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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, y constituye el tumor de mayor incidencia en Espaiia.
A pesar de los avances en cribado y tratamiento, una proporciéon significa-
tiva de pacientes con enfermedad localizada recae tras la cirugia, lo que refleja
la persistencia de enfermedad minima residual (MRD). En este contexto, el ADN
tumoral circulante (ctDNA) ha emergido como un biomarcador revolucionario
capaz de detectar MRD con una sensibilidad y especificidad muy superiores a las
herramientas convencionales como el antigeno carcinoembrionario (CEA) y las
técnicas de imagen.

El ctDNA permite identificar clones tumorales residuales, estratificar el riesgo de
recaida y anticipar recurrencias clinicas hasta un afio antes que la radiologia. Existen
dos enfoques tecnoldgicos principales: los ensayos Tumor Informed, que se basan
en mutaciones especificas del tumor y ofrecen una elevada sensibilidad, y los Tumor
Agnostic, que utilizan paneles predeterminados o firmas epigenéticas, con mayor
rapidez y aplicabilidad universal. Numerosos estudios prospectivos y ensayos clinicos
—entre ellos DYNAMIC, CIRCULATE-JAPAN y BESPOKE— han demostrado el
valor prondstico del ctDNA, consolidindolo como el marcador més robusto en CCR
localizado. Ademas, su monitorizacién seriada abre la posibilidad de guiar decisiones
terapéuticas, permitiendo reducir tratamientos innecesarios en pacientes con ctDNA
negativo y plantear estrategias de intensificaciéon en ctDNA positivo.

Sin embargo, persisten retos relevantes: la baja liberacién tumoral en ciertos casos
(low shedders), los falsos positivos derivados de hematopoyesis clonal (CHIP), la
ausencia de estandarizacion entre plataformas y el elevado coste. A pesar de ello,
el futuro apunta a una integracion creciente del ctDNA en la practica clinica, tanto
en la individualizacién del tratamiento adyuvante como en la deteccidén precoz de
recaidas y, potencialmente, en el cribado poblacional.

En conclusién, el ctDNA constituye un cambio de paradigma en la oncologia de
precision del CCR, ofreciendo la oportunidad de personalizar el manejo terapéu-
tico y mejorar los resultados clinicos mediante una aproximacién mas temprana y
biolégicamente fundamentada.

Abstract

Colorectal cancer (CRC) remains one of the leading causes of cancer-related
morbidity and mortality worldwide and represents the most frequently diagnosed
tumor in Spain. Despite advances in screening and treatment, a substantial propor-
tion of patients with localized disease experience relapse after surgery, reflecting the
persistence of minimal residual disease (MRD). In this context, circulating tumor
DNA (ctDNA) has emerged as a revolutionary biomarker capable of detecting MRD
with sensitivity and specificity far superior to conventional tools such as carcino-
embryonic antigen (CEA) and imaging techniques.

CtDNA enables the identification of residual tumor clones, stratification of
recurrence risk, and early detection of relapse up to one year before clinical or
radiological evidence. Two main technological approaches are currently available:
Tumor-Informed assays, which rely on patient-specific tumor mutations and offer
high sensitivity but require tumor tissue and longer turnaround times; and Tumor-
Agnostic assays, based on predefined panels or epigenetic signatures, which are
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faster and universally applicable but generally less sensitive. Numerous prospec-
tive studies and clinical trials —including DYNAMIC, CIRCULATE-JAPAN, and
BESPOKE— have consistently demonstrated the strong prognostic value of ctDNA,
consolidating it as the most robust biomarker in localized CRC. Moreover, longitu-
dinal ¢tDNA monitoring provides an opportunity to guide therapeutic decisions:
reducing unnecessary chemotherapy in ctDNA-negative patients while considering
treatment intensification in ctDNA-positive cases.

Nevertheless, significant challenges remain, including low shedding tumors, false
positives derived from clonal hematopoiesis (CHIP), lack of standardization across
platforms, and high costs. Despite these limitations, the future of ctDNA in clinical
practice is highly promising, with potential applications not only in tailoring
adjuvant therapy and enabling earlier detection of relapse but also in population-
based CRC screening.

In conclusion, ctDNA represents a paradigm shift in precision oncology for CRC,
offering the opportunity to personalize therapeutic management and improve

RANM

patient outcomes through earlier, biology-driven interventions.

