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RESUMO

OLIVEIRA, I. B. D. Avaliacdo do DNA circulante na deteccédo de recorréncia no
cancer colorretal: revisao sistematica e meta-analise. 2023. 104 p. Tese (Doutorado
em Farmacos e Medicamentos — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sé&o Paulo), S&o Paulo, 2023.

O cancer colorretal (CCR) tem altas taxas de incidéncia e de mortalidade. Seu diagnostico
hoje se baseia em exames de imagem e na dosagem sérica do antigeno
carcinoembriogénico (CEA). O ultimo de baixa sensibilidade e especificidade na
deteccdo de recorréncias. Entre biomarcadores periféricos em estudo destaca-se 0 DNA
circulante (cDNA). Aqui avaliamos a acuracia da quantificacdo do cDNA na detecc¢éo de
recorréncia em pacientes com CCR. Uma revisao sistemética foi conduzida com estudos
publicados até janeiro de 2022. Dados foram coletados permitindo agregar a sensibilidade
(S), especificidade (E) e razdo de chances diagnosticas (DOR), assim como apresentar
uma curva ROC suméria (SROC) para os estudos incluidos. Foram incluidos 127 estudos
para a etapa qualitativa que mostraram dois principais biomarcadores de cDNA: a
quantificacdo total de DNA (cfDNA) e a quantificacdo de mutacOes alvo (ctDNA).
Desses, 59 foram incluidos na meta-analise e apresentaram S = 62,7% (1C95% 54,9 —
69,8), E = 81,6% (IC95% 75,1 — 86,7) e DOR = foi de 7,427 (IC95% 5,052 — 10,917). A
melhor performance diagndstica foi encontrada no subgrupo de estudos ctDNA, que
incluiram pacientes ndo metastaticos S = 69,1% (1C95% 52,9 —81,7), E = 88,1% (1C95%
81,4 —97,7) e DOR = 16,63 (IC95% 8,557 — 32,319). Biomarcadores, que quantificam
mutac0es relacionadas a doenca (e.g KRAS, BRAF, PIK3CA), demonstram um melhor
poder na identificacdo de recorréncias. Apesar da performance aceitavel do cDNA, a
partir das evidéncias disponiveis, ndo foi possivel demonstrar uma performance
diagnostica melhor ou comparavel aquela da dosagem do CEA (> 5ug/ml) na deteccéo de

recorréncia do cancer colorretal.

Palavras-chave: DNA circulante, cancer colorretal, sensibilidade, especificidade, meta-

analise, revisao sistematica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, I. B. D. Assessment of circulating DNA in the diagnosis of recurrence in
colorectal cancer: systematic review and meta-analysis. 2023. 104 p. Tese (Doutorado
em Farmacos e Medicamentos — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sé&o Paulo), S&o Paulo, 2023.

Colorectal cancer (CRC) has high incidence and mortality rates. Its diagnosis is currently
based on imaging tests and serum levels of carcinoembryogenic antigen (CEA). The latter
of low sensitivity and specificity in detecting recurrences. Among the peripheral
biomarkers being studied, circulating DNA (cDNA) stands out. Here we evaluated the
accuracy of cDNA quantification in detecting recurrence in patients with CRC. A
systematic review was conducted with studies published up to January 2022. Data were
collected, allowing the aggregation of sensitivity (S), specificity (E) and diagnostic odds
ratio (DOR), as well as presenting a summary ROC curve (SROC) for the studies.
included. 127 studies were included for the qualitative stage that showed two main cDNA
biomarkers: total DNA quantification (cfDNA) and quantification of target mutations
(ctDNA). Of these, 59 were included in the meta-analysis and presented S = 62.7%
(95%CI 54.9 — 69.8), E = 81.6% (95%CI 75.1 — 86.7) and DOR = was 7.427 (95%ClI
5.052 - 10.917). The best diagnostic performance was found in the subgroup of ctDNA
studies that included non-metastatic patients’ S = 69.1% (95%CI 52.9 — 81.7), E = 88.1%
(95%Cl1 81.4—97.7) and DOR = 16.63 (95%CI 8.557 — 32.319). Biomarkers that quantify
disease-related mutations (e.g. KRAS, BRAF, PIK3CA) demonstrate better power in
identifying recurrences. Despite the acceptable performance of the cDNA, based on the
available evidence, it was not possible to demonstrate a better or comparable diagnostic

performance to that of the CEA dosage (> 5ug/ml) in the detection of CRC recurrence.

