9 9375

#16 #12 #13 OR #14 287 661

#17 #15 AND #16 370
#18 AND ([conference abstract]/lim OR [conference paper]/lim

#18 OR [conference review)/lim OR [editorial]/lim OR [letter]/lim OR | 173
[note]/lim OR [short survey]/lim)

#19 #18 NOT #19 197

#20 #20 AND [english]/lim AND [humans]/lim AND [2000-2015)/py | 175
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Busqueda Pregunta Resultado
#1 “Neoplastic Cells, Circulating”[Mesh] 7118
#2 veridex 95
#3 cellsearch 343
#4 “cell search” 21
#5 isoflux iR
#6 fluxion 32
#7 “circulating endothelial cells” 8239
#8 “Breast Neoplasms”[Majr] 187 453
#9 “Prostatic Neoplasms”[Majr] 82 575
#10 “Colorectal Neoplasms”[Majr] 126 611
#11 #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 OR #7 15388
#12 #8 OR #9 OR #10 391 832
#13 #11 AND #12 1853
#13 AND (((("bibliography"[Publication Type]) OR "clinical
conference"[Publication Type]) OR "editorial"[Publication
#a Type]) OR "historical article"[Publication Type]) OR 119
"interview"[Publication Type]) OR "legal cases"[Publication
Type])) OR ((("legislation"[Publication Type]) OR
"letter"[Publication Type]) OR "news"[Publication Type])
#15 #13 NOT #14 1734
#16 Animals[Mesh:noexp] 5418 871
#17 #15 NOT #16 1511
#8 #17 AND ((english{Language]) AND ("2000/05/31"[Date - 1123
Publication] : "2015/05/31"[Date - Publication])
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Busqueda Pregunta Resultado
#1 “circulating tumor stem cells” 1316
#2 “Neoplastic Stem Cells”[Majr] 8096
#3 circulating[Title/Abstract] 162 210
#4 “Breast Neoplasms”[Majr] 187 453
#5 “Prostatic Neoplasms”[Majr] 82575
#6 “Colorectal Neoplasms”[Majr] 126 611
#7 #1 OR (#2 AND #3) 1316
#8 #4 OR #5 OR #6 391832
#9 #8 AND #9 203
#9 AND (((("bibliography"[Publication Type]) OR "clinical
conference"[Publication Type]) OR "editorial"[Publication
#0 Type]) OR "historical article"[Publication Type]) OR 7
"interview"[Publication Type]) OR "legal cases"[Publication
Type])) OR ((("legislation"[Publication Type]) OR
"letter"[Publication Type]) OR "news"[Publication Type])
#11 #9 NOT #10 196
#12 Animals[Mesh:noexp] 5418 871
#13 #11 NOT #12 156
#a #13 AND ((english{Language]) AND ("2000/05/31"[Date - 117
Publication] : "2015/05/31"[Date - Publication])
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Busqueda Pregunta Resultado
#1 “liquid biopsy” 129
#2 “blood biopsy” 5
#3 biorad OR bio-rad 1548
#4 Droplet Digital 379
#5 ddPCR 148
#6 #4 OR #5 431
#7 sysmex 795
#8 beaming 134
#9 free circulating tumor dna 635
#10 circulating tumor dna 3018
#11 free circulating dna 1336
#12 cfDNA 253
#13 “Breast Neoplasms”[Majr] 188116
#14 “Prostatic Neoplasms”[Majr] 82 904
#15 “Colorectal Neoplasms”[Majr] 127 081
#16 "Tumor Markers, Biological "[Mesh] 188 055
#7 ?RC;?:Z OR #3 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9 OR #10 OR #11 6801
#18 #13 OR #14 OR #15 393 284
#19 #16 AND #17 AND 18 303
#19 AND ((((("bibliography"[Publication Type]) OR "clinical
conference"[Publication Type]) OR "editorial"[Publication
420 Type]) OR "historical article"[Publication Type]) OR 6
"interview"[Publication Type]) OR "legal cases"[Publication
Type])) OR ((("legislation"[Publication Type]) OR
"letter"[Publication Type]) OR "news"[Publication Type])
#21 #19 NOT #20 297
#22 Animals[Mesh:noexp] 5429 140
#23 #21 NOT #22 279
#24 #23 AND ((english[Language]) 268
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BIBLIO A COCHRANE P R A OR
Busqueda Pregunta Resultado
#1 circulating tumor cells(ta) 192
#2 Neoplastic Cells, Circulating (Mesh descriptor) 52
BIBLIO A COCHRA P R A OR
Busqueda Pregunta Resultado
#1 circulating tumor stem cells(ta) 7
BIBLIO A COCHRANE P QUID BIOP
Busqueda Pregunta Resultado
#1 liquid biopsy(ta) 72
#2 free circulating dna(ta) 21
#3 circulating tumor dnaita) 1
#4 free circulating tumor dna(ta) 7
#5 Droplet Digital(ta) 1
#6 BEAMing(ta) 0
RD DATABA A AS BA DE DATOS DAR D
R A OR
Busqueda Pregunta Resultado
#1 circulating tumor cells 17
#2 Neoplastic Cells, Circulating (Mesh descriptor) 24
RD DATABA R A OR
Blsqueda Pregunta Resultado
#1 circulating tumor stem cells 0
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Busqueda Pregunta Resultado
#1 liquid biopsy(ta) 0
#2 free circulating dna(ta) 0
#3 circulating tumor dnaita) 0
#4 free circulating tumor dna(ta) 0
#5 Droplet Digital 0
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Anexo 2. Diagrama de flujo PRISMA 2009

Células tumorales circulantes

Numero de registros o citas
identificados en las bases adicionales identificados
Pubmed, Embase en otras fuentes
n=1731 n=299

Numero de registros o citas

IDENTIFICCION

CRIBADO

(%]
(]
=]
2
o
(@)
=

66

Numero total de registros o citas duplicadas eliminadas

n=411

Numero total de registros o citas
Unicas cribadas
n=1619

Numero total de registros o citas
excluidas
n=1301

2 Numero total de articulos a texto

fa) ) o Numero total de registros o
3 completo analizados para decidir . .

3 L citas excluidas

= su elegibilidad _

0] n=282

e n=318

w

Numero total de estudios
incluidos en la sintesis cualitativa
de la revision sistematica
n=36

Razones de su exclusion:

e Otra poblacion: n=16

e Otra intervencion: n=86

e Otro comparador: n=20

e Otro resultado: n=80

¢ No seguimiento/no momento
de recogida: n=7

e Otro disefio: n=12

e Tamano insuficiente: n=46

e No se pudo localizar: n=9

¢ Duplicado/existe una
publicacion més actualizada:
n=6

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION




Células tumorales stem circulantes

% Numero de registros o citas Numero de registros o citas
g identificados en las bases adicionales identificados
o Pubmed, Embase en otras fuentes

= n=119 n=7

w

o

Numero total de registros o citas duplicadas eliminadas
n=1

CRIBADO

Numero total de registros o citas NUmero total de registros o citas
Unicas cribadas — excluidas

ELEGIBILIDAD

(70}
(]
Q
]
o
(@]
=z

n=125

n=122

Numero total de articulos a texto
completo analizados para decidir
su elegibilidad
n=3

Numero total de registros o
citas excluidas
n=3
Razones de su exclusion:
e Otra poblacion: n=1
e Otra intervencion: n=1
e Tamafo insuficiente: n=1

Numero total de estudios
incluidos en la sintesis cualitativa
de la revision sistematica
n=0
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Biopsias liquidas en sangre

5 Numero de registros o citas Numero de registros o citas
g identificados en las bases adicionales identificados
o Pubmed, Embase en otras fuentes

% n=412 n=376

[a)

Numero total de registros o citas duplicadas eliminadas

n=760
o
(=]
<
2]
[
(&)
Numero total de registros o citas Numero total de registros o citas
Unicas cribadas —> excluidas
n=712 n=682

g Numero total de articulos a texto l Numero total de registros o
| completo analizados para decidir citas excluidas

% su elegibilidad n=27

w n=30 Razones de su exclusion:

w

e Otra poblacion: n=2

e Otra intervencion: n=7

e Otro comparador: n=3

e Otro resultado: n=9

e Otro disefio: n=2

e Tamafo insuficiente: n=2
e No se pudo localizar: n=2

Numero total de estudios
incluidos en la sintesis cualitativa
de la revision sistematica
n=3

n
o}
e
2
)
0
2
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Anexo 3. Nivel de calidad de la evidencia

cientifica del Centro de Medicina Basada en
Evidencia de Oxford (2011).”

Pregunta

Paso 1
(Nivel 1%)

Paso 2
(Nivel 2%)

Paso 3
(Nivel 3%)

Paso 4
(Nivel 4%)

Paso 5
(Nivel 5%)

¢Como de comiin es

Encuestas locales y

RS de encuestas que

Muestra local no

el problema? actuales con muestras | coincidan con las aleatoria Series de casos ND
aleatorias (0 censos) | circunstancias locales
RS de estudios Estudios individuales Bl
¢Es preciso el test | transversales con fransversales con . .| Estudios de casos- -
diagnéstico o de estandar de referencia | estandar de referencia g%nﬁﬁcglt\;?lsd’ ;s(’;:dlos controles o estandar %pelgﬁ;s?ﬁozxggms g
monitorizacion? aplicado de forma aplicado de forma e e de referencia pobre o —
(Diagndstico) consistente y con consistente y con iy no independiente
. ; forma consistente
enmascaramiento enmascaramiento
7 e Estudios de
¢Qué pasaria si ' 3
no se afiade un RS de estudios de Estudios de cohortes Esetrggigg(ﬁ?grée: :ﬁ;oiogér?:kgsﬁnes ND
tratamiento? cohortes de inicio de inicio -
(Prondstico) un ECA prondsticas de pobre
calidad
Ayuda esta Estudios de cohortes Series de casos,
W ” ECA o estudios S estudios de casos- Opinion de expertos o
intervencion? RS de ECA 0 ensayos ’ con seguimiento ' h
(Beneficios del n-de-1 observacionales con controlado sin controles, 0 estudios | mecanismos de
) un efecto importante - ) retrospectivos €ONsenso
tratamiento) asignacion aleatoria controlados
RS de ECA, RS de
P estudios de casos-
(é?el:;atlofssasg\?elrgzs controles anidados, ECA individual o Estudios de cohortes
comunes? ensayos n-de-1con | (excepcionalmente) controlados (post-
(Efectos az.lv ersos del el paciente sobre el estudios comercialzacion) con
tratamiento) aue estd planteando | observacionales con un tamafio muestral | Series de casos,
la pregunta, o estudio | un efecto importante - ’ ’ Opinién de expertos o
observacional con un suficients para estudios de casos- mecanismos de
efecto dramatico descartar un gfecto controles, 0 estudios CONSenso
adverso comun. (Para | retrospectivos
. Cudles son los los dafios a largo controlados
éfel:;tos adversos ECAO plazo, la duracion del
raros? RS de ECA 0 ensayo (excepcionalmente) seguimiento debe ser
_ estudios suficiente)
gggiﬁg)versos del | n-de-1 observacionales con
un efecto importante
ggz:’;::;t:npmeba Estudios de cohortes Opinién de expertos o
temprana? RS de ECA ECA con seguimiento mecanismos de
© r/bg i) : controlado €ONSenso

(1) *El nivel de evidencia podra bajarse en base a la calidad del estudio, de las imprecisiones, del caracter
indirecto de la evidencia, inconsistencia entre los estudios, o porque el tamafio del efecto absoluto es muy
pequeiio; y el nivel de evidencia podra aumentarse si hay un tamafo de efecto grande o muy grande.