INTRODUCCION

El cadncer colorrectal (CCR) constituye en la
actualidad uno de los principales retos de
la oncologia moderna, tanto por su elevada
incidencia como por el notable impacto clinico,
social y econémico que conlleva. Segtin los
datos mas recientes de la Sociedad Espanola de
Oncologia Médica (SEOM 2025) (1), elaborados
a partir de los registros nacionales (REDECAN)
(2) y de la Agencia Internacional para la Investi-
gacion del Cancer (IARC) de la Organizacion
Mundial de la Salud (3), el CCR se sitia como
la neoplasia maligna mas frecuente en Espaia,
con 44.573 nuevos diagndsticos anuales, lo que
representa aproximadamente el 15% de todos los
tumores malignos. La prevalencia a cinco afios
se estima en 84.763 casos y la mortalidad anual
alcanzalos 15.114 fallecimientos, lo que convierte

al CCR en la segunda causa de muerte por cancer
en nuestro pais.

El pronédstico del CCR depende de forma critica
del estadio tumoral en el momento del diagnds-
tico. La supervivencia global a cinco afios supera
el 90% en el estadio I (T1-2, NO), se sitia entre
el 60% y el 80% en el estadio II (T3-4, NO),
desciende al 30-60% en el estadio IIT (N+) y
cae por debajo del 5% en el estadio IV, corres-
pondiente a enfermedad metastdsica. Desde el
punto de vista epidemiolégico, aproximadamente
el 10-15% de los pacientes se diagnostican en
estadio I, el 30% en estadio II, el 35% en estadio
IIT y entre el 20% y el 25% en estadio IV. En
conjunto, los estadios I y II representan mas de
28.000 nuevos casos anuales en Espafia, constitu-
yendo el nucleo principal de pacientes con CCR
potencialmente curable mediante cirugia, con o
sin tratamiento adyuvante (Figura 1).

MAGNITUD DEL CANCER COLORRECTAL Y RELEVANCIA DEL ESTADIO LOCALIZADO

INCIDENCIA Extension |Frecuencia | Curacion
) ) ESTADIO | 10-15% 85-95%
Cancer: ——» CCR: 44.294 (15.4%)
286.664 Tumor més frecuente ESTADIO Il 30% 60-80%
(Hombres 27.009, Mujeres 17.285) ESTADIO llI 35% 30-60%
MORTALIDAD ESTADIO IV 20-25% <5%
Cancerr —— CCR:15.125 (13.4%)
114.828 (24,7%) 2°causa de muerte por cancer E.Localizada: Estadios Il y IlI:
>28.000 pacientes/ afio

Figura 1. Incidencia y mortalidad del cdncer colorrectal en Espaiia y niimero estimado de pacientes diagnosticados
anualmente en estadios II-1II, potencialmente curables y principales candidatos a estrategias basadas en ADN tumoral

circulante.
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Los programas de cribado poblacional, basados
fundamentalmente en la deteccién de sangre
oculta en heces y la colonoscopia, han contribuido
de forma significativa al incremento del diagnds-
tico precoz. Sin embargo, un nimero relevante
de pacientes contintia presentandose en estadios
avanzados. Ademds, las herramientas actual-
mente empleadas para la monitorizacién postqui-
rurgica —principalmente el antigeno carcino-
embrionario (CEA) y las técnicas de imagen,
como la tomografia computarizada— presentan
limitaciones importantes en la detecciéon de la
enfermedad minima residual (EMR; minimal
residual disease, MRD), ya que identifican la
recaida cuando la carga tumoral es ya elevada, del
orden de =10° células.

En este contexto, el concepto de enfermedad
minima residual adquiere wuna relevancia
central. La EMR se define como la persistencia
de células tumorales viables tras un tratamiento
con intencién curativa que no son detectables
mediante los métodos diagndsticos convencio-
nales. La identificacién de la EMR a través del
ADN tumoral circulante (ADNtc; circulating
tumor DNA, ctDNA) representa un auténtico
cambio de paradigma en el manejo del CCR
localizado. Este biomarcador permite detectar
la recurrencia tumoral en fases mucho mas
precoces, cuando la carga celular se situa en
torno a 10°-10° células. Este intervalo temporal,
denominado “periodo ventana”, abre la posibi-
lidad de intervenir de forma anticipada, antes de
que la enfermedad sea clinicamente manifiesta,
ofreciendo asi una oportunidad unica para
optimizar el tratamiento adyuvante y mejorar
los resultados oncologicos.

TRATAMIENTO ADYUVANTE EN LOS ESTADIOS I1Y 111

La cirugia constituye la base del tratamiento del
cancer colorrectal (CCR) localizado. Sin embargo,
incluso tras una resecciéon completa con intencién
curativa, un porcentaje significativo de pacientes
presenta recaida, fundamentalmente como
consecuencia de la persistencia de enfermedad
minima residual (EMR). Con el objetivo de
reducir este riesgo, se emplea la quimiote-
rapia adyuvante, cuya indicacién y magnitud del
beneficio varian en funcién del estadio tumoral.
De acuerdo con las guias de la European Society
for Medical Oncology (ESMO), los esquemas de
tratamiento adyuvante se basan en fluoropirimi-
dinas (5-fluorouracilo o capecitabina), asociadas
a 4acido folinico y oxaliplatino, fundamentalmente
mediante los regimenes FOLFOX o CAPOX (4,5).