Keywords: circulating DNA, colorectal cancer, sensitivity, specificity, meta-analysis,

systematic review.



A minha m&e com amor, admirac&o e gratid&o por sua presenca, exemplo e apoio ao
longo da minha trajetéria académica.

A0 meu esposo com amor, admiracao e gratidao por sua compreensao, carinho e

incansavel apoio ao longo do periodo de elaboracéo deste trabalho.

Ao meu filho com muito amor e carinho.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Valentina, pela orientagio que, nos anos de convivéncia, muito me

ensinou, contribuindo para meu crescimento cientifico e intelectual.

A Profa. Dra. Patricia Aguiar, Profa. Dra. Daniela Melo e Profa. Dra. Rosério Hirata,
pela atencéo e apoio durante o processo de defini¢cdo do projeto.

A Faculdade de Cienancias Farmacéuticas da USP, pela oportunidade de realizacio do

curso de Doutorado em Farmacos e Medicamentos.

A equipe de pesquisa sem a qual a execuc&o e publicacio deste projeto ndo seria
possivel.

Aos times de handebol universitario dos quais participei que muito contribuiram na

motivacao e manutencao da salde fisica e mental ao longo do periodo de trabalho.

A Associagio Atlética Académica de Farmécia e Bioquimica e & Liga Atlética
Académica da Universidade de S&o Paulo pelo incansavel trabalho no incentivo ao

esporte universitario.



“A historia de todas as grandes civilizagoes
galacticas tende a atravessar trés fases distintas e
identificaveis — as da sobrevivéncia, da interrogacao e da
sofisticacéo, também conhecidas como as fases do como,
do por qué e do onde. Por exemplo, a primeira fase é
conhecida pela pergunta: “Como vamos poder comer?” A
segunda, pela pergunta: “Porque comemos?” E a terceira,
pela pergunta: “Onde vamos almogar?””

Douglas Adams

In: O Restaurante no Fim do Universo
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CAPITULO I: INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro tipo de cancer com maior nimero de mortes: 935
mil mortes no mundo em 2020. No Brasil, estima-se que ocorram 55.102 novos casos por ano
(27.346 homens e 27.756 mulheres), sendo que 26.170 desses casos resultam em morte (13.142
homens e 13.028 mulheres) (SUNG et al., 2021).

Alguns sinais e sintomas podem indicar o aparecimento do CCR, tais como (INCA,
2021):

a) anemia de origem indeterminada;

b) suspeita de perda cronica de sangue;

c) mudanca no habito intestinal (diarreia ou prisao de ventre);

d) desconforto abdominal com gases ou célicas;

e) sangramento nas fezes;

f) sangramento anal;

g) sensacdo de que o intestino ndo se esvaziou apds a evacuacao.

Entretanto, a evolucdo do CCR é lenta ao longo dos anos, o que dificulta o seu
diagnostico precoce.

No Brasil, o diagndstico de cancer colorretal é estabelecido pelo exame histopatoldgico
de especime tumoral (biopsia), obtido através da colonoscopia ou do exame de pega cirlrgica,
situagBes em que o tumor solido pode ser detectado. A colonoscopia é 0 método preferencial
de diagndstico, pois permite o exame de todo o intestino grosso e a remogao ou biopsia de
polipos que possam estar localizados fora da area de resseccdo da lesdo principal. A
investigacdo de possiveis metastases intra-abdominais e pélvicas deve ser feita alternativamente
por meio de exame ultrassonogréafico, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética,
a critério médico (SECRETARIA DE CIENCIA, 2014b).

O sistema de classificacdo mais comum do CCR € o sistema TNM (INCA., 2023), que
leva em consideracao trés fatores principais: tamanho do tumor primario (T), comprometimento
dos linfonodos (N) e a presenca de metastases (M). Quando as categorias T, N e M séo
agrupadas em combinacdes pré-estabelecidas, ficam distribuidas em estadios que variam de | a
IV, conforme definicdes:
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a) estagio 0 (carcinoma in situ): O cancer estd presente apenas na camada mais
interna do revestimento do célon ou reto e ndo se espalhou para as camadas mais
profundas do 6rgédo ou para outras partes do corpo;