ECA - ensayo clinico aleatorizado, ND - no disponible, RS - revision sistematica
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Anexo 4. Tablas de evidencia cientifica:
Caracteristicas de los estudios incluidos

Células tumorales circulantes

Cancer de mama

Estudio

Bidard, 2010 ©

Disefio del estudio

Disefio: ECA, multicéntrico (estudio REMAGUS 02)

Doble ciego

Aleatorizado para recibir tratamiento

Localizaciéon geografica: Francia

N° pacientes: 115

Técnica: CellSearch®

Comparador: Radiodiagnéstico (criterios de Le Chevallier)

Momento determinacion CTC: Antes y después de la QT neoadyuvante

Objetivos del estudio

Estudiar si la detecciéon de CTC tiene un impacto prondstico en las
pacientes en tratamiento con QT neoadyuvante y determinar las
caracteristicas de la prueba de deteccion de CTC para la prediccion del
resultado metastasico a nivel individual

Caracteristicas de los
pacientes

Edad: 36% > 50 afos

Sexo (muijer): 100%

Criterios inclusion: Estadio II-1ll, mujer, =218 y <65 afios, QT neoadyuvante,
no candidatas para cirugia conservadora

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: 4 ciclos epirubicina + ciclofosfamida cada 3
semanas, después aleatorizacion para recibir 4 ciclos de docetaxel con
o sin trastuzumab. Cirugia. RT local y regional adyuvante si indicada.
Todas las pacientes HER2+ recibieron trastuzumab durante 1 afio, todas
las pacientes con tumores RRHH+ recibieron tamoxifeno adyuvante o
inhibidores de aromatasas.

Tiempo de seguimiento: Mediana 36.4 meses

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

Precision prondstica (recurrencia metastasica):

=1 CTC/7.5 ml pre-QT:

Se=55%, Sp=81%, VPP=27%, VPN=91%, AG=77%.
=1 CTC/7.5 ml post-QT:

Se=36%, Sp=85%, VPP=26%, VPN =90%, AG=79%.
21 CTC/7.5 ml pre- y/o post-QT:

Se=40%, Sp=93%, VPP=25%, VPN =93%, AG=74%.

Calidad del estudio

Nlvel 3
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Estudio

Bidard, 2014*

Disefio del estudio

Disefio: Cohorte retrospectiva, multicéntrico (andlisis combinado)

Doble ciego

Localizacion geogréfica: Europa

N° pacientes: 1944 (publicados en unos 20 estudios)

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Basal, a las 3-5, 6-8 y 13-20 semanas del inicio del
tratamiento

Objetivos del
estudio

Determinar la contribucién de las CTC al modelo prondstico basado en los
factores prondsticos clinico-patolégicos y biomarcadores séricos

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: 34.8% =65 afios

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusién: CMm, empezando nueva linea de tratamiento, disponibilidad
de datos de SLP o SG, aprobado por el comité de ética, cuantificacion a través de
CellSearch®, reclutamiento desde 01/2003, estudio terminado antes de 07/2012
Criterios exclusion: Informacion sobre las CTC conocida por los médicos (para
que no influyera en la seleccion del tratamiento)

Tratamiento recibido: Elegido por los médicos (QT 80.0%, tratamiento hormonal

tratamiento dirigido 2.2%, desconocido 4.5%)

Frecuencia de seguimiento: No consta

14.1%, tratamiento dirigido anti-HER2 19.5%, bevacizumab 20.6%, otro

Tiempo de seguimiento: Mediana 23 meses (IQR: 13-42)

SLP:

CTC basal:

SLPm 6.5 (IC,_,=5.9-7.0) meses vs 11.4
(IC,,,=10.6-12.1) meses

HR=1.92 (IC,=1.73-2.14), p<0.0001

CTC a 3-5 semanas (N=672):

HR=1.85 (IC,,,=1.48-2.32), p<0.0001

CTC a 6-8 semanas (n=432):

HR=2.20 (IC,,,=1.66-2.90), p<0.0001

Cambios CTC basal — 3-5 semanas:

<6 — <5 CTC: SLPm 10.7 (IC,,,=9.7-12.7) meses
=5 — <5 CTC: SLPM 9.6 (IC,,,=8.2-11.1) meses
<6 —=5CTC: SLPm 6.7 (IC,,=1.8-no valorable) meses
=5 — =5 CTC: SLPm 4.8 (IC,,, =3.7-6.5) meses

Resultados

Covariables: CTC (<5,

=5 CTC/7.5 ml), subtipo
histologico, grado de
diferenciacion, n° lineas
de QT y tratamientos
hormonales previos para
tratar la enfermedad
metastéasica, estado
funcional, metastasis
hepaticas o viscerales,
metastasis sincrénicas
(CMm de novo)

SG:

CTC basal:

SGm 156.5 (IC,,,=13.5-16.8) meses vs 37.1
(IC,,,=32.8-41.9) meses

HR=2.78 (IC,,,=2.42-3.19), p<0.0001
CTC a 3-5 semanas (n=672):

HR=2.26 (IC,_,=1.68-3.03), p<0.0001

95%

CTC a 6-8 semanas (n=432):

HR=2.91 (IC,,,=2.01-4.28), p<0.0001

Cambios CTC basal — 3-5 semanas:

<6 — <5 CTC: SGm 41.5 (IC,,,=36.8-52.7) meses
=5 — <5 CTC-: SGm 27.0 (IC,,=21.7-31.5) meses
<6—=25CTC: 8Gm 22.4 (C,,,=11.9-no valorable) meses
=5 — 25 CTC~: 8G, 13.1 (IC,,,=9.4-16.4) meses

Covariables: CTC (<5,
=5 CTC/7.5 ml), subtipo
histologico, n° de
tratamientos hormonales
previos, estado funcional,
metastasis hepéticas
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Estudio

Bidard, 2014*

Calidad del estudio

Nivel 3

Comentarios Afadir al modelo clinico-patolégico el nimero de las CTC basal, a las 3-5 'y 6-8
semanas afadié informacion significativa a dicho modelo (medido a través del
indice ¢ de Harrell). No fue asi con el CEA'y CA 15-3.

Estudio Cristofanilli, 2004 °

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte prospectiva, multicéntrico

Doble ciego

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 177 (grupo de estimacion del punto de corte de CTC n=102, grupo
de validacion n=75)

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Al inicio de nueva linea de tratamiento y en 12 visita
de seguimiento (n=163)

Objetivos del
estudio

Determinar el significado clinico de los niveles de CTC en pacientes con CMm
medible empezando nueva linea de tratamiento sistémico

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 58.0+13.4 anos, mediana 58 anos

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm, enfermedad progresiva medible, empezando nuevo
tratamiento sistémico

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Elegido por los médicos

Tiempo de seguimiento: Minimo 38.7 semanas

Frecuencia de seguimiento: Cada 9-12 semanas. Criterios Organizacion Mundial
de la Salud.79
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SLP 2.7 (C,,=2.1-4.4) meses vs 7.0 (IC,,,=5.8-
8.9) meses, p<0.001

HR=1.76, p=0.001

CTC en 1° visita de seguimiento (n=163):

SLPm 2.1 (IC,_,=1.8-2.5) meses vs 7.0 (IC,,,=5.8-
8.4) meses, p<0.001

HR=2.52, p<0.001

Cambios CTC basal — 12 visita:

25 ><5CTCvs <6 =<5 CTC~: SLPM 7.6vs 7.0
meses, p=0.60

<56 — 25 CTC vs 25 - =25 CTC-: SLPmM 2.3 vs 2.0
meses, p=0.99

=5 — <5 CTC vs =5 — descenso, pero =5 CTC—:
SLP_7.6 vs 2.1 meses, p=0.002

Estudio Cristofanilli, 2004 °
Resultados SLP: Covariables: CTC (<5,
CTC basal: =5 CTC/7.5 ml), linea

de tratamiento (12, 22/
subsiguiente), tratamiento
(QT, HT/IT/ambas)
Covariables 12 visita:

CTC (<5, =25 CTC/7.5 ml),
linea de tratamiento (12, =22)

SG:

CTC basal:

SG, 10.1 (IC,,,=6.3-14.6) meses vs >18 meses,
p<0.001

HR=4.26, p<0.001

CTC en 1° visita de seguimiento (n=163):

SGm 8.2 (IC,,,=5.6-11.1) meses vs >18 meses,
p<0.001

HR=6.49, p<0.001

Cambios CTC basal — 12 visita:

25 - <5 CTC vs <6 — <5 CTC-: SGm 14.6 vs
>18 meses, p=0.07

<56 —25CTCvs 25— =25 CTC~: SGm 7.1 vs 8.2
meses, p=0.89

=5 — <5 CTC vs =5 — descenso, pero =5 CTC—:
SG,, 14.6 vs 9.2 meses, p=0.006

Covariables: CTC (<5,

25 CTC/7.5 ml), linea

de tratamiento (12, 229),
tratamiento (QT, HT/IT/
ambas), ECOG (0, 1, 2),
tiempo hasta metastasis
Covariables 1?2 visita: CTC
(<5, 25 CTC/7.5 ml), RRHH
(RE/RP -, +), linea de
tratamiento (1?2, 227, ECOG
0,1,2)

aticas

Calidad del estudio

Nivel 3

Estudio

Cristofanilli, 2007 *

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte retrospectiva
Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 151 (32 casos publicados anteriormente11

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: En el momento de estadiaje, antes del inicio de

nuevo tratamiento

Objetivos del
estudio

Evaluar el significado prondstico de las CTC en comparacion con medidas de
carga tumoral y prondstico habituales (escala de Swenerton, CA 27-29, RRHH) y

con el subtipo de enfermedad (basal vs luminal)
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Estudio

Cristofanilli, 2007 ®

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 53 anos (rango 24-88)
Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm, enfermedad medible o no medible, empezando nueva
linea de tratamiento, determinacion CTC antes del inicio de nueva linea de
tratamiento, medicion CA 27-29 concomitante

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: QT en monoterapia 51.7%, trastuzumab 14.6%,
tratamiento hormonal 23.2%, ninguno/solo RT 7.9%, desconocido 2.6%
Tiempo de seguimiento: Mediana 12.7 meses (rango 0.2-66.3)
Frecuencia de seguimiento: No consta. Criterios RECIST 1.0 (48).