En el estadio II, aproximadamente el 80% de los
pacientes se curan exclusivamente con cirugia. En
este contexto, la quimioterapia adyuvante aporta
un beneficio adicional modesto en términos de
supervivencia global, estimado en torno al 3-5%.
Dicho beneficio se concentra principalmente en
los pacientes considerados de alto riesgo, definidos
por la presencia de factores adversos como tumores
T4, perforaciéon u obstrucciéon intestinal, invasion
linfatica o perineural, un numero insuficiente
de ganglios linfaticos resecados y la ausencia de
inestabilidad de microsatélites (fenotipo MSS).
En consecuencia, se distinguen estadios II de bajo
riesgo, en los que la cirugia suele ser suficiente, y
estadios II de alto riesgo, en los que se recomienda
la administracién de quimioterapia adyuvante
(Figura 2).
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Figura 2. Esquema del abordaje actual del tratamiento adyuvante en el cincer colorrectal localizado, basado fundamentalmente
en el estadio tumoral, y de las tasas de recaida observadas a pesar de la cirugia y la quimioterapia adyuvante esténdar.



En el estadio III, la cirugia por si sola permite
la curaciéon de aproximadamente el 50% de los
pacientes, mientras que la adicién de quimio-
terapia adyuvante basada en oxaliplatino
incrementa la supervivencia global en torno a
un 20-22%. El estudio IDEA (6), publicado en
2017, supuso un cambio relevante en el abordaje
terapéutico al proponer una adaptacion de la
duracién del tratamiento en funcidn del riesgo.
Asi, los pacientes con tumores T1-3 N1 obtienen
un beneficio adecuado con tres meses de quimio-
terapia adyuvante, mientras que aquellos con
tumores T4 y/o afectacién ganglionar N2 se
benefician mas claramente de seis meses de
tratamiento (Figura 2).

No obstante, la toxicidad asociada a estos
tratamientos constituye un problema clinico de
primera magnitud. El oxaliplatino puede inducir
neuropatia periférica acumulativa, en ocasiones
irreversible, ademas de toxicidad hematolégica,
gastrointestinal (diarrea, mucositis) y sistémica
(astenia, deterioro de la calidad de vida). Esta
realidad genera una doble problemdtica: por un
lado, el sobretratamiento de pacientes que no
habrian recaido trasla cirugia; por otro, el subtra-
tamiento de pacientes que, a pesar de recibir
quimioterapia estdndar, presentan recurrencia
tumoral debido a la persistencia de EMR. A ello
se suman las posibles hospitalizaciones, las bajas
laborales y el impacto psicolégico asociado al
tratamiento citotoxico.

BIOLOGIA DEL ADN TUMORAL CIRCULANTE Y FUNDAMENTOS
DE LA ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL

El ADN tumoral circulante (ADNtc) constituye
una fracciéon del ADN libre circulante (cell-free
DNA, cfDNA), detectable en plasma y en otros
fluidos bioldgicos. El ADN libre procede
de mualtiples procesos fisiolégicos y patold-
gicos, entre los que se incluyen la apoptosis
de células normales, la necrosis, la secrecién
activa a través de vesiculas extracelulares y
la liberaciéon asociada a inflamacién o dafo
tisular. Sus concentraciones pueden aumentar
tras el ejercicio fisico, en procesos inflamato-
rios o enfermedades autoinmunes y, de forma
especialmente relevante, como consecuencia
de la hematopoyesis clonal asociada a la edad,
conocida como clonal hematopoiesis of indeter-
minate potential (CHIP), fendmeno frecuente en
individuos mayores de 60 afos .

No obstante, el ADNtc presenta una serie de
caracteristicas bioldgicas especificas que permiten
diferenciarlo del ADN libre de origen no tumoral
y que sustentan su utilidad clinica como biomar-
cador.

Diversos trabajos y revisiones han analizado de
forma extensa el papel del ADNtc en el CCR locali-
zado, poniendo de manifiesto su valor prondstico
y predictivo en este contexto clinico (7-18).
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ORIGEN Y CARACTERISTICAS DEL ADNtc
El ADNtc se libera al torrente sanguineo

fundamentalmente como consecuencia de la
muerte celular tumoral, a través de procesos de
apoptosis y necrosis, aunque también puede ser
secretado activamente por las células malignas
mediante exosomas y microvesiculas. Desde el
punto de vista estructural, se presenta altamente
fragmentado, con una longitud media de 90-150
pares de bases, inferior a la de los fragmentos
derivados de células normales, que suelen medir
entre 160 y 170 pares de bases. Esta diferencia en
los patrones de fragmentacidon constituye una de
las bases biofisicas que facilitan su identificacion
y enriquecimiento analitico (Figura 3).