b) estagio I: O cancer cresceu através da camada mais interna do revestimento do
cblon ou reto e invadiu a camada muscular, mas ainda nao se espalhou para 0s
linfonodos ou para outras partes do corpo;

c) estagio Il: O cancer cresceu através da parede do colon ou reto, invadindo as
camadas mais profundas e pode ter se espalhado para os linfonodos préximos,
mas nao se espalhou para outras partes do corpo;

d) estagio I1l: O cancer se espalhou para os linfonodos préximos, mas ainda ndo se
espalhou para outras partes do corpo;

e) estagio 1V: O cancer se espalhou para outras partes do corpo, como figado,
pulmdes, peritdnio (a membrana que reveste 0s 6rgdos abdominais) ou outros
6rgdos distantes.

Além do sistema TNM, também pode haver varia¢bes na classificacdo do cancer
colorretal em alguns sistemas de classificacdo, como o Dukes, que divide em trés estagios (A,
B e C), ou a classificacdo de Astler-Coller, que divide em quatro estagios (A, B1, B2 e C)
(SARMA, 1986).

Entretanto, tumores sélidos detectados clinicamente ja completaram a maior parte de
seu ciclo de vida. Essa € uma das grandes dificuldades na deteccdo e tratamento precoce do
CCR, justificando 0 acompanhamento constante dos pacientes para evitar uma nova progressao
apos tratamento primario, além da busca por marcadores periféricos, que viabilizem a
abordagem precoce da doenca e de eventuais recorréncias (BURRELL et al., 2013).

Segundo diretrizes do Ministério da Satde (SECRETARIA DE CIENCIA, 2014b), o
objetivo do seguimento dos pacientes com cancer colorretal é diagnosticar precocemente a
recorréncia, as lesbes pré-malignas ou uma segunda neoplasia colorretal. Portanto,
recomendam-se:

a) consultas médicas regulares, a cada 3-6 meses, nos primeiros trés anos apos o
tratamento; e, a cada 6 meses até o quinto ano;

b) dosagem sérica do CEA (antigeno carcinoembriogénico) a cada trés meses, nos
primeiros trés anos apds o término do tratamento, para pacientes tratados nos
estagios Il ou IlI;

c) tomografia computadorizada do térax e do abdomen, anualmente, nos primeiros

trés anos; e, tomografia da pelve para pacientes que nao receberam radioterapia;
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d) colonoscopia, a se realizar pelo menos um ano apos a cirurgia; se normal, repetir
a intervalos de 5 anos; se anormal, repetir em um ano. Doentes com maior risco
para sindromes hereditarias associadas ao céancer colorretal necessitam
periodicidade mais frequente deste exame;

e) retossigmoidoscopia flexivel, anualmente, por cinco anos, indicada para doentes
com cancer de reto no estadio Il e IlI; ou, semestralmente por cinco anos para
pacientes que ndo receberam irradiacéo pélvica.

O estudo molecular da biopsia é considerado essencial para complementar o
diagndstico, avaliar a fase da progresséo e a gravidade do CCR, e pode identificar mutagcdes em
oncogenes de interesse relacionadas com prognéstico. Adicionalmente, achados cientificos
atuais demonstram o valor prognostico de alguns biomarcadores moleculares, tais como a
dosagem sérica do CEA, atualmente preconizada nas diretrizes de acompanhamento terapéutico
do CCR.

O CEA é uma glicoproteina de alto peso molecular pertencente a superfamilia de
moléculas de imunoglobulina e esta envolvida em alguns processos biolégicos incluindo a
adesdo celular, a imunidade e a apoptose. Devido ao seu envolvimento na adesdo homofilica e
heterofilica, o CEA foi relacionado & metéstase no cancer (NICHOLSON et al., 2015).

Segundo o Servico Nacional de Saude do Reino Unido (NHS, 2010), o CEA pode ser
solicitado:

a) no pré-operatorio, em pacientes com carcinoma colorretal conhecido ou com
adenocarcinoma de origem desconhecida;

b) imediatamente no pré-operatorio, em pacientes com massa abdominal néo
identificada;

C) no monitoramento pds-operatorio, para detecgdo precoce de recorréncia (em
pacientes com resultado positivo pré-operatorio):

— recorréncia oculta em pacientes sintomaticos sem evidéncia radiol6gica
ou endoscopica;
— monitoramento da resposta a terapia paliativa.