Resultados

SG:

SG,, 13.5 vs 29.83 meses, p<0.0001

SG a6 meses: 75.1% (IC,,,=65.3-86.5%)
vs 92.6% (IC,,, =87.1-98.5%)

SG a 12 meses: 60% (IC,,,=49-73.6%) vs
81.9% (IC,,,=73.8-91%), p<0.001
Modelo 1: HR=2.18 (IC,,,=1.31-3.64),
p=0.003

Modelo 2: HR=2.19 (IC,,, =1.31-3.66),
p=0.003

Covariables modelo 1: CTC (<5,
=5 CTC/7.5 ml), extension de la
enfermedad metastasica (escala de
Swenerton, continua), RRHH (+, -),
HER?2 (sobreexpresion, negativo),
CA27-29 (<38.6 U/ml, =38.6 U/
ml), tratamiento (trastuzumab, QT),
tratamiento (hormonal, QT)
Covariables modelo 2: CTC

(<5, =5 CTC/7.5 ml), extension

de la enfermedad metastéasica
(escala de Swenerton, continua),
RRHH (TN, RRHH+/HER2-),

HER2 (sobreexpresion, negativo),
CA27-29 (<38.6 U/ml, =38.6 U/
ml), tratamiento (trastuzumab, QT),
tratamiento (hormonal, QT)

Calidad del estudio

Nivel 3
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Estudio

Dawood, 2008 '

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte retrospectiva

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 185

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: En el momento de estadiaje, antes del inicio de
nuevo tratamiento

Objetivos del
estudio

Evaluar el significado pronostico de las CTC en el momento de estadiaje en
pacientes con CMm de diagndstico reciente (recurrencia o CMm de novo)

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 49 afos (rango 25-81) en el grupo <5 CTC, 48.5 afios (rango
23-84) en el grupo =5 CTC

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: CMm, enfermedad de diagnostico reciente, evidencia clinica y
radioldgica de enfermedad metastasica medible o evaluable, empezando nuevo
tratamiento, no tratamiento previo de enfermedad metastasica

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: cirugia conservadora 29.7%, mastectomia 70.3%

Tiempo de seguimiento: Mediana 9.2 meses (rango 0-41.7)

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SG: Covariables: CTC (<5, =5 CTC/7.5
8G, 15 (IC,,,=12.7-18.2) meses vs 28.3 ml), metéstasis (viscerales, otras),
(IC,,,=27.7-36.8) meses, p<0.0001 RRHH (-, +), HER2 (-, +)

Diferencia absoluta en supervivencia a 1
afno: 23.9%, p<0.001
HR=8.64 (IC,,,=2.11-6.30), p<0.0001

Calidad del estudio

Nivel 2

DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES,

CELULAS TUMORALES STEM CIRCULANTES Y BIOPSIAS LIQUIDAS EN SANGRE

75



Estudio

De Giorgi, 2010%

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte retrospectiva

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 195

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: En el momento de diagndstico de la recurrencia/
progresion

Objetivos del
estudio

Estudiar si el nimero de CTC elevado esta relacionado con metastasis
detectadas por PET-TC en pacientes con CMm recurrente o progresivo

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 54 anos (rango 24-84)

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: CMm, disponibilidad de resultados de la prueba PET-TC
Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: QT 41%, tratamiento hormonal + QT 45%, tratamientos
dirigidos anti-HER2 + QT =+ tratamiento hormonal 14%

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta.

Criterios malignidad en el PET-TC: SUV >2.5

Resultados

SG: Covariables: CTC (<5, =5 CTC/7.5
SG, 18.5(IC,,,=13.6-25.0) meses vs 34.8 | ml), HER2 (0-2+, 3+/ FISH+), linea
(IC,,,=23.5-no valorable) meses, p=0.0007 | de tratamiento (cont.), n° metéstasis
HR=1.79 (IC,,,=1.06-3.00), p=0.029 pulmonares/ pleurales (cont.),

n° metastasis hepaticas (cont.), n°
otras metastasis abdominales, n°
metéastasis SNC (cont.),

n° metastasis dseas (cont.)

Calidad del estudio

Nivel 3

SUV - valor de captacion estandar
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Estudio

Giordano, 2012%

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte retrospectiva

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 517

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: <30 dias antes del inicio de tratamiento

Objetivos del
estudio

Confirmar la diferencia en el comportamiento clinico de los diferentes subtipos del
CM y definir el papel prondstico de las CTC en los diferentes subtipos

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 49 afios

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm, determinacion CTC <30 dias antes del inicio de nueva
linea de tratamiento

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: QT 48%, QT + bevacizumab 13%, trastuzumab en
combinacion 15%, tratamiento hormonal 19%, tratamiento experimental 5%
Tiempo de seguimiento: Mediana 24.6 meses

Frecuencia de seguimiento: No consta. Criterios RECIST 1.172,

Resultados

SLP: Covariables: CTC (<5, =5 CTC/7.5
SLP 5.8 (C,,=5.0-6.7) meses vs 6.3 ml), RRHH (-, +), HER2 (-, +),
(C,,,=5.3-7.3) meses, p=0.006 metéstasis viscerales (no, sf), n°
HR=1.23 (IC,,,=1.01-1.48), p=0.036 lugares metastasicos (1, 2, =3)
SG:

SGm 18.3 (IC,,, =15.5-21.1) meses vs 32.4
(IC,,,=25.3-39.5) meses, p<0.001
HR=2.08 (IC,,,=1.64-2.66), p<0.001

Calidad del estudio

Nivel 2

DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES,
CELULAS TUMORALES STEM CIRCULANTES Y BIOPSIAS LIQUIDAS EN SANGRE 77



Estudio Franken, 20128

Disefio del estudio Disefno: Cohorte prospectiva

Ciego

Localizacion geogréfica: Paises Bajos

N° pacientes: 404

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Antes de la cirugia

Objetivos del Examinar la frecuencia de la presencia de CTC en el CM no metastéasico y
estudio determinar su asociacion con un incremento de la tasa de recurrencia o de la SEE

Caracteristicas de Edad: Media y mediana 59 afos (rango 29-90)

los pacientes Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CM estadio clinico I-Ill, 218 afos, ECOG 0-1

Criterios exclusion: carcinoma ductal in situ, enfermedad maligna en los 5 afos
previos (excepto cancer de piel no melanoma y cancer de cuello de Utero in situ),
estadio IV, sexo masculino

Tratamiento recibido: Segun la guia nacional holandesa: QT adyuvante 37.1%,
RT adyuvante 73.0%, tratamiento hormonal adyuvante 47.5%

Tiempo de seguimiento: Media 48.6 meses, mediana 48 meses (rango 6-90)
Frecuencia de seguimiento: 1er afio: cada 3 meses, 2° aio: cada 6 meses, afos
3-5: anualmente, después anualmente si <60 afos o cada 2 afios si >60 afos.
Mamografia a los 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60 meses.

Resultados SLE: Covariables: CTC (0, =1 CTC/30
SLE a 4 afos: 78.9% vs 88.4%, p=0.038 ml), estadio T (T1, T2, T3/T4), grado
HR=1.63 (IC,,,=0.83-3.19), p=0.155 histologico (G1, G2, G3)
SLEM: Covariables: CTC (0, =1 CTC/30
HR=2.56 (IC,,,=1.20-5.46), p=0.015 ml), estadio T (T1, T2, T3/T4),

estadio N (NO, N1, N2/3), RE (-, +)

SEE: Covariables: CTC (0, =1 CTC/30
SEE a 4 anos: 85.5% vs 95.7%, p=0.001 mi), estadio N (NO, N1, N2/3), RP
HR=3.47 (1.36-8.83) (-, +)

Nivel de evidencia Nivel 3

(1). Los HR reportados en el estudio se referian al brazo con <56 CTC/7.5 ml. Los datos fueron recalculados
como un reciproco de los HR reportados para mantener consistencia de la presentacion de los resultados
con otros estudios. Datos originales: SLP: HR_ =0.58 (0.43-0.79), SG: HR_ =0.40 (0.26-0.62)

orig orig
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Estudio

Jiang, 2013

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico

Doble ciego

Localizacion geogréfica: China

N° pacientes: 12 determinacion CTC n=227, 22 determinacién n=233
Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Al inicio y en la 12y 22 visita de seguimiento

Objetivos del
estudio

Estudiar si 25 CTC/7.5 ml tiene valor prondstico en términos de SLP y SG en
muijeres chinas. Evaluar la correlacion entre el nimero de CTC v la respuesta
radiogréfica al tratamiento sistémico. Estudiar el valor prondstico de las CTC en
diferentes subgrupos de pacientes con CMm.

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 49.4+9.4 afios, mediana 50 afios

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm, enfermedad medible, empezando nueva linea de

tratamiento sistémico, ECOG 0-2
Criterios exclusion: No consta
Tratamiento recibido: No consta
Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta. Criterios RECIST 1.0 (48).

Resultados

SLP:

CTC basal:

SLPm 6.7 (IC,_,=4.7-7.9) meses vs 9.0
(IC,,,=7.3-11.3) meses, p<0.001
HR=1.93 (IC,_,=1.39-2.69), p<0.001

CTC en la 1? visita de seguimiento (n=227):

SLPm 5.9 vs 8.2 meses, p=0.012
HR=1.54 (IC_, =1.00-2.36), p=0.049

95%

CIC en la 22 visita de seguimiento (n=233):

SLPm 2.0 vs 7.6 meses, p<0.001
HR=3.24 (IC,,,=2.00-5.25), p<0.001

Covariables: CTC (<5, =5 CTC/7.5
ml), RRHH (RE+/RP+, RRHH-), linea
de tratamiento (12, =29), tratamiento
(otro, hormonal)

Covariables 12 visita:

CTC (<5, 25 CTC/7.5 ml)
Covariables 24 visita:

CTC (<5, =25 CTC/7.5 ml), linea de
tratamiento (12, =29

SG:

CTC basal:

8Gm 13.2 (IC,,=10.6-15.9) meses vs
>24.6 meses, p<0.001

HR=3.76 (IC,,,=2.35-6.01), p<0.001

CTC en la 12 visita de seguimiento (n=227):

SGm 12.4 vs 20.1 meses, p<0.001
HR=2.96 (IC_, =1.67-5.25), p<0.001

95%

CTC en la 22 visita de seguimiento (n=233):

SGm 9.5 vs 23.2 meses, p<0.001
HR=5.14 (IC,,,=2.64-10.01), p<0.001

Covariables: CTC (<5, 25 CTC/7.5
ml), RRHH (RE+/RP+, RRHH-),
linea de tratamiento (12, =2%), ECOG
0, 1/2)

Covariables 12 visita:

CTC (<5, =25 CTC/7.5 ml), RRHH
(RE+/RP+, RRHH-), linea de
tratamiento (12, 227, ECOG (0, 1/2)
Covariables 22 visita:

CTC (<5, =5 CTC/7.5 ml), RRHH
(RE+/RP+, RRHH-), linea de
tratamiento (12, 229

Calidad del estudio

Nivel 3

DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES,
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Estudio

Martin, 2013 ¢

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte prospectiva consecutiva

Ciego

Localizacion geogréfica: Espafia

N° pacientes: 99 (tamafio justificado)

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Antes del inicio del tratamiento (dia 0) y antes del
inicio del 2° ciclo (dia 21)

Objetivos del
estudio

Determinar el valor pronéstico de la determinacion de las CTC basal y después del
1er ciclo de QT (dia 21)

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 61 afios (rango 33-88)

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: CMm con indicacion de tratamiento con QT paliativa, ECOG
0-1, esperanza de vida > 3 meses, no contraindicacion para la QT, no méas de

2 lineas de QT para la enfermedad metastasica previa, funcion renal, hepatica y
medular adecuada, ausencia de afectacion del SNC.

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: QT en combinacién con taxanos 26%, QT en combinacion
con antraciclina 13%, QT en combinacién con capecitabina 40%, otra QT 20%
Tiempo de seguimiento: Mediana 35 meses (en los vivos)

Frecuencia de seguimiento: Cada 3 semanas (antes de cada ciclo de QT) examen
clinico, TC cada 11-12 semanas. Criterios RECIST 1.0 (48).