El ADNtc incorpora, ademds, las alteraciones
moleculares caracteristicas del tumor de origen,
entre las que destacan: a) mutaciones somaticas
puntuales, como las que afectan a genes clave en
el CCR (TP53, KRAS, NRAS, BRAF o PIK3CA);
b) alteraciones estructurales, incluyendo inestabi-
lidad de microsatélites, reordenamientos cromos6-
micos y variaciones en el nimero de copias; ¢)
cambios epigenéticos, en particular patrones
aberrantes de metilacién del ADN, que consti-
tuyen marcadores altamente especificos, estables
y reproducibles.

Otra propiedad esencial del ADNtc es su corta
vida media, estimada entre 16 minutos y 2,5 horas,
consecuencia de su rapida depuracién por el
higado, losriflonesylaaccién de nucleasas plasma-
ticas. Esta cinética confiere al ADNtc la capacidad
de reflejar en tiempo casi real la dindmica tumoral:
una desapariciéon rdpida tras la cirugia sugiere una
reseccién completa, mientras que su persistencia
o reaparicién indica la presencia de enfermedad
minima residual o una recurrencia incipiente.

EL ADNtc COMO MARCADOR DE ENFERMEDAD MiNIMA
RESIDUAL

La EMR se define como la persistencia de células
tumorales viables tras la resecciéon del tumor
primario, que no son detectables mediante los
métodos clinicos convencionales. La deteccidon
de EMR mediante ADNtc se fundamenta en su
capacidad para identificar alteraciones molecu-
lares tumorales con una sensibilidad muy superior
a la de los marcadores clasicos y las técnicas de
imagen (8-18).

Seestima que las modalidades radiolégicas conven-
cionales requieren una masa tumoral aproximada
de 10° células para identificar una lesidén, mientras
que la detecciéon de ADNtc es posible con cargas
tumorales del orden de 10°-10° células. Este
notable diferencial de sensibilidad explica por qué
el ADNtc puede anticipar la recaida clinica entre
6 y 12 meses antes de que sea evidente desde el
punto de vista radioldgico. (Figura 4).
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ORIGEN Y CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL ADN LIBRE CIRCULANTE Y DEL ADN TUMORAL CIRCULANTE
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Alt.Moleculares
Mutaciones somaticas

Metilaciones aberrantes Infecciones
Alt Microsatélites Hematop clonal
Alteraciones en nimero de copias (CHIPs) >60 afios

Figura 3. Principales fuentes del ADN libre circulante y diferencias estructurales y moleculares entre el ADN de origen tumoral
y no tumoral.

ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL Y VENTANA BIOLOGICA DEL ADN TUMORAL CIRCULANTE

A Cirugia Recaida

Diagndstico E.Avanzada

E.Macroscépica

Cocl| MEiy sl N

Enfermedad microscopica

105 “EMR” No detectable por imagen

DIAGNOSTICO \.v CURACION RECAIDA

Células tumorales

Figura 4. Esquema de la deteccion de la enfermedad minima residual tras la cirugia y de la ventana bioldgica en la que el ADN
tumoral circulante permite identificar la persistencia tumoral antes de la recaida clinica.
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La presencia de ADNtc tras la cirugia o al
finalizar la quimioterapia adyuvante constituye
un indicador robusto de enfermedad persistente
y, en la mayoria de los estudios publicados, se
asocia a un riesgo de recaida cercano al 100%
en ausencia de tratamiento adicional. Por el
contrario, la negatividad persistente del ADNtc
tras la reseccion se correlaciona con una elevada
probabilidad de curacién.

LIMITACIONES BIOLOGICAS

Pese a su extraordinario potencial, la biologia del
ADNtc presentalimitacionesintrinsecas que deben
ser consideradas. Algunos tumores, en funcién de
su localizacién anatémica (como las metdstasis
peritoneales o pulmonares) o de determinadas
caracteristicas bioldgicas, liberan cantidades
menores de ADN tumoral al torrente sanguineo,
lo que puede reducir la sensibilidad de la técnica.
Asimismo, la presencia de alteraciones clonales
derivadas de la hematopoyesis asociada a la edad
(CHIP), especialmente frecuentes en personas de
edad avanzada, puede dar lugar a falsos positivos
sino se descartan mediante el andlisis paralelo del
ADN de leucocitos periféricos.

IMPLICACIONES CLINICAS

El ADNtc no solo constituye un biomarcador
prondstico de enorme potencia, sino que se
estd consolidando progresivamente como una
herramienta predictiva de respuesta a los tratam-
ientos adyuvantes y como un elemento clave en
la toma de decisiones terapéuticas. Su capacidad
para detectar la EMR con meses de antelacién
respecto a los métodos convencionales abre una
auténtica ventana de oportunidad para intervenir
de forma precoz, ya sea intensificando el tratam-
iento en pacientes de alto riesgo o evitando
terapias innecesarias en aquellos con bajo riesgo
de recaida.