O CEA e utilizado em conjunto com outras ferramentas diagnosticas para a deteccao de
recorréncia. Uma revisdo sistematica com meta-analise Cochrane teve como objetivo avaliar a
dosagem de CEA para deteccdo de recorréncia no CCR. De acordo com a concluséo dos
autores:

O CEA néo é suficientemente sensivel para ser usado isoladamente,

mesmo com um baixo limiar. E, portanto, essencial 0 aumento do
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monitoramento por CEA com outra modalidade diagnostica com o
intuito de evitar a perda de casos. Tentar melhorar a sensibilidade
adotando um limiar mais baixo é uma estratégia ruim devido ao
aumento de alarmes falsos gerados. NOs recomendamos, portanto, o
monitoramento de recorréncia para o cancer colorretal com mais de
uma modalidade diagndstica, mas aplicando o maior ponto de corte de
CEA avaliado (10 pg/L). ((NICHOLSON et al., 2015), traducao nossa).

O uso do limiar de 10 pg/L para CEA prevé uma sensibilidade de 68% e especificidade
de 97% (NICHOLSON et al., 2015). Para esta aplicacdo clinica, a especificidade tem maior
beneficio clinico sobre a sensibilidade, pois evitar falsos resultados positivos no caso do
acompanhamento do paciente com CCR significa um menor custo ao sistema de satde e menor
impacto na qualidade de vida do paciente. Falsos positivos, geram a necessidade de exames
complementares complexos e invasivos como colonoscopia e tomografia.

Em contrapartida, o DNA circulante (¢cDNA) e outros &cidos nucleicos circulantes vém
sendo amplamente avaliados como potenciais biomarcadores de diversas patologias, por serem
uma alternativa minimamente invasiva para 0 acompanhamento terapéutico. O primeiro teste
de cDNA aprovado pelo US Food and Drug Administration (FDA) visa a deteccdo de mutacGes
de sensibilizacdo e resisténcia a EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico) em cancer
de pulméo de células ndo escamosas (KOMATSUBARA; SACHER, 2017). O caso do cancer
de pulmédo, em que 20% dos pacientes tém impedimento para a biopsia do tecido, estimula a
discussdo sobre a implementacdo do cDNA como um teste diagndstico de rotina (BERNABE
etal., 2017).

O cDNA ¢, predominantemente, de origem endogena e apresenta-se in vivo envolvido
por complexos com lipideos e proteinas ou por membranas, que o protegem da degradacao por
nucleases ou do reconhecimento pelo sistema imune.

O cDNA pode ser gerado por morte celular (apoptose ou necrose), liberacdo por
macrofagos, seguindo o processo de absorcao de celulas rompidas, e liberacéo direta por células
viaveis, na forma de virtossomos constituidos por DNA com lipoproteinas e DNA polimerases
DNA-dependente (RYKOVA et al., 2012). Em individuos saudaveis, 0 cDNA esta presente em
concentracdes estaveis e baixas (1-27 ng/ml) e é imunologicamente inativo. Pacientes com
cancer e outras doencas nas quais ha aumento da taxa de morte celular apresentam
concentragcdes aumentadas de cDNA (RYKOVA et al., 2012).

No céncer, a liberacdo de &cidos nucleicos na corrente sanguinea esta relacionada a

processos apoptoticos e necroticos das células cancerigenas no microambiente tumoral. A
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secrecdo ativa por estas células também é uma fonte potencial de cDNA tumoral. Considerando
gue massas tumorais possuem uma heterogeneidade gendmica, durante a progressdo tumoral
sdo encontrados concomitantemente na circulagdo tanto o cDNA derivado de células tumorais
tipo selvagem, quanto do tipo mutadas (SCHWARZENBACH; HOON; PANTEL, 2011).

No processo de extracdo do cDNA é importante diferenciar o DNA livre de células do
DNA celular. A contaminacdo com o ultimo pode diminuir a sensibilidade de algumas
metodologias analiticas e poluir resultados quantitativos. Considerando a amostra biolodgica, o
processo de coagulacdo para obtencdo do soro pode causar lise celular, expondo DNA celular
no soro que nao se relaciona com o DNA circulante. Dessa forma, € indicado que metodologias
analiticas para quantificar o DNA circulante utilizem plasma como amostra bioldgica, o que
evita a contaminacao por DNA celular (EL MESSAOUDI et al., 2013).