Resultados

SLP: Covariables: CTC dia 21 (<5, =25
CTC basal: CTC/7.5 ml), CTC basal (<5, =5
SLP_3.5(C,,=0-7) meses vs 9 (IC,,=8- | CTC/7.5 ml), edad (continua),

11) meses, p=0.045 HER2 (-, +), RE (-, +), n° lugares
HR: no signif. metastasicos, enfermedad visceral
CTC dia 21: (no, si), n° lineas de QT previas (0,

SLPm 3 (IC,,,=2-4) meses vs 9 (IC,,=8-11) | 1, 2)
meses, p=0.001
HR: No consta, p=0.047

SG:
CTC basal:
SGm 18 (IC,,,=11-25) meses vs 33

(IC,,,=22-45) meses, p=0.105
HR=0.985 (IC,,,=0.512-1.898), p=0.965
CTC dia 21:

SGm 9 (IC,_,=6-11) meses vs 39 (IC__ =26-
50) meses, p<0.001
HR=2.471 (IC,,,=1.248-4.892), p=0.009

Calidad del estudio

Nivel 2

80

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION




Estudio

Muiller, 2012

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico (estudio DETECT)
Doble ciego

Localizacion geogréfica: Alemania

N° pacientes: 245

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Antes del inicio de tratamiento

Objetivos del
estudio

Comparar el impacto de determinacion de las CTC mediante dos ensayos:
CellSearch® vs AdnaTest Breast Cancer™

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 57 anos

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm epitelial, diagndstico de enfermedad metastasica
reciente (progresion o de novo), empezando tratamiento de 12 linea, =18 anos,
informacion sobre RRHH y HER2

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: 12 linea tratamiento de enfermedad metastésica 38%,

2° linea 26%, =3° linea 36%

Tiempo de seguimiento: Mediana 11 meses (rango 0-24)

Frecuencia de seguimiento: TC cada 8-12 semanas

Resultados

SLP: Covariables: CTC (<5, =5 CTC/7.5
Umbral =5 CTC/7.5 ml: ml), lugar metastésico (viscerales,
SLPm 9.8 (IC,.,=7.8-10.9) meses vs 10.9 | Gseas 0 ambas), subtipo histolégico
(IC,,,=9.3-12.5) meses, no signif. (luminal, HER2+, TN

Umbral =1 CTC/7.5 ml:
SLPm 9.8 (IC_,=8.5-11.0) meses vs 10.9

95%

(IC,,,=8.8-12.9) meses, no signif.

SG:
Umbral =5 CTC/7.5 ml:
SGm 18.1 (IC_,=15.1-22.1) meses vs 27.1

95%

(IC,,,=28.5-30.7) meses, p<0.01

HR=2.7 (IC,,,=1.6-4.2), p<0.01

Umbral =1 CTC/7.6 ml:

SGm 19.6 (IC,,,=17.1-22.2) meses vs 30.1
(IC,,,=26.3-33.9) meses, p<0.01

HR=2.06 (IC,,,=1.16-3.68), p<0.05

Calidad del estudio

Nivel 2

DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES,
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Estudio

Munzone, 2012 %

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte consecutiva retrospectiva

Localizacion geogréfica: Italia

N° pacientes: 203

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de nuevo tratamiento

Objetivos del
estudio

Determinar el valor prondstico de las CTC en diferentes subtipos de CM

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 57 anos (rango 31-78)

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: CMm, enfermedad medible o evaluable, empezando nuevo
tratamiento, determinacion CTC entre 03/2005-07/2011

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: Mediana 42 meses (rango 2-71)

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SLP:

Umbral =25 CTC/7.5 ml:
HR=1.4 (C,,=1.1-1.9)
Umbral =1 CTC/7.5 ml:
HR=1.6 (IC,,,=1.1-2.3)

Covariables: CTC (<5, 25 CTC/7.5
ml), edad, metastasis dseas,
metastasis viscerales

SG:
Umbral =25 CTC/7.5 ml:
HR=3.2 (IC,, =2.2-4.6)

95%

Umbral =1 CTC/7.5 ml:
HR=2.7 (C,,,=1.7-4.3)

Calidad del estudio

Nivel 3
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Estudio

Peeters, 2014 %2

Disefio del estudio

Disefo: Cohorte retrospectiva

Doble ciego

Localizacion geogréfica: Paises Bajos

N° pacientes: 154

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Antes del inicio de tratamiento

Objetivos del
estudio

Determinar el significado prondstico de las CTC en diferentes subtipos de CM

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 62.1 afios (rango 32.9-90.8)

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: CMm, empezando tratamiento de 12 linea entre 11/2007-
08/2012

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: QT citotoxica 51.3%, tratamiento hormonal 46.8%.
Pacientes HER2+: trastuzumab 89.8%, bevacizumab 5.8%

Tiempo de seguimiento: Mediana 29.1 meses

Frecuencia de seguimiento: Cada 6-8 semanas

Resultados

SLP: Covariables: CTC (<5, 25 CTC/7.5
SLP 9.2 (C,,=5.8-12.6) meses vs 17.6 ml), edad, metéstasis 6seas,
(IC,,,=14.7-20.5) meses, p<0.001 metéstasis viscerales

HR=2.6 (IC,,,=1.7-4.0), p<0.001

SG: Covariables: CTC (<5, 25 CTC/7.5
SG, 26.3 (IC,,,=16.7-35.9) vs no valorable, | ml), edad (<mediana, =zmediana),
p<0.001 tiempo hasta metastasis (<5, =5
HR=3.2 (IC,,,=1.8-5.7), p<0.001 afos desde el diagndstico de CM),

metastasis viscerales (no, si)

Calidad del estudio

Nivel 3

DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES,
CELULAS TUMORALES STEM CIRCULANTES Y BIOPSIAS LIQUIDAS EN SANGRE
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Estudio

Pierga, 2012 =

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico (estudio IC 2006-04)

Doble ciego

Localizacion geogréfica: Francia

N° pacientes: 267

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de tratamiento, antes del ciclo 2, 3/4
(semanas 6-9) y al diagnosticar la recurrencia

Objetivos del
estudio

Evaluar las CTC como predictor del resultado en pacientes con CMm tratados con
QT de 12 linea

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: No consta

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm, enfermedad medible o evaluable, empezando
tratamiento de 12 linea (tratamiento hormonal previo permitido), esperanza de vida
=3 meses

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Taxanos 81%, antraciclinas 11%, 5-fluorouracilo 9%,
vinorelbina 3%, trastuzumab 17%, bevacizumab 47% (48% pacientes TN, 62%
pacientes HER2+)

Tiempo de seguimiento: Mediana 14.9 meses (rango: 6 semanas—-33 meses)
Frecuencia de seguimiento: Examen clinico antes del inicio de tratamiento, antes
del ciclo 2y 3/4 (semanas 6-9). TC antes del inicio y antes del ciclo 3/4. Criterios
RECIST 1.172

Resultados

SLP (n=168): Covariables: CTC (<5, 25 CTC/7.5
Umbral =5 CTC/7.5 ml: ml), CEA, estado funcional seguin
SLP_8.2 meses (CTC=5) vs 9.6 meses la OMS (0, >0), estatus molecular
(CTC=1-4) vs 19.9 meses (CTC=0) , (otros, TN)

p<0.0001

RR=1.9 (IC,,,=1.2-2.8), p=0.003
Umbral 21 CTC/7.5 ml:

RR=1.9 (IC,_=1.1-3.0), p=0.006
Cambios CTC:

25 — 25 CTC—: SLPm 6.9 meses,
SLPEmM=63%

25 — <5 CTC-: SLPm 12 meses,
SLP6, =83%

<5 — <5 CTC: SLPm 18 meses,
SLP6,=90%,

p<0.0001

SG (n=164): Covariables: CTC (<5, 25 CTC/7.5
Umbral =5 CTC/7.5 ml: ml), estado funcional segun la OMS
SG, p=0.0002 (0, >0), estatus molecular (otros, TN)

RR=2.4(IC,, =1.1-5.4), p=0.03
Umbral 21 CTC/7.5 ml:
no signif.

Calidad del estudio

Nivel 2
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Estudio

Rack, 2014 °

Disefio del estudio

Disefo: ECA prospectivo multicéntrico (estudio SUCCESS)

Localizacion geogréfica: Alemania

N° pacientes: 2026 determinacion basal/1493 determinacion basal y después de
la QT

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Basal (después del tratamiento quirdrgico y antes
del inicio de la QT) y después de la QT

Objetivos del
estudio

Determinar la relevancia prondstica (SLE, SLEM, SEE, SG) de las CTC antes y
después de la QT adyuvante

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 53.2+10.5 afios en el grupo 0 CTC, 53.8+10.3 afios en el grupo =1
CTC

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CM estadio pT1-4 pNO-3 MO

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Aleatorizacion para recibir 3 ciclos de FEC (500/100/500
mg/m?) seguidos de 3 ciclos de docetaxel (100 mg/m?) cada 3 semanas vs 3
ciclos de FEC seguidos de 3 ciclos de gemcitabina (1000 mg/m? d1,8)-docetaxel
(75 mg/mP) cada 3 semanas. Después, aleatorizacion para recibir 2 afos de
zolendronato vs 5 anos de zolendronato.

Tiempo de seguimiento: Mediana 35 meses (rango 0-54)

Frecuencia de seguimiento: Durante los primeros 3 anos cada 3 meses en el
centro de investigacion, después cada 6 meses. Examen clinico (cada visita),
mamografia (cada 6 meses); otros seguin necesidad.

DETERMINACION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES,
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Estudio

Rack, 2014 °

Resultados

SLE:

Umbral =1 CTC/30 ml:

SLE a 3 afnos: 88.1% vs 93.7%, p<0.0001
HR=2.107 (IC,,,=1.487-2.986), p<0.0001
Umbral =2 CTC/30 ml:

HR=3.19 (IC,,,=2.141-4.763)

Umbral =5 CTC/30 ml:

SLE a 3 afios: 71.9% vs 92.9%, p<0.0001
HR=4.51 (IC,,,=2.586-7.684)

Cambios CTC antes — después de la QT
(n=1493):

SLE a 3 anos:

0 = 0CTC: 94.9%

=1 = 0CTC—: 93.9%

0—==21CTC: 91.1%

=1 = =1 CTC~: 85.9%, p=0.005

CTC persistentemente =1: HR=1.124
(C,,,=1.02-1.25), p=0.02

Covariables: CTC (0, =1
CTC/30 ml), RRHH (-,+),
estadio N (NO, N1-3), grado
histologico (G1, G2-G3),
estadio T (T1, T2-4),
menopausia (pre-, post
menopausia), histologia
(lobular/ mixto, ductal)

SLEM:
Umbral =1 CTC/30 ml:
SLEM a 3 anos: 87.9% vs 94.2%, p<0.0001

SEE:

Umbral =1 CTC/30 ml:

SEE a 3 afios: 94.4% vs 97.5%, p=0.008
SG:

Umbral =1 CTC/30 ml:

SG a 3 afos: 93.2% vs 97.3% , p=0.0002
HR=2.177 (IC,,,=1.320-3.588), p=0.002
Umbral =2 CTC/30 ml:

HR=2.57 (IC,,=1.416-4.659)
Umbral 25 CTC/30 ml:

SG a 3 afos: 95.7% vs 96.6%, p<0.0001
HR=3.60 (IC,,,=1.564-8.445)

Cambios CTC antes — después de la QT
(n=1493):

SG a 3 afos:

0 — 0CTC: 97.6%

=1 — =1 CTC~: 92.8%, p=0.10

CTC persistentemente =1: HR=1.162
(IC,,,=0.99-1.37), p=0.06

Calidad del estudio

Nivel 3

FEC - fluorouracilo-epirubicina-ciclofosfamida
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Estudio

Smerage, 2014 *

Disefio del estudio

Disefno: ECA (estudio SWOG S0500)

Aleatorizado (si 25 CTC dia O y dia 21, aleatorizados para seguir con el mismo
tratamiento (brazo C1) o cambiar a otro tratamiento segun la eleccién del médico
(C2)), asignacion 1:1 con estratificacion segun tipo de enfermedad (metastasis
6seas medibles o solo evaluables) y estatus HER2

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 595

Brazo A (<5 CTC dia 0): n=276

Brazo B (=5 CTC dia 0y <5 CTC dia 21): n=165

Brazo C1 (=5 CTC dia 0y 21, no cambio de tratamiento): n=64

Brazo C2 (=5 CTC dia 0y 21, cambio de tratamiento): n=59

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Antes del inicio del tratamiento (dia 0) y antes del
inicio del 2° ciclo (dia 21)

Objetivos del
estudio

Estudiar el beneficio de cambio a otra linea de tratamiento en pacientes en las que
después del 1er ciclo de QT los niveles de CTC no bajan por debajo de 5 CTC/7.5 ml

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: 59% =55 afos

Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusién: CMm, no metastasis leptomeningeales, no QT de metéstasis
previa (tratamiento hormonal, bisfosfonatos, trastuzumab o bevacizumab
permitidos), ECOG 0-2

Criterios exclusion: No elegible para tratamiento en monoterapia

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: Hasta progresion

Frecuencia de seguimiento: No consta. Criterios RECIST.