TECNOLOGIAS DE DETECCION DEL ADN TUMORAL CIRCULANTE

El desarrollo de las plataformas de secuenciacion
de nueva generacidn (next-generation sequencing,
NGS) y de técnicas ultrasensibles de PCR digital
ha permitido trasladar el andlisis del ADN tumoral
circulante (ADNtc) desde el 4mbito experimental
a la practica clinica. En la actualidad existen
dos enfoques tecnoldgicos principales para la
deteccion de enfermedad minima residual (EMR):
los denominados “tumor-informed assays” y los
“tumor-agnostic assays” Ambos comparten una
elevada especificidad, aunque difieren de forma
relevante en sensibilidad, rapidez, costes y aplica-
bilidad clinica (19, 20) (Figura 5).

LA DETECCION DE LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL
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ENFOQUE “TUMOR-INFORMED”

El enfoque tumor-informed se basa en el disefio
de una prueba personalizada a partir del analisis
gendémico del tumor primario. El proceso consta
de dos etapas fundamentales:

1. secuenciacién del tumor primario —habitual-
mente del exoma completo, que abarca unos
20.000 genes— junto con el ADN germinal
del paciente obtenido a partir de una muestra
sanguinea, con el fin de identificar mutaciones
somaticas exclusivas del tumor;

2. monitorizacién posterior en plasma mediante
PCR digital o NGS dirigida, focalizada en
un conjunto seleccionado de mutaciones
somaticas representativas del tumor (habitual-
mente entre 16 y 20).

Una ventaja adicional de este enfoque es la
eliminaciéon de las mutaciones derivadas de la
hematopoyesis clonal (CHIP), ya que estas se
identifican en la muestra sanguinea germinal y no
en la secuenciacion del tumor primario.

La principal fortaleza de los tumor-informed assays es
su elevada sensibilidad, con tasas reportadas de hasta
el 88% en estudios clinicos. Sin embargo, presentan
limitaciones relevantes: requieren disponer de tejido
tumoral, implican un tiempo de preparacion de
aproximadamente 4-6 semanas para el disefio del
panel personalizado y suponen un coste elevado.

ENFOQUE “TUMOR-AGNOSTIC”

El enfoque tumor-agnostic prescinde del analisis del
tumor primario y se basa en la secuenciacion directa
del ADNtc en plasma. Habitualmente analiza paneles
de 300-500 genes y busca mutaciones recurrentes,
patrones especificos de fragmentacion o altera-
ciones epigenéticas, particularmente de metilacidn,
caracteristicas del cancer colorrectal. Entre los
genes mas representativos se incluyen KRAS, NRAS,
TP53, APC, PIK3CA, BRAF, SMAD4 y CTNNBI. El
procedimiento es idéntico para todos los pacientes y,
por tanto, no esta personalizado.

Su principal fortaleza reside en la rapidez y accesi-
bilidad, ya que permiten obtener resultados en
aproximadamente una semana y no requieren tejido
tumoral, lo que los hace especialmente atractivos
para la practica clinica general. No obstante, su
sensibilidad es inferior a la de los ensayos tumor-
informed cuando se emplean determinaciones
unicas (en torno al 50%), aunque se incrementa de
forma sustancial mediante monitorizacién seriada,
alcanzando cifras cercanas al 88%. En el contexto
del CCR localizado, esta monitorizacion longitu-
dinal resulta esencial y se recomienda realizar
una determinacién basal a las 2-3 semanas tras la
cirugia, seguida de controles cada tres meses durante
al menos dos o tres anos (Figura 6).
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ESTRATEGIAS TECNOLOGICAS PARA LA DETECCION DEL ADN TUMORAL CIRCULANTE

“Tumor Informed Assay”
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Figura 5. Comparacion esquemdtica de los enfoques “tumor-informed” y “tumor-agnostic” para la deteccién de enfermedad
minima residual mediante ADN tumoral circulante.

RENDIMIENTO ANALITICO Y LIMITACIONES DE LAS PLATAFORMAS DE DETECCION
DE ADN TUMORAL CIRCULANTE

“TUMOR INFORMED ASSAY” TUMOR AGNOSTIC ASSAY

Determinacion Tejido y plasma Plasma

Especificidad 98% 98%

Sensibilidad 90% Deteccion unica 50%
Monitorizacion  88%

Heterogeneidad NO Sl

celular

Evolucion clonal NO S|

Figura 6. Resumen del rendimiento analitico, la sensibilidad, la especificidad y las principales limitaciones biolégicas y técnicas
de las plataformas de deteccién de ADN tumoral circulante.