A contribuicdo de cDNA no acompanhamento de varios tipos de cancer, inclusive CCR,
é continuamente avaliada por meio de estudos clinicos randomizados (LECOMTE et al., 2010).
Nestes, utilizam-se uma variedade de modelos experimentais, materiais bioldgicos e métodos
analiticos o que, por muito tempo, dificultou o agrupamento desses estudos para uma analise
mais robusta, como uma revisao sistematica com meta-analise (SCHWARZENBACH; HOON;
PANTEL, 2011).

O prognostico de pacientes com cancer colorretal se beneficia tanto da quantificacéo de
cDNA, quanto pelo seu uso na identificacdo de oncogenes. Este beneficio néo foi identificado
para o diagnostico da doenca. A anélise dos resultados preditivos de sobrevida e sobrevida sem
progressdo da doenca ap6s CCR indica que o uso do cDNA no progndstico € promissor
(OLIVEIRA; HIRATA, 2018).

Em Basnet et al (2016) uma reviséo sistematica com meta-analise foi conduzida visando
esclarecer o significado prognostico do cDNA em pacientes com CCR. Foram incluidos nove
estudos clinicos, totalizando 1022 pacientes. Os autores concluiram que o cDNA é um bom
biomarcador para sobrevida livre de doenca e sobrevida geral em pacientes com CCR. Dentre
as limitagdes do estudo, os autores indicaram alguns fatores de confusdo que provavelmente
levaram a inconsisténcias entre os estudos clinicos incluidos na meta-analise, como métodos,
tipo de marcador e estagio tumoral (BASNET et al., 2016). Apesar das limita¢fes do estudo, o
numero de evidéncias clinicas acerca do uso do cDNA cresce a cada ano, possibilitando analises
de sensibilidade para avaliar o impacto dos fatores de confusdo apresentados por este estudo,
aumentando assim o valor da evidéncia cientifica.

Ainda, uma revisdo sistematica com meta-analise englobando apenas pacientes com

CCR metastatico agrupou 10 estudos clinicos abrangendo 1076 pacientes. Os resultados desta
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publicacdo mostraram uma sobrevida favoravel para o grupo de pacientes com valores de
cDNA abaixo da mediana (razdo de risco = 2,39 IC 95% 2,03-2,82, p<0,0001) (SPINDLER et
al., 2017).

Atualmente, existem necessidades ndo atendidas no acompanhamento do céancer
colorretal. Os exames sdo invasivos e ndo compreendem a totalidade de biomarcadores
relevantes ou ndo fornecem sensibilidade e especificidade ideais. A quantificacdo do cDNA
possui correlacdo com a sobrevida de pacientes com CCR de maneira semelhante aquela dos
biomarcadores utilizados hoje no acompanhamento terapéutico. Entretanto, revisdes
sistematicas anteriores ndo avaliaram a acuracia deste biomarcador, comumente apresentada
com as variaveis diagndsticas de sensibilidade e especificidade. Portanto, o biomarcador cDNA
que se refere apenas a quantificacdo do DNA presente na circulacdo, total ou mutado, sera
objeto da presente pesquisa que tem como 0 objetivo determinar a acurdcia do cDNA na

deteccdo de recorréncia no acompanhamento terapéutico de pacientes com CCR.
1.2 OBJETIVOS

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a precisdo apresentada pelo biomarcador
DNA circulante na deteccédo de recorréncia de doenca em pacientes com cancer colorretal em

comparacao a de outros biomarcadores empregados atualmente.

CAPITULO II: REVISAO SISTEMATICA

2.1 MATERIAL E METODOS

A revisao sistematica foi construida conforme a metodologia de relato PRISMA (Figura
1) para a elaboracdo de revisdes sistematicas e meta-anélise, publicada em 2009 (MOHER et
al., 2009b), de forma a garantir selecdo homogénea e padronizada dos estudos incluidos,
evitando-se Vviés.