Resultados

SLP: Covariables: (brazo C vs B): CTC
SLPm 11.1 meses (A) vs 8.9 meses (B) vs | (<5, =5 CTC/7.5 ml), RRHH, HER2
4.9 meses (C), p<0.001

SLPm 3.5 (C2) vs 4.6 meses (C1), p=0.64
Cvs B: HR=1.94 (IC_,=1.562-2.47)

C2vs C1: HR_,=0.92 (IC,,,=0.64-1.32)

crudo’

SG:
SGm 34.8 meses (A) vs 22.9 meses (B) vs
13.1 meses (C), p<0.001

SGm 10.7 meses (C2) vs 12.5 meses (C1),
p=0.98

Cvs B: HR=2.13 (IC
C2vs C1: HR_,

.. =1.63-2.79)
=1.00 (G, =0.69-1.47)

i

Calidad del estudio

Nivel 2
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Estudio

Wallwiener, 2013

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico
Localizacion geogréfica: Alemania

N° pacientes: 486

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de nueva linea de tratamiento

Objetivos del
estudio

Evaluar el impacto pronéstico de las CTC en subgrupos de CMm predefinidos,
determinados por la tincion inmunohistoquimica del tumor primario

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 55 afos (rango 23-91)
Sexo (mujer): 100%

Criterios inclusion: CMm, enfermedad radiolégicamente medible o clinicamente
evaluable, empezando nueva linea de tratamiento entre 12/2007-06/2011
Criterios exclusion: Presencia de otros tumores malignos

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: 11.13 meses para SG
Frecuencia de seguimiento: No consta. Criterios RECIST 1.1 (72).

Resultados

SLP (n=445):

SLP 4.77 (IC,,,=3.92-5.61) meses vs 7.60
(IC,,,=5.93-9.27) meses, p<0.001
HR=1.82 (IC,,,=1.41-2.34), p<0.001

Covariables: CTC

(<5, =5 CTC/7.5 ml), lugar
metastésico (metastasis dseas,
viscerales, ambas), linea de

SG:
SG,, 18.01 meses vs no valorable, p<0.001
HR=4.79 (IC,,,=2.95-7.79), p<0.001

tratamiento (12, 22, 23%), RRHH
(RRHH+/HER2-, HER2+, RRHH-/
HER2-)

Calidad del estudio

Nivel 3
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Estudio

Wallwiener, 2014

Disefio del
estudio

Disefio: Cohorte prospectiva consecutiva

Triple ciego

Localizacién geogréfica: Alemania

N° pacientes: 393/ 201 con 2 mediciones de CTC

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de una nueva linea de tratamiento y
después del 1er ciclo (n=201)

Objetivos del
estudio

Valorar si la determinacion de CTC basal, después de 1er ciclo de tratamiento y
su variacion son predictores tempranos de la eficacia en términos de respuesta al
tratamiento, SLP y SG

Caracteristicas
de los pacientes

Edad: Mediana 59 afos (rango 29-89)

Sexo (muijer): 100%

Criterios inclusion: CMm progresivo, evidencia radiolégica y clinica de enfermedad
metastésica medible o evaluable segun los criterios RECIST, empezando nueva linea
de tratamiento, =18 afos, determinacion de CTC basal

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: QT en monoterapia 20.6%, QT combinada 27.7%, QT +
bevacizumab 23.7%, otra QT 10.4%, no QT 15.8%, desconocido 0.3%

Tiempo de seguimiento: Mediana 26.0 meses (IC,,, =23.7-28.5)

Frecuencia de seguimiento: Cada 2-3 meses hasta progresion. Criterios RECIST 1.1
(72).
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Estudio

Wallwiener, 2014

Resultados

SLP

CTC basal:

SLPm 4.7 (IC,,,=3.7-6.1) meses vs 7.8 (IC,,=6.4-
9.2) meses, p=0.001

HR=1.55 (IC,,,=1.19-2.01), p=0.001

CTC después de 1er ciclo de QT:

SLPm 4.3 (IC,,,=3.6-6.0) meses vs 8.5 (IC
10.4) meses (p<0.001)

Cambios CTC antes — después de 1< ciclo:

<6 — <5 CTC: SLPm=8.7 (IC,,,=6.6-11.5) meses
=5 — <5 CTC—: SLPm=8.0 (IC,=5.5-12.1) meses
HR=1.01 (IC,,,=0.62-1.64), p=0.981

=5 — =5 CTC: SLPm=4.3 (IC,,,=3.6-6.1) meses
HR=2.17 (IC,,,=1.39-8.37), p<0.001

<6 — =5 CTC: SLPm=3.7 (IC,,, =2.5-no valorable)
meses

HR=2.17 (IC,,,=0.91-5.14), p=0.079

6.6-

95%

SG:

CTC basal:

SGm 10.4 (IC,,,=7.9-15.0) meses vs 27.2
(IC,,,=22.3-29.9) meses, p<0.001

HR=2.79 (IC__,=2.04-5.63), p<0.001

CTC después de 1er ciclo de QT:

8Gm 7.7 (IC,,,=6.4-13.9) meses vs 30.6 (IC,,,=22.6-
no valorable) meses (p<0.001)

Cambios CTC antes — después de 1er ciclo:

<6 — <5 CTC: SGm=30.6 (IC,,,=27.4-no valorable)
meses

25 — <5 CTC: SGm=16.7 (IC
meses

HR=1.68 (IC,.,=0.85-3.32), p=0.135

=5 — =5 CTC: SGm=7.7 (IC,,,=6.1-13.1) meses
HR=5.58 (IC,,,=3.06-10.15), p<0.001

<6 — =5 CTC: SGm=14.0 (IC_,=5.7-no valorable)
meses

HR=2.56 (IC,,,=0.76-8.00), p=0.134

=13.6-no valorable)

95%

Covariables: CTC (<5, =5

CTC/7.5 ml), edad basal
(cont.), subtipo molecular
(RRHH+/HER2-, HER2+, TN),
lugar de metéstasis (6seas,
locales/viscerales, ambas),

n° sitios metastasicos (1,

=2), linea de tratamiento (12,
22 239

Calidad del
estudio

Nivel 3
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Estudio

Zhang, 2012 =

Disefio del estudio

Disefio: Meta-andlisis

Localizacion geogréfica:

N° pacientes: 2893 (18 estudios: estadio MO 1 estudio, M1 17 estudios)
Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: No consta

Objetivos del
estudio

Evaluar el valor pronéstico de las CTC en la SLE y SG en CM no metastasico
(estadios MO) y SLP y SG en CM metastasico (estadio M1)

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: No consta

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: MO o M1, n>30

Criterios exclusion: CM inflamatorio o sarcoma
Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: No consta
Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SLE/SLP: No aplicable
HR=1.85 (IC,,,=1.63-2.25), I’=56.3%

SG:
HR=2.45 (IC, ,=2.10-2.85), >=28.8%

Calidad del estudio

Nivel 4
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Cancer colorrectal

Estudio

Aggarwal, 2013 ©

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico *Subanélisis de Cohen, 2008 (6)
Localizacion geogréfica: Estados Unidos, Paises Bajos, Reino Unido

N° pacientes: 217

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio del tratamiento y 1-2, 3-5, 6-12'y
13-20 semanas después del inicio del tratamiento

Objetivos del
estudio

Examinar la relacion entre las CTC y el CEA

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 63.0+12.3 afnos, mediana 63 afnos (rango 22-90)

Sexo (mujer): 44%

Criterios inclusion: CCRm, enfermedad medible, empezando tratamiento
sistémico de 12 0 22 linea o de 3? linea con inhibidor de EGFR, ECOG 0-2, Hb >8
g/dL, CEA =210 ng/ml

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: régimen con bevacizumab 56%, con irinotecan 24%, con
oxaliplatino 59%

Tiempo de seguimiento: Hasta 2 afios desde la progresion. Mediana 11.0 meses
(rango 0.8-30.0) en los vivos. Actualizado (61): Mediana 25.8 meses (rango 0.9-
39.1) en los vivos.

Frecuencia de seguimiento: Cada 6-12 semanas hasta progresion, después cada
6 meses hasta 2 afios. Criterios RECIST 1.0 (48).

Resultados

SG: Covariables: CTC (<8, 23 CTC/7.5
CTC basal: ml), CEA basal (<50, 250 ng/ml),
HR=1.5 (IC,,=1.0-2.1), p=0.053 edad a la entrada en el estudio

(<65, =65 afos), ECOG (0, 1, 2)

Calidad del estudio

Nivel 3

Comentarios

En el grupo de CEA basal =25 ng/ml habia diferencia significativa en la
supervivencia de pacientes con =3 y <3 CTC:
SG, 20.8 meses vs 11.7 meses, p=0.012
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Estudio

Bork, 20152

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva

Localizacion geogréfica: Alemania

N° pacientes: 287 (239 estadio I-lll y 48 estadio V)

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Inmediatamente antes de la incision quirdrgica y dias
3y 7 postoperatorios

Objetivos del
estudio

Evaluar el valor pronéstico de las CTC en pacientes con CCR potencialmente curable

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 64 afios (rango 27-69)

Sexo (mujer): 35.2%

Criterios inclusion: CCR estadio I-lll (UICC) o estadio IV con metastasis limitadas
sincrénicas (no en el higado) aptas para un tratamiento quirtrgico con intencion
curativa

Criterios exclusion: Enfermedad no resecable, historia de otra enfermedad
maligna en los Ultimos 5 afos

Tratamiento recibido: Tratamiento neoadyuvante 33.1%, RT neoadyuvante
30.0%, tratamiento adyuvante 43.7%

Tiempo de seguimiento: Media 28 meses (rango 0-53)

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SG:? Covariables: estadios I-lll: CTC (0,
Estadios I-Ill: =1 CTC/7.5 ml), edad (<65, =65
SG, 388.4 (IC,,,=29.4-47.4) meses vs 49.8 | anos)

(IC,,,=48.3-51.4) meses, p<0.001 Covariables estadios I-IV: CTC (0,
HR=5.5 (IC,,,=2.3-13.6), p<0.001 =1 0 CTC/30 ml), edad (<65, =65
Estadios I-V: anos), estadio N (NO, N1, N2),
8G, 383.6 (IC,,,=26.3-41.0) meses vs 48.4 | estadio UICC (lll, IV), CEA (<2.5,
(IC,,,=46.7-50.0) meses, p<0.001 22.5 ug/l), CA 19-9 (<37, =237 ug/l)
HR=5.6 (IC,,,=2.6-12.0), p<0.001

Calidad del estudio

Nivel 3

(2). No se han incluido los datos de SLE en la revision ya que los autores no especificaron el modo de

seguimiento.
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Estudio

Cohen, 2008 ¢ & Cohen, 2009 ¢

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico

Localizacion geogréfica: Estados Unidos, Paises Bajos, Reino Unido

N° pacientes: 430

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio del tratamiento y 1-2, 3-5, 6-12'y
13-20 semanas después del inicio del tratamiento

Objetivos del
estudio

Evaluar el valor prondstico y predictivo de las CTC en pacientes con CCRm

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 64 afios (rango 22-92)

Sexo (mujer): 45%

Criterios inclusion: CCRm, enfermedad medible, empezando tratamiento
sistémico de 12 0 22 linea o de 32 linea con inhibidor de EGFR, ECOG 0-2, Hb >8
g/dL

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: régimen con bevacizumab 56%, con irinotecan 24%, con
oxaliplatino 59%

Tiempo de seguimiento: Hasta 2 afios desde la progresion. Mediana 11.0 meses
(rango 0.8-30.0) en los vivos. Actualizado (61): Mediana 25.8 meses (rango 0.9-
39.1) en los vivos.