LIMITACIONES TECNICAS COMUNES

Los falsos negativos, estimados en torno al 5-10%,
pueden deberse a una carga tumoral extremada-

Ambos enfoques comparten una serie de limita-
ciones técnicas, entre las que destacan los falsos

negativos y los falsos positivos.

mente baja, ala presencia de alteraciones gendmicas
no incluidas en el panel analizado, a la heteroge-
neidad tumoral con representaciéon incompleta de
los distintos clones (fendmeno de “ilusion clonal”)



o a la localizacién del tumor en compartimentos
con escasa liberacion de ADNtc a la circulaciéon
sistémica, como el peritoneo o el pulmoén.

Los falsos positivos, que pueden alcanzar hasta
un 5%, se asocian principalmente —ademads de
al ejercicio, la inflamacién o las enfermedades
autoinmunes— a la presencia de hematopoyesis
clonal (CHIP). Este fendmeno no neoplasico,
caracterizado por la adquisicién de mutaciones
somaticas en células madre hematopoyéticas y la
expansion clonal resultante, se detecta hasta en el
20% de las personas mayores de 60 anos. Los genes
mas frecuentemente implicados, las causas de
estas mutaciones y los mecanismos subyacentes se
resumen en la figura 7. Este problema es especial-
mente relevante en las plataformas de un solo
paso, en las que resulta recomendable incorporar
analisis epigenéticos y filtros bioinformaticos
avanzados, aunque persiste un riesgo moderado
de confusién, particularmente en el caso de
mutaciones en TP53.

Por dltimo, cabe sefialar que los genes alterados
detectados por ambos enfoques son en gran
medida coincidentes. Los mas frecuentemente
identificados en el CCR son TP53, APC y KRAS,
seguidos, con menor frecuencia, por PIK3CA,
SMAD4, BRCA2, POLE, PTEN, MET, ERBB2 y
MLHI (21).

En conjunto, tanto los enfoques tumor-informed
como tumor-agnostic han demostrado un papel
decisivo en la deteccidén de la EMR. La eleccidon
entre uno u otro debe basarse en consideraciones
clinicas, logisticas y econdémicas, asi como en la
disponibilidad de tejido tumoral y en el contexto
asistencial en el que se aplique la técnica.

EVIDENCIA CLINICA DISPONIBLE EN CANCER COLORREC-
TAL LOCALIZADO: LOS DATOS (VERSION REVISADA)

Estudios con plataformas de dos pasos (tumor-
informed assays)

La validaciéon clinica del ADN tumoral circulante
(ADNtc) como biomarcador de enfermedad
minima residual (EMR) en el céancer colorrectal
(CCR) localizado ha experimentado un avance
exponencial en la ultima década. Numerosos
estudios prospectivos, ensayos clinicos aleatori-
zados y metaandlisis han demostrado de forma
consistente su extraordinario valor prondstico y
su potencial para guiar decisiones terapéuticas en
el contexto del tratamiento adyuvante.

Los primeros estudios

El trabajo pionero fue publicado en 2016
por Tie y colaboradores en Melbourne (22),
estableciendo de manera inequivoca el valor
prondstico del ADNtc. En este estudio, que
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incluyé 230 pacientes con CCR en estadio II
sometidos a resecciéon quirurgica, la ausencia
de ADNtc tras la cirugia se asocié con tasas
de supervivencia libre de recaida superiores al
85%, mientras que su presencia fue predictiva
de recaida en préacticamente todos los casos.
Los resultados estadisticos fueron particular-
mente llamativos, con una razén de riesgo (HR)
para recaida de 18 (IC95%: 7,9-40), cifras hasta
entonces inéditas en oncologia.

Estos hallazgos fueron posteriormente confir-
mados por el mismo grupo en pacientes con
estadio IIT (JAMA Oncol 2019) (23), en cancer
de recto localmente avanzado (Gut 2019) (24) y
en un metaandlisis publicado en 2021 (Interna-
tional Journal of Cancer) (25). Resultados
concordantes fueron descritos por un grupo
danés (JAMA Oncology 2019) (26) y por un
grupo espafiol (Clinical Cancer Research 2022)
(27), con HR de magnitud similar. En conjunto,
estos estudios consolidaron al ADNtc como el
biomarcador prondstico mas potente descrito
hasta la fecha en el CCR localizado, superando
claramente a las variables clinicas y patoldgicas
tradicionales.

Ensayos clinicos aleatorizados

Laverdaderapruebade conceptollegd conelensayo
tase II prospectivo y aleatorizado DYNAMIC II,
publicado en The New England Journal of Medicine
en 2022 (28). En este estudio multicéntrico, que
incluyé 455 pacientes con CCR en estadio II, la
indicacion de quimioterapia adyuvante en el brazo
experimental se basé exclusivamente en la positiv-
idad del ADNtc, mientras que en el brazo estandar
se utilizé la estratificacion clinica y patoldgica
convencional.