A selecédo dos estudos e extracdo de dados foi feita de maneira independente por dois
revisores. Foi calculado o coeficiente kappa de concordancia entre os revisores para as etapas
de selecdo. Nos casos de divergéncias, os revisores foram capazes de chegar a um comum
acordo. Dessa forma, um terceiro revisor para auxiliar no processo de divergéncias nao foi

necessario na presente revisao.
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Dentre as ferramentas disponiveis para revisores em projetos de revisdo sistemética e
conforme orientacdo de colegas pesquisadores e outros projetos semelhantes na institui¢do, o
software Rayyan® (OUZZANI; HAMMADY ; FEDOROWICZ, 2016) foi escolhido e utilizado

pelos revisores durante todas as etapas de selecédo e inclusdo (Figura 1).
2.1.1 Registro no PROSPERO

Em consulta a literatura e a base de registros de revisdes em andamento (PROSPERO),
ndo foram encontradas revisdes sistematicas que avaliam a acuracia do cDNA na detec¢édo de
recorréncia em pacientes com CCR. Trabalhos similares estudaram o uso do cDNA para
diagndstico inicial de CCR avaliando sua integridade, metilacdo e presenca de mutacGes
(PETIT et al., 2019; WANG et al., 2018).

Conforme diretrizes cientificas, a pesquisa foi registrada na base PROSPERO e
atualizada conforme a progressdo das etapas da pesquisa, permitindo visibilidade a outros

grupos de pesquisa.
2.1.2 Busca de artigos
2.1.2.1 Pergunta da pesquisa

A pergunta da pesquisa foi elaborada segundo o formato PIRO (Populacdo, Teste
Indice, Teste Referéncia e Desfecho (ou Outcome), comumente utilizado para revisdes
sistematicas de métodos diagnosticos (SECRETARIA DE CIENCIA, 2014a), onde:

a) populacdo: Pacientes com diagnéstico de CCR indicados para acompanhamento
terapéutico apds terapia primaria (cirurgica e/ou quimioterapia e radioterapia);

b) teste indice: Quantificagdo do cDNA;

c) teste Referéncia: Conforme guias de pratica clinica, ndo existe um unico teste referéncia,
padrédo-ouro, para detecgédo de recorréncias nesses pacientes. Dessa forma, este critério
ndo foi adicionado na estratégia de busca, permitindo maxima captura de dados;

d) desfecho (Outcome): Acuréacia (sensibilidade e especificidade) na deteccdo de
recorréncia de doenca primaria ou metastase.

Segundo defini¢bes acima, a pergunta da presente revisao sistematica foi definida como:

“Qual a precisdo do cDNA na deteccdo de recorréncia de doenga primaria ou metastase
em pacientes indicados para acompanhamento terapéutico, ap0s terapia primaria para cancer

colorretal?”.
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2.1.2.2 Estratégia de busca

Existe uma grande heterogeneidade nas nomenclaturas para o cDNA, nos desenhos dos
estudos, e ainda, um baixo numero de publicacdes quando comparado ao ndmero de
publicacGes de estudos de intervencdo para a mesma patologia (OLIVEIRA; HIRATA, 2018).
Adicionalmente o acompanhamento terapéutico é feito através de mais de uma modalidade
diagndstica (exames de imagem e laboratoriais). Dessa forma, a estratégia de busca utilizada e
apresentada de forma detalhada no ANEXO 1 foi construida para garantir maior sensibilidade
na captura de artigos sem prejudicar a carga de trabalho e o cronograma do projeto (HIGGINS
etal., 2011).

2.1.2.3 Bases de dados

A busca inicial de trabalhos publicados visa encontrar as principais publicacdes
nacionais e internacionais relacionadas a pergunta da pesquisa. Foram utilizadas as bases de
dados PubMed, Embase, Web of Science. Foram incluidas também as bases de dados Lilacs e
Scielo para maior captura de dados da América Latina. Os temas da pesquisa, assim como o
tamanho do grupo de pesquisa, limitam a possibilidade de uso da literatura cinzenta. Dessa
forma, esta ndo foi explorada na presente pesquisa.

Inicialmente, foram selecionados artigos publicados até dezembro de 2019. Uma etapa
de repescagem dos artigos publicados nos anos de 2020 e 2021 foi conduzida no primeiro
semestre de 2022.

A retirada das duplicatas seguiu as etapas estabelecidas por Bramer et al. (2016),
utilizando o software gerenciador de bibliografias EndNote (BRAMER et al., 2016).