Frecuencia de seguimiento: Cada 6-12 semanas hasta progresion, después cada
6 meses hasta 2 afos. Criterios RECIST 1.0 (48)
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SLP 4.5 (C,,=3.7-6.3) meses vs 7.9
(IC,,,=7.0-8.6) meses, p=0.0002
HR=1.74 (IC,,,=1.33-2.26), p=0.000
CTC basal (n=397), actualizado (61):
SLP 4.4(C,,=3.7-6.1) meses vs 7.8
(IC,,,=7.0-8.5) meses, p=0.004
HR=1.45 (IC__,=1.15-1.85), p=0.002
CTC a 1-2 semanas (n=320):
HR=1.85 (IC,,,=1.28-2.68), p=0.001
CTC a 3-5 semanas (n=297):
HR=2.30 (IC,,,=1.566-3.38), p=0.000
CTC a 6-12 semanas (n=263):
HR=3.64 (IC__,=2.10-6.30), p=0.000
CTC a 13-20 semanas (n=170):
HR=4.18 (IC,,,=2.17-8.03), p=0.000

Estudio Cohen, 2008 ¢ & Cohen, 2009 ¢
Resultados CTC basal (n=373): Covariables basal, 1-2, 3-5

semanas: CTC (<8, 23 CTC/7.5
ml), linea de tratamiento (12, 2%/3?),
edad a la entrada en el estudio
(<65, =65 afios), ECOG (0, 1, 2),
bevacizumab (no, si), irinotecan (no,
si), oxaliplatino (no, si)

Covariables 6-12 semanas: CTC
(<8, 28 CTC/7.5 ml), linea de
tratamiento (12, 2%/3%), edad al
empezar el estudio (<65, =65 anos),
bevacizumab (no, si), irinotecan (no,
si), oxaliplatino (no, si)

Covariables 13-20 semanas:

CTC (<3, =8 CTC/7.5 ml), linea

de tratamiento (12, 2%/3%), edad al
entrar en el estudio (<65, =65 anos),
bevacizumab (no, si), oxaliplatino
(no, si)

CTC basal (n=373):

SG, 9.4 (C,,,=7.5-11.6) meses vs 18.5
(IC,,,=156.5-21.2) meses, p<0.0001
HR=2.45 (IC,,,=1.77-3.39), p=0.000
CTC basal (n=397), actualizado (61):
8G, 9.4 (C,,,=7.5-11.6) meses vs 20.6
(IC,,,=18.5-23.1) meses, p<0.0001
HR=2.22 (IC,,,=1.70-2.89), p=0.000
CTC a 1-2 semanas (n=321):

HR=2.90 (IC,,,=1.92-4.36), p=0.000
CTC a 3-5 semanas (n=301):

HR=4.78 (IC,_,=3.11-7.34), p=0.000
CTC a 6-12 semanas (n=279):
HR=9.35 (IC,,,=5.28-16.54), p=0.000
CTC a 13-20 semanas (n=193):
HR=4.01 (IC,,,=2.11-7.62), p=0.000

Covariables basal, 1-2 semanas:
CTC (<3, =283 CTC/7.5 ml), linea

de tratamiento (12, 2%/3%), edad

a la entrada en el estudio (<65,

=65 afos), ECOG (0, 1, 2),
bevacizumab (no, si), irinotecan (no,
si), oxaliplatino (no, si)

Covariables 3-5 semanas: CTC (<3,
=3 CTC/7.5 ml), linea de tratamiento
(12, 2¢/3%), edad a la entrada en el
estudio (<65, =65 afos), ECOG

(0, 1, 2), bevacizumab (no, si),
oxaliplatino (no, si)

Covariables 6-12 semanas: CTC
(<8, 283 CTC/7.5 ml), linea de
tratamiento (12, 2/3?%), edad a

la entrada en el estudio (<65,

=65 anos), ECOG (0, 1, 2),
bevacizumab (no, si)

Covariables 13-20 semanas: CTC
(<8, 283 CTC/7.5 ml), linea de
tratamiento (12, 22/32%)

Calidad del estudio

Nivel 3
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Estudio

Huang, 2014

Disefio del estudio

Disefio: Meta-andlisis

Localizacion geografica: No procede

N° pacientes: 1297 (6 estudios)

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: No consta

Objetivos del
estudio

Evaluar el significado prondstico y predictivo de las CTC en la evaluacion de la
respuesta a la QT en pacientes con CCR

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: No consta

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: Estadios II-IV, tratamiento QT, evaluacién de respuesta al
tratamiento segun los criterios RECIST, muestra de sangre periférica, n>20.
Hasta 04/2014

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SLP:

Estadios lI-IV:

HR=1.769 (IC,,,=1.180-2.651), ’=90.2%

Pacientes tratados quirdrgicamente (CCRm:; n=1 estudio):

HR=1.981 (IC,_,=1.478-2.654)
Cambios de CTC a lo largo del seguimiento (CCRm; de bajo/alto a alto vs de alto
a bajo):

HR=2.095 (IC, ,=1.105-3.969), :=74%

SG:

HR=2.452 (1.484-4.050), ’=89.9%

Pacientes tratados quirdrgicamente (CCRm; n=1 estudio):

HR=1.738 (IC,,,=1.296-2.332)

Cambios de CTC a lo largo del seguimiento (CCRm; de bajo/alto a alto vs de alto
a bajo):

HR=3.604 (IC,,,=2.096-6.197), ’=52.9%

Calidad del estudio

Nivel 3

Comentarios

Otros resultados de interés:
Tasa de control de la enfermedad:

Estadios [I-IV:
RR=1.110(IC,,,=0.784-1.571), P=74.6%
CCRm:

RR=1.292 (IC,,,=1.005-1.660), ’=42.4%

Cambios de CTC a lo largo del seguimiento (estadios II-IV; aumento vs
disminucion de CTC, n=1 estudio): OR=39.00 (IC_,=2.932-518.841)
Respuesta a la QT:

RR=1.326 (IC,,,=0.904-1.946), I’=22.5%
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Estudio

Huang, 2015 *

Disefio del estudio

Disefio: Meta-andlisis

Localizacion geografica: No procede

N° pacientes: 1847 (11 estudios)
Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: No consta

Objetivos del
estudio

Evaluar el significado prondstico de las CTC en pacientes con CCR

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: No consta

Sexo (mujer): No consta

Criterios inclusion: Varios estadios, tratamiento QT adyuvante, evaluacion de
respuesta al tratamiento segun los criterios RECIST, muestra de sangre periférica.
Hasta 12/2014

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SLP:

HR=1.80 (IC,,,=1.52-2.13), p<0.01, I’=43.9%

Umbral =1 CTC/7.56 ml: HR=1.46 (IC,_,=0.92-2.31), p=0.11
Umbral =1 CTC/7.5 ml: HR=1.53 (IC,,,=0.72-3.25), p=0.27
Umbral 23 CTC/7.5 ml: HR=1.79 (IC,, =1.562-2.11), p<0.01
CTC basal:

HR=1.55 (IC,,,=1.35-1.77), p<0.01, ’=4.0%

CTC durante la QT:

HR=2.50 (IC,=2.14-2.92), p<0.01, ’=0.0%

SG:

CTC+ vs CTC-:

HR=2.00 (IC,,,=1.49-2.69), p<0.01, I’=67.1%

Umbral =1 CTC/7.5 ml: HR=2.94 (IC,,,=0.51-17.01), p=0.23
Umbral 21 CTC/7.6 ml: HR=1.67 (IC,,,=0.84-3.31), p=0.27
Umbral 23 CTC/7.5 ml: HR=1.66 (IC,,,=1.14-2.42), p<0.01

CTC basal: HR=1.78 (IC,,,=1.34-2.37), p<0.01, I’=54.3%

CTC durante la QT: HR=3.02 (IC,,,=2.07-4.40), p=0.01, I’=61.6%

Calidad del estudio

Nivel 4

Comentarios

Otros resultados de interés:

Respuesta a la QT adyuvante:

CTC basal:

CTC+ vs CTC-: 33% (IC,,,,=27-39%) vs 39% (IC,,,=34-44%), RR=0.79
(IC,,,=0.63-0.99), p=0.04, 12=7.0%

CTC durante la QT:

CTC+vs CTC-: 17% (IC,,=6-28%) vs 46% (IC,_,=33-59%),

RR=0.41 (IC,,,=0.22-0.77), p=0.01, 12=0.0%
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Estudio

Sastre, 2012 %

Disefio del estudio

Diseno: ECA, multicéntrico (estudio MACRO)

Aleatorizado para recibir tratamiento

Localizacion geogréfica: Espafia

N° pacientes: 180

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Basal, después del ciclo 3 y a la progresién

Objetivos del
estudio

Evaluar el valor prondstico y predictivo de las CTC

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 65 afios (rango 40-82)

Sexo (mujer): 34.4%

Criterios inclusion: CCRm, enfermedad medible, tratamiento de 1?2 linea de

la enfermedad metastésica, no QT previa para enfermedad metastésica, no
contraindicacion para bevacizumab, =18 afos, ECOG <2, funcién hepatica y
renal adecuada

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: 6 ciclos de XELOX + bevacizumab — aleatorizado para
recibir XELOX o XELOX + bevacizumab

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: TC al final de ciclo 3y 6 y después cada 9 semanas.
Criterios RECIST 1.0 (48).
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SLP_7.81(IC,,, =6.69-9.85) meses

vs 12.00 (IC,,,=10.17-14.24) meses,
p=0.0002

Modelo 1: HR=1.630 (IC,,, =1.050-2.531),
p=0.0296

Modelo 2: HR=1.469 (IC,,,=0.975-2.215),
p=0.0695

CTC después de 3er ciclo de QT:
SLP_7.5(C,,=4.1-10.0) meses vs 10.8
(IC,,,=9.7-12.6) meses, p=0.005
Cambios CTC basal — 3er ciclo:

<3 — <8 CTC: SLPm 12.4 (IC,,,=10.2-
15.1) meses

=3 - <8 CTC: SLPm 9.2 (IC,,,=7.1-10.6)
meses

Estudio Sastre, 2012 %
Resultados SLP: Covariables modelo 1: CTC
CTC basal: (<8, 28 CTC/7.5 ml), ECOG

(0/1, 2), edad (<70, =70afos),

n° érganos afectados (1,

=2), LDH (normal, anormal),

FFAA (normal, anormal), sexo,
tratamiento (XELOX+bevacizumab,
bevacizumab solo)

Covariables modelo 2: CTC (<3, =3
CTC/7.5 ml), LDH (normal, anormal

<3023 —=23CTC: SLPm7.5(C_ =4.1-

10.0) meses,

p=0.0011

SG: Covariables modelo 1: CTC
CTC basal: (<8, 283 CTC/7.5 ml), ECOG

SGm 17.7 (IC,,=12.6-23.1) meses

vs 25.09 (IC,.,=21.03-28.88) meses,
p=0.0059

Modelo 1: HR=1.520 (IC,,,=0.976-2.368),
p=0.0637

Modelo 2: HR=1.539 (IC,,, =1.001-2.369),
p=0.0497

CTC después de 3er ciclo de QT:

SGm 16.2 (IC,,, =9.3-26.0) meses vs 25.1
(IC,,,=20.0-28.4) meses, p=0.0095
Cambios CTC basal — 3er ciclo:

<8 — <8 CTC: SGm 26.7 (IC,,,=21.9-29.0)
meses

=3 — <3 CTC: SGm 20.0 (IC,,=13.7-29.0)
meses

<3023 — =3 CTC: SGm 16.2 (IC,,,=9.3-
26.0) meses,

p=0.0122

95%

(0/1, 2), edad (<70, =70anos),
numero de érganos afectados

(1, 22), LDH (normal, anormal),
FFAA (normal, anormal), sexo,
tratamiento (XELOX+bevacizumab,
bevacizumab solo)

Covariables modelo 2: CTC (<3,
=3 CTC/7.5 ml), nUmero érganos
afectados (1, =2), LDH (normal,
anormal)

Calidad del estudio

Nivel 2

Comentarios

Otros resultados de interés:
Tasa de respuesta:
CTC basal (=3 CTC vs <3 CTQ):

40.0% vs 48.4%; OR=1.4 (IC,,,=0.78-2.55), p=0.2563

CTC después de 3er ciclo de QT:

26.1% vs 53.2%, OR=3.22 (IC,_, =1.25-9.43), p=0.0168
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Estudio

Seeberg, 2015 *

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva

Localizacion geogréfica: Noruega

N° pacientes: 194

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes de la cirugia u otro tratamiento si no resecable
(n=22)

Objetivos del
estudio

Estudiar el valor prondstico y predictivo de las CTC y DTC en relacion a la
resecabilidad y supervivencia en pacientes con CCRm referidos para extirpacion
quirdrgica de metastasis hepaticas

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 65 afos (rango 31-93)

Sexo (mujer): 45.9%

Criterios inclusion: CCRm, metéstasis hepaticas

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Reseccion quirdrgica 78.9%, QT neoadyuvante 63.4%, QT
adyuvante 64.4%

Tiempo de seguimiento: Mediana 8 meses

Frecuencia de seguimiento: Revision clinicay TC cada 4 meses

Resultados

SLE/SLP: Covariables: CTC (<2, =2 CTC/7.5
HR=2.32 (IC,,,=1.26-4.27), p=0.007 ml), n® metastasis hepaticas,
Tumores resecables (SLE): enfermedad extrahepatica no

SLE a 3 meses: 88% resecable (no, si), margenes de
SLE a 1 ano: 48.5% reseccion (RO, R1)

SLE a 2 afos: 30.5%

SLE a 4 afios: 19.9%, p<0.001
HR=2.93 (IC,,,=1.53-5.66), p=0.001
Tumores no resecables (SLP):

no signif

SG: Covariables: CTC (<2, =2 CTC/7.5
SG, 7.1+6.9 meses vs 35.5+4.4 meses, ml), CEA (<60, >60 ng/ml),
p<0.001 inoperabilidad (no, si)

HR=2.48 (IC,,,=1.40-4.38), p=0.002 Covariables tumores resecables:
Tumores resecables: CTC (<2, =2 CTC/7.5 ml), n°

SG a 3 meses: 98.7% metastasis hepaticas

SG a1 ano: 91.6%, Covariables tumores no resecables:
SG a2 afos: 85.4% CTC (<2, 22 CTC/7.5 ml), CEA
SG a 4 anos: 59.2%, p=0.037 (<60, >60 ng/ml), ECOG (0, =1)
HR=2.78 (IC_, =1.10-7.02),p=0.030

95%

Tumores no resecables:
HR=2.86 (IC,,,=1.36-6.01), p=0.006

Calidad del estudio

Nivel 2
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Estudio Sotelo, 2015

Disefio del estudio Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico

Localizacion geogréfica: Espana

N° pacientes: 472

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de tratamiento adyuvante
(4-8 semanas después de la cirugia)

Objetivos del Estudiar la correlacion entre las CTC, SLP y SG para identificar subgrupos
estudio prondsticos en CCR estadio Il

Caracteristicas de Edad: Mediana 66 afos (rango 31-87)

los pacientes Sexo (mujer): 46.2%

Criterios inclusion: Cancer de colon o parte superior del recto, adenocarcinoma,
estadios lll A, By C, =218 afios

Criterios exclusion: Diagnostico previo de enfermedad maligna (incluidos los
carcinomas in situ), evidencia de enfermedad residual o metastasica
Tratamiento recibido: 5-fluorouracilo/capecitabina 19.9%, FOLFOX 39.4%,
XELOX 32.2%, otro 2.3%, desconocido 6.1%

Tiempo de seguimiento: Mediana 40 meses

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados SG:? Covariables: CTC (0, =1 CTC/7.5
No diferencias significativas ni en el tiempo | ml), tratamiento adyuvante (no, si),
de supervivencia ni en la supervivencia a estadio T (T1-3, T4), estadio N

los 3 afios (N1, N2), invasion de vasos
HR=0.96 (IC,_,=0.56-1.65), p=0.892 linfaticos (no, si), invasion vascular
(no, si)

Calidad del estudio | Nivel 2

FOLFOX — 5-fluorouracilo + leucovorin + oxaliplatino; XELOX - capecitabina + oxaliplatino
(3) No se han incluido los datos de SLE en la revision ya que los autores no especificaron el modo de
seguimiento.
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Cancer de prostata

Estudio

de Bono, 2008 &

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico

Doble ciego

Localizacion geogréfica: Estados Unidos y Reino Unido

N° pacientes: 231

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de nueva QT y antes de cada ciclo
(2-5, 6-8, 9-12, 13-20 semanas desde el inicio) hasta 18 meses o recurrencia

Objetivos del
estudio

Valorar si los cambios en el niumero de CTC a las 2-5 semanas desde el inicio de
nuevo tratamiento tiene valor prondstico para la supervivencia global

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 70+9 afios, mediana 70 (rango 45-92)

Criterios inclusion: CPHRm, enfermedad progresiva (aumento del PSA, nuevas
lesiones dseas 0 metastasis de tejido blando en crecimiento), 4-6 semanas de
periodo de lavado desde la finalizacion del tratamiento antiandrogénico, no RT o
tratamiento con radionuclidos en los Ultimos 30 dias, testosterona <50 ng/mL,
PSA >5 ng/mL, ECOG 0-2

Criterios exclusion: Metastasis cerebrales, historia de otra enfermedad maligna en
los Ultimos 5 afos

Tratamiento recibido: Taxotere 70%

Tiempo de seguimiento: Media 16.1+4.9 meses (rango 1.9-25.7) en los vivos
Frecuencia de seguimiento: No consta
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Estudio

de Bono, 2008 &

Resultados

SG:

CTC basal:

SG, 11.5(C,,,=9.3-13.7) meses vs 21.7
(IC,,,=21.3-no valorable) meses, p<0.0001
HR=1.81 (IC,,=1.10-2.97), p=0.019

CTC a 2-5 semanas:

SG, 9.5 (C,,,=5.8-10.7) meses vs 20.7
(IC,,,=20.5-no valorable) meses, p<0.0001
CTC a 6-8 semanas:

SG, 8.5 meses vs 19.9 meses, p<0.0001
CTC a9-12 semanas:

SGm 7.6 (IC,,,=6.2-8.6) meses vs 19.6
(IC,,,=18.5-no valorable) meses, p<0.0001
HR=4.40 (IC_,=2.43-7.97), p<0.001

CTC a 13-20 semanas:

SG, 6.7 meses vs 19.8 meses, p<0.0001
Cambios CTC basal — final:

25 — 25 CTC (n=71) vs 25 = <5 CTC
(n=45): SGm 6.8 (IC,,,=5.8-10.3) meses
vs 21.3 (IC,,, =18.4-no valorable) meses,
p<0.0001

25 — 25 CTC (n=71) vs <56 = <5 CTC
(n=88): SG, 6.8 (IC,,,=5.8-10.3) meses

vs >26 (IC,,=21.4-no valorable) meses,
p<0.0001

<6 — =5 CTC (n=26): SGm 8.3 (IC,,=8.2-
11.3) meses

Covariables basal: CTC (<5, =25
CTC/7.5 ml), ECOG basal (0, 1,

2), Hb basal (cont.), LDH basal
(cont.), FFAA basal (cont.), linea de
tratamiento (cont., 1-6), tratamiento
con taxotere (no, si), metastasis
6seas (no, si)

Covariables 9-12 semanas: CTC

a 9-12 semanas (<5, =5 CTC/7.5
ml), ECOG basal (0, 1, 2), linea de
tratamiento (cont., 1-6), tratamiento
con taxotere (no, si), reduccion
PSA basal — 9-12 semanas (<30%,
>30%)

Precision pronéstica:

Supervivencia global, umbral =25 CTC/7.5
ml*:

S5e=38.9% (IC,,,=30.2-48.3), Sp=25.2
(C,,,=18.1-34.0), VPP=33.6% (IC,,,=25.9-
42.3), VPN=29.8% (IC,,,=21.5-39.7).
Supervivencia a los 12 meses, <5 CTC/7.5
ml vs disminucion PSA >30%:

AUC_, =81.5% (IC,,,=74.0-89.0%),
AUC,_,=67.5% (IC__,=58.2-76.9%),
p=0.0218

Calidad del estudio

Nivel 3

(*) Calculado de los datos proporcionados por los autores
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Estudio

Goldkorn, 2014 ¢

Disefio del estudio

Disefio: ECA, multicéntrico

Doble ciego

Aleatorizado para recibir atrasentan

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 238 determinacion CTC basal/232 determinacion basal y dia 21
Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: Antes del ciclo 1 (dia 0) y 2 de tratamiento (dia 21)

Objetivos del
estudio

Estudiar el valor prondstico y predictivo de las CTC en CPHRm en tratamiento de 12
linea con docetaxel

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 69+9 afios, mediana 69 afos (IQR=62-76)

Criterios inclusion: CPHRm, metastasis dseas, tratamiento de 12 linea con
docetaxel

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Docetaxel 75 mg/m2 cada 3 veces + prednisona oral diaria,
aleatorizado para recibir placebo o atrasentan

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta. Criterios RECIST 1.0 (48).

Resultados SG: Covariables basal: CTC basal: CTC (<5,
CTC basal: =5 CTC/7.5 ml), PSA basal, Hb basal,
SG,, 13 meses vs 26 meses FFAA basal, enfermedad hepatica (no,
HR=2.74 (IC,=1.72-4.37), p<0.001 sf), edad, raza (negra, otra), ECOG,
Cambios CTC (0-21 dias): tipo de progresion inicial (solo PSA,
Aumento (cont.): HR=2.55 (IC,,,=1.04- | enfermedad medible o evaluable),
6.24), p=0.041 dolor (BPI <4, =4), extension de la
Aumento (<5 — =5 CTC): HR=6.47 enfermedad (minima, extensa)
(IC,,,=1.96-21.42), p=0.002 Covariables cambios CTC: CTC dia 21
Disminucién (cont.): HR=1.47 (<5, =25 CTC/7.5 ml), CTC basal (<5,
(IC,,,=0.69-3.13), p=0.324 =5 CTC/7.5 ml), PSA basal, cambio
Disminucion (=5 CTC — disminucion PSA 0-21 dias, Hb basal, ALP basal,
=50%): HR=0.53 (IC,,,=0.27-1.06), enfermedad hepatica (no, si), raza
p=0.071 (negra, otra), ECOG, tipo de progresion
inicial (solo PSA, enfermedad medible o
evaluable), dolor (BPI <4, =4), extension
de la enfermedad (minima, extensa)

Precision pronéstica:

Supervivencia a 2 afnos:

AUC_,=0.781

AUC,,,=0.65

Calidad del estudio | Nivel 2
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Estudio

Goldkorn, 2014 ¢

Comentarios

Otros resultados de interés:

Tasa de respuesta medida a través del PSA:

=5 CTC vs <5 CTC: 44% (IC,,,=34-53%) vs 63% (IC
Cambios CTC:

<6 — <5 CTC (n=66): 64% (IC,,,=51-75%)

<6 — =5 CTC (n=9): 33% (IC,,,=7-70%)

=5 — <5 CTC (n=64): 50% (IC,,,=37-63%)

=5 — =5 CTC (n=19): 26% (IC,,,=9-51%), p=0.02
=5 CTC — disminucién >50%:

HR=4.63 (1.12-18.8), p=0.035

Tasa de respuesta medida a través de los criterios RECIST:

=5 CTC vs <5 CTC: 14% (IC,,,=6-26%) vs 31% (IC,,,=18-45%), p=0.05
Cambios CTC:

no signif.