Los resultados demostraron que la estrategia
guiada por ADNtc permitié reducir en un 53% el
uso de quimioterapia adyuvante sin detrimento
en la supervivencia libre de recaida. A los dos
anos, las tasas de supervivencia fueron practica-
mente idénticas en ambos grupos (93,5% en
el brazo estindar frente a 92,4% en el brazo
guiado por ADNtc). La actualizacién del estudio
publicada en 2025 (Nature Medicine) (29) ha
confirmado la estabilidad de estos resultados,
estableciendo que los pacientes con ADNtc
negativo pueden evitar de forma segura la
quimioterapia adyuvante.

EnelcontextodelestadioIIl,elensayo DYNAMIC
III (presentado en ASCO 2025) (30) evalué el
papel del ADNtc como herramienta para intensi-
ticar el tratamiento adyuvante. Aunque confirmé
de nuevo su extraordinario valor pronéstico, el
estudio no logré6 demostrar un beneficio clinico
de la intensificacidon terapéutica, probablemente
reflejando la ausencia de farmacos eficaces
capaces de modificar la historia natural de los
pacientes con ADNtc positivo. En particular,
la estrategia de intensificacién con FOLFIRI no
result6 efectiva.
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El programa CIRCULATE-JAPAN

El programa CIRCULATE-JAPAN, y en especial
el estudio observacional GALAXY, constituye
una de las iniciativas mds ambiciosas a nivel
mundial en este campo. GALAXY incluyé a mas
de 2.000 pacientes con CCR en estadios II-IV tras
reseccion completa (31, 32, 33, 34). Los resultados
mostraron que los pacientes con ADNtc negativo
tras la cirugia alcanzaban una supervivencia
libre de enfermedad del 90,5%, mientras que en
los pacientes ADNtc positivos esta descendia al
38,4%.

Un hallazgo particularmente relevante fue que
los pacientes inicialmente ADNtc positivos que
negativizaban el marcador tras la quimioterapia
adyuvante alcanzaban supervivencias similares a
las de aquellos que eran negativos desde el inicio,
lo que sugiere un valor predictivo adicional del
ADNtc. Por el contrario, la persistencia del ADNtc
tras el tratamiento se asocid a un riesgo extrem-
adamente elevado de recaida, abriendo la puerta
a estrategias de escalada terapéutica con nuevos
farmacos.

Dentro de este programa se desarrollan los ensayos
VEGA y ALTAIR. VEGA, un estudio fase III de no
inferioridad, evaltia la desescalada del tratami-
ento adyuvante (CAPOX frente a observacién) en
pacientes con estadio II de alto riesgo y estadio
III ADNtc negativos. Los resultados preliminares
presentados en AACR, ASCO y ESMO 2025 no han
permitido aun confirmar la no inferioridad (35, 36).

El estudio ALTAIR, también fase III, analiza la
escalada terapéutica en pacientes ADNtc positivos
mediante trifluridina/tipiracilo frente a placebo.
Los resultados presentados en ASCO y ESMO 2025
mostraron una mejora en la supervivencia libre de
enfermedad a favor del tratamiento activo, aunque
sin alcanzar significacion estadistica global (HR
0,79; IC95%: 0,60-1,05), salvo en el subgrupo de
pacientes con estadio IV resecado (37, 38).

Estudios en practica clinica real

El estudio BESPOKE CRC, desarrollado en
Estados Unidos, incluyé a 1.792 pacientes en
estadios I-III procedentes de 133 centros (39).
Este estudio prospectivo y observacional confirmé
que los pacientes con ADNtc negativo tras el
tratamiento presentaban tasas de supervivencia
libre de enfermedad superiores al 95% a largo
plazo, mientras que en los ADNtc positivos estas
descendian al 28%. La monitorizacién seriada
permitié detectar recaidas con una anticipacién
de 8-12 meses respecto a la tomografia computa-
rizada, y confirm¢ la ausencia de beneficio de la
quimioterapia en los pacientes ADNtc negativos
tras la cirugia.

En el cancer de recto localmente avanzado,
un ensayo aleatorizado dirigido por Tie (40)
mostré que una estrategia guiada por ADNtc
reducia de forma significativa la exposicion a
quimioterapia sin comprometer los resultados
oncoldgicos.

HEMATOPOYESIS CLONAL Y SU IMPACTO EN LA INTERPRETACION DEL ADN TUMORAL CIRCULANTE

Causas de Mutaciones

Mecanismo

Genes implicados

Envejecimiento

Errores replicacion ADN

DNMT3A, TET2, ASXL1,
JAK2, TP53, SF3B1

Quimioterapia, Radioterapia

Dafios en el ADN

TP53, PPM1D

Inflamacion croénica

Expansion clonal

TET2, DNMT3A

Estrés hematopoyético

Proliferacion c.madre
(anemia, infecciones)

Genes epigeneéticos

F.Ambientales y estilo de vida

Tabaco, ambiente, radiacion

TET2, DNMT3A, etc

E.Hematoldgicas

Preleucemias y
s.mieloproliferativos

JAK2, VG17F, CALR, MPL

Predisposicion genética

Inestabilidad genomica
Expansion clonal

CEBPA, RUNX1

Figura 7. Esquema del fenémeno de hematopoyesis clonal asociada a la edad y su papel como causa potencial de falsos positivos
en la determinacion de ADN tumoral circulante.



Estudios con plataformas de un solo paso (tumor-
agnostic assays)

Los primeros trabajos con plataformas tumor-
agnostic demostraron una alta especificidad
mediante la combinacién de andlisis genémicos
y epigenéticos, en particular la evaluaciéon de
patrones de metilacion aberrante para minimizar
el impacto de la hematopoyesis clonal (41).

El ensayo COSMOS-CRCO1 (42), realizado en
Jap6n, confirmé que los pacientes con ADNtc
negativo presentaban supervivencias libres de
recaida cercanas al 90%, frente a aproximada-
mente el 30% en los pacientes ADNtc positivos,
demostrando que el ADNtc era el factor pronds-
tico mas potente, incluso por encima del estadio
patoldgico.

El estudio PEGASUS (43), desarrollado en Italiay
Espafia, evalud estrategias de escalada y desesca-
lada terapéutica basadas en ADNtc, sugiriendo
que los pacientes ADNtc negativos podrian evitar
quimioterapia, mientras que los positivos podrian
beneficiarse de tratamientos mas intensivos. Por
el contrario, el ensayo COBRA (44) no logré
demostrar beneficio clinico, aunque fue interrum-
pido precozmente por futilidad tras un reclutami-
ento muy limitado.

Metaanalisis

Un metaanadlisis reciente selecciond seis estudios
que cumplian criterios metodoldgicos estrictos,
con un total de 1.190 pacientes (45). El andlisis
confirmoé que la positividad del ADNtc tras la
cirugia se asocia a un riesgo de recaida con HR
superiores a 10, mientras que los pacientes ADNtc
negativos presentan supervivencias a tres anos
superiores al 85%. Asimismo, se constaté que la
monitorizacién seriada incrementa la sensibilidad
y permite anticipar la recaida hasta 12 meses antes
de su deteccion radioldgica o mediante CEA.

CONCLUSIONES

La evidencia actualmente disponible permite
afirmar que el ADN tumoral circulante (ADNtc)
constituye el biomarcador prondstico mas
potente descrito hasta la fecha en el céancer
colorrectal (CCR) localizado, claramente superior
a los factores clinicos y patoldgicos clasicos. Su
capacidad para detectar enfermedad minima
residual (EMR) con cargas tumorales del orden de
10°-10° células, frente a las =10° necesarias para
las técnicas de imagen o el antigeno carcinoembri-
onario (CEA), explica su capacidad para anticipar
la recaida clinica entre 6 y 12 meses.

El valor clinico del ADNtc como herramienta
para desescalar la quimioterapia adyuvante en
pacientes con ADNtc negativo, especialmente
en el estadio II, ha sido ya validado en ensayos
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clinicos aleatorizados y estudios prospectivos,
demostrando que estos pacientes pueden evitar
de forma segura tratamientos innecesarios. Por
el contrario, aunque el ADNtc identifica con
gran precisidon a los pacientes con alto riesgo de
recaida, su papel como marcador predictivo del
beneficio de la intensificacidn terapéutica en los
casos ADNtc positivos requiere adn resultados
mas consistentes de los ensayos fase III en curso.

Desde el punto de vista practico, la determinacién
del ADNtc debe realizarse al menos 2-3 semanas
tras la cirugia y mantenerse de forma seriada cada
tres meses durante los dos o tres primeros anos.
Existen, no obstante, limitaciones bioldgicas y
técnicas, como la liberacién variable de ADNtc
segun la localizacién tumoral, la heterogeneidad
clonal o la hematopoyesis clonal asociada a la edad
(CHIP), que pueden generar falsos resultados si no
se aplican controles adecuados. Asimismo, la falta
de estandarizacién entre plataformas y el acceso
limitado a esta tecnologia siguen siendo barreras
relevantes para su implementacidn generalizada.

Pese a ello, el ADNtc representa un cambio de
paradigma en la oncologia de precisién. Su
incorporacién progresiva a la practica clinica
anticipa un escenario en el que las decisiones
terapéuticas en el CCR localizado dejaran de
basarse exclusivamente en parametros clinico-
patoldgicos para apoyarse en la biologia molecular
dindmica de cada paciente, optimizando resultados
clinicos y favoreciendo un uso mas eficiente de los
recursos sanitarios.
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