=52-72%), p=0.01

95%

Estudio

Ma, 2014 ©

Disefio del estudio

Disefio: Meta-andlisis

Localizacion geogréfica: No procede

N° pacientes: 1026 (9 estudios)

Técnica: CellSearch®

Momento determinacién CTC: No consta

Objetivos del
estudio

Estudiar la correlacion entre la supervivencia y el nimero de CTC o DTC en pacientes
con CP

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: No consta

Criterios inclusion: Medicion CTC o DTC
Criterios exclusion:

Tratamiento recibido: No consta
Tiempo de seguimiento: No consta
Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

SG (8 estudios, n=946):
HR=2.36 (IC,,,=1.95-2.85), p<0.00001, ’=91%

Calidad del estudio

Nivel 4

Comentarios

Otros resultados de interés (se encontré un solo estudio con n=80, con lo que no
cumpliria los criterios de inclusién):

SLRb (1 estudio, n=80):

HR=2.53 (IC,,,=1.66-3.85), p=0.0003, I’=50%

DTC - células tumorales diseminadas, SLRb — supervivencia libre de recurrencia bioguimica (PSA
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Estudio

Scher 2009

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva, multicéntrico

Doble ciego

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 156

Técnica: CellSearch®

Momento determinacion CTC: Antes del inicio de tratamiento y antes de cada
nuevo ciclo, hasta la progresion

Objetivos del
estudio

Estudiar la asociacion entre diferentes definiciones de progresion segun las CTC y el
PSA 'y su relacion con la supervivencia

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 70 afios (rango 49-87)

Criterios inclusion: CPHRm, enfermedad progresiva, tratamiento de 12 linea, no
RT en los Ultimos 30 dias, testosterona <50 ng/dl, PSA pre-tratamiento =5 ng/

ml, ECOG 0-2

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Docetaxel 81%, otro 18%, desconocido 1%

Tiempo de seguimiento: Mediana 18.5 (IC,,,=14.2-22.4) meses en los muertos,
21.6 meses (rango 0.03-32.7) en los vivos

Frecuencia de seguimiento: Antes de cada ciclo de QT hasta progresion

Resultados

SG: Covariables: CTC basal (<5, =5
CTC basal: CTC/7.5 ml), CTC fold change,
HR=1.34 (1.17-1.53), p<0.0001 LDH

CTC fold change 4 semanas:
HR=1.57 (1.27-1.94), p<0.0001
CTC fold change 8 semanas:
HR=1.44 (1.21-1.72), p<0.0001
CTC fold change 12 semanas:
HR=1.46 (1.23-1.66), p<0.0001

Calidad del estudio

Nivel 3

Comentarios

CPE del mejor modelo (CTC basal, CTC fold change, LDH): 0.72-0.75

CPE - estimador de la probabilidad de concordancia
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Estudio

Thalgott, 2013 ™

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva

Ciego (CTC)

Localizacion geogréfica: Alemania

N° pacientes: 75 (CPla n=20, CPHRm n=40, CPTRm n=15)

Técnica: CellSearch®

Comparador: TC, escaner 6seo, RM (en CPla), PSA, LDH, ALP, Hb, calcio
Momento determinacién CTC: Antes de la prostatectomia radical (CPla), antes
del inicio de tratamiento con docetaxel (CMHRm), al diagnéstico de la progresion
(CPTRm)

Objetivos del
estudio

Analizar el nimero de CTGC, la tasa de deteccién de CTC y la proporcion de
pacientes con un nimero de CTC no favorable en diferentes estadios. Valorar el valor
prondstico del nimero de CTC para la presencia de enfermedad metastésica y SG

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: CPla: Media 68.1 afios, mediana 70 afios (rango 52-77); CPHRm: media
69.3 afos, mediana 70 afos (rango 52-82); CPTRm: media 67.3 afos, mediana
70 afnos (rango 44-82)

Criterios inclusion: Adenocarcinoma de prostata

Criterios exclusion: Historia de otra enfermedad maligna en los Ultimos 5 afios
Tratamiento recibido: CPHRm: prostatectomia radical 30.0%, EBRT 7.5%,
tratamiento paliativo 62.5%, deplecién de andrégenos 100.0%; CPTRm:
prostatectomia radical 40.0%, EBRT 6.7 %, tratamiento paliativo 53.3%,
deplecion de andrégenos 100.0%, docetaxel 100.0%

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

Supervivencia (CPHRm y CPTRm):

Se=74%, Sp=67% (significativo para CPHRm p=0.026 pero no para CPTRm
p=0.054)

Se=87%, Sp=67%, AUC=0.78 (0.6-0.9), p<0.001

Calidad del estudio

Nivel 4

CPla - cancer de prostata localmente avanzado, CPTRm — cancer de prostata metastasico resistente a
taxanos, EBRT - radioterapia de haz externo
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Estudio

Thalgott, 2015 ™

Disefio del estudio

Disefno: Cohorte prospectiva

Ciego

Localizacion geogréfica: Alemania

N° pacientes: 33

Técnica: CellSearch®

Comparador: TC (criterios RECIST 1.1 (72)) después de los ciclos 4 y 10; pruebas
de laboratorio (PSA, LDH y FFAA) - basal, después de los ciclos 1, 4 y 10; escaner
6seo después de los ciclos 4y 10

Momento determinacién CTC: Basal, después del ciclo 1, 4 y 10 del tratamiento

Objetivos del
estudio

Comparar el valor prondstico del nimero de CTC post-tratamiento y el odds ratio
para la prediccion de la supervivencia

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Media 70 afos, mediana 70 afos (rango 53-82),

Criterios inclusion: CPHRm, tratamiento de 12 linea con docetaxel

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: Docetaxel cada 3 semanas (75 mg/m?). Tratamiento
primario: prostatectomia radical 27.3%, EBRT 12.1%, tratamiento paliativo
60.6%.

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: Después del 1er, 4°y 10° ciclo de tratamiento.
Criterios RECIST 1.1 (72) y respuesta clinica objetiva (combinacion de la
condicion médica del paciente, pruebas de imagen y laboratorio rutinarias (incl.
escéaner 6seo, LDH, FFAA y PSA)

Resultados

Predicciéon muerte a 12 meses:

Ciclo 1.

CTC: Se=72.2%, Sp=86.7%, AUC=79.5%, p=0.004

Reduccion PSA 250 %: Se=16.7%, Sp=93.3%, AUC=55.0%, p=0.6
Ciclo 4.

CTC: Se=66.7%, Sp=86.7%, AUC=76.7%, p=0.009

Reduccion PSA 250 %: Se=27.8%, Sp=46.7%, AUC=37.2%, p=0.2
RECIST: Se=44.4%, Sp=100%, AUC=72.2%, p=0.03

Respuesta clinica: Se=50.0%, Sp=100%, AUC=75.0%, p=0.015

Calidad del estudio

Nivel 2

EBRT - radioterapia de haz externo
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Biopsias liquidas

Cancer de mama

Estudio

Higgins, 2012

Disefio del estudio

Diseno: Serie de casos; retrospectivo y prospectivo

Ciego

Localizacion geogréfica: Retrospectivo: Alemania. Prospectivo: Estados Unidos
N° pacientes: Retrospectivo: n=49. Prospectivo: n=60.

Técnica: BEAMing Digital PCR

Mutacién: PIKBCA

Comparador: Secuenciacion estandar del tejido tumoral (FFPE)

Momento determinacién ADNtp: Retrospectivo: recogida tumor y sangre el mismo
dia (biobanco). Prospectivo: recogida en momentos diferentes: mediana de
diferencia 5.0 afos (rango 0.26-23.9).

Objetivos del
estudio

Describir las tasas de deteccion de mutaciones observadas (observed mutation
detection) y concordancia, y sus implicaciones para la practica clinica e investigacion

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 62 afos (rango 39-84)

Sexo: 100%

Criterios inclusion: CMm con evidencia patolégica/ radiolégica de enfermedad
metastasica recurrente, disponibilidad de una muestra de tejido del tumor
primario

Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

Retrospectivo:

Concordancia tejido-sangre 100%, k=1.0

Prospectivo:

Concordancia 72.5%, «=0.4829 (0.22-0.74).

BEAMing-secuenciacion estandar en el tejido tumoral (n=41): concordancia
100%, k=1.0

Calidad del estudio

Nivel 3

FFPE - fijado en formol y embebido en parafina
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Estudio

Beaver, 2014

Disefio del estudio

Disefo: Serie de casos prospectiva

Localizacion geogréfica: Estados Unidos

N° pacientes: 29 (30 tumores)

Técnica: ddPCR™

Mutacion: PIKBCA

Comparador: Secuenciacion de Sanger del tejido tumoral (FFPE)
Momento determinacion ADNtp:

Objetivos del
estudio

Evaluar la capacidad de ddPCR™ para detectar las mutaciones PIK3CA en tumores
primarios (FFPE) y en el plasma en pacientes con CM en estadios tempranos antes y
después de la cirugia

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 60 afios (rango 38-77)

Sexo: No consta

Criterios inclusiéon: CM estadios I-Ill antes del tratamiento quirtrgico
Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: Mediana 36 meses

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

Comparacién tumor-sangre pre-cirugia:
Se=93.3% (75.5-93.3%), Sp=100% (82.2-100.0%), AG 96.7% (78.9-96.7%)

Calidad del estudio

Nivel 4

FFPE - fijado en formol y embebido en parafina
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Estudio

Gevensleben, 2013 7

Disefio del estudio

Disefo: Serie de casos consecutiva prospectiva

Ciego

Localizacion geogréfica: Reino Unido

N° pacientes: Cohorte de desarrollo: n=65. Cohorte de validacion: n=58.
Técnica: ddPCR™

Mutaciéon: HER2:EFTUD2 (en 17g21.31)

Comparador: Hercept test (3+) o FISH/SISH (HER2:CEP17 ratio =2.2) en el tumor
primario o en la biopsia de la metastasis recurrente

Momento determinacién ADNtp: A la entrada en el estudio (al diagnosticar la
progresion)

Objetivos del
estudio

Estudiar si la PCR digital podria ser adaptada para detectar pequefos incrementos
de las copias de genes en ADN plasmatico que se asocian a amplificacion especffica
para el cancer. Desarrollar un ensayo para HER2 y demostrar la concordancia de

la PCR digital con el estatus HER2 derivado del tumor y validarlo en una cohorte de
validacién independiente.

Caracteristicas de
los pacientes

Edad: Mediana 60 afios (rango 30-83)

Sexo: No consta

Criterios inclusion: CMm con tratamiento previo y de progresion reciente
Criterios exclusion: No consta

Tratamiento recibido: No consta

Tiempo de seguimiento: No consta

Frecuencia de seguimiento: No consta

Resultados

Cohorte de desarrollo:

AUC=0.92 (0.86-0.99), p=0.0003.
Cohorte de validacion:

Se=64%, Sp=94%, VPP=70%, VPN= 92%

Calidad del estudio

Nivel 2

CEP-17 - centromero del cromosoma 17, FISH/SISH - hibridacion fluorescente in situ/ hibridacion in situ

con plata
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