2.1.3 Selegéo dos estudos e critérios de elegibilidade

Os critérios apresentados abaixo foram aplicados tanto na etapa de selecdo com a leitura
do titulo e resumo, quanto na etapa de inclusdo com a leitura do texto completo. Sendo critérios
de incluséo:

a) artigos em que o material biologico para analise de cDNA foi o plasma;

b) artigos em que houve quantificacdo de cDNA em pacientes diagnosticados com
cancer colorretal, em todos os estagios da doenca;

c) artigos que incluem descricdo do método de extracdo do DNA da amostra
bioldgica;

d) artigos que incluem descricdo do método de quantificacdo do cDNA;

e) artigos em que o tempo de seguimento dos pacientes é determinado;
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f) artigos publicados em inglés, portugués ou espanhol.
g) artigos sem caracteristica de revisdo ou revisdo sistematica, incluindo ou nédo
meta-analise.
E critérios de excluséo:
a) impossibilidade de coletar informacGes minimas para a avaliagdo qualitativa dos

textos publicados, materiais suplementares e contato com os autores.

Figura 1 - Fluxograma da selecéo dos estudos conforme a diretriz de reporte PRISMA.
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Fonte: adaptado de MOHER et al., (2009a).

O formulario de selecéo dos estudos, presente no ANEXO 11 foi elaborado para auxiliar
e padronizar o processo de selecdo dos estudos entre os revisores. Uma planilha foi elaborada

e utilizada pelos revisores para facilitar a visualizacdo da avaliagéo dos artigos nas etapas de
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sele¢do, com a leitura do titulo e do resumo dos trabalhos, e, na incluséo, com a leitura completa
dos artigos, em que cada pergunta dos formulérios do ANEXO Il esta representada em uma

coluna da planilha.
2.1.4 Extracdo de dados

Foram coletados os seguintes dados:

a) a metodologia do estudo clinico;

b) o estadiamento do CCR,;

c) as caracteristicas sociodemograficas da populacdo (idade, sexo, historico
médico, comorbidades);

d) o tamanho amostral do estudo;

e) os tratamentos e cuidados aos pacientes durante o seguimento;

f) o nlmero de pacientes submetidos ao teste indice;

g) o tempo de seguimento;

h) aunidade de medida do biomarcador;

i) o teste referéncia do estudo e seus métodos;

j) 0s aspectos técnicos da realizacdo do teste indice (método analitico);

k) os desfechos;

I) aperdade dados;

m) a presenca de viés (ex.: influéncia na escolha do teste);

n) o tipo e o valor do ponto de corte.

Quando foram necessarios dados mais especificos ou dados ndo apresentados nos
artigos, os autores dos manuscritos foram contatados. Infelizmente, ndo obtivemos retornos
nestes casos e ndo foi possivel obter as informagdes necessarias desses estudos. Quando as
informagBes eram essenciais nas analises propostas, o estudo foi excluido da revisdo

sistematica.
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.2.1 Registro no PROSPERO

O registro da presente revisdo foi aprovado e publicado em dezembro de 2019 na base
de dados PROSPERO (“PROSPERO”, 2019), sob o identificador CRD42019121899.
Conforme recomendacfes, que pretendem evitar revisdes duplicadas sobre 0 mesmo tema
(MOHER; BOOTH; STEWART, 2014), a selecdo dos estudos e a extracdo de dados foram

conduzidas, apds data de publicacdo deste protocolo, na base de dados britdnica PROSPERO.
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Um artigo de revisdo acerca dos registros da base PROSPERO identificou, a partir de
195 registros, uma taxa media de rendimento de 3% entre os registros encontrados nas bases de
dados e os artigos incluidos, onde 76% dos estudos indicados para a leitura completa do texto
ndo sdo incluidos nas analises guantitativas e qualitativas (BORAH et al., 2017). Ainda, tais
revisbes levaram em média 67 semanas para serem publicadas, a contar da data do registro.
Essas informagdes variam bastante conforme o tema da pesquisa e 0 nimero de revisores. Os
resultados desta publicacdo aplicados a presente pesquisa estimam que aproximadamente 300
artigos seriam encaminhados para a leitura completa e destes aproximadamente 70 artigos

seriam incluidos nas anélises.
2.2.2 Busca de artigos e selecdo dos estudos

Estdo apresentados a seguir os dados compilados da etapa inicial de busca e da etapa de
repescagem.

Utilizando os critérios de busca do ANEXO I, foram identificados 11582 registros nas
bases de dados. Antes da triagem, foram excluidos 2995 registros duplicados. Os 8587 registros
restantes foram triados na plataforma RAYYAN.

Conforme critérios de elegibilidade, 6377 registros ndo foram selecionados para leitura
completa do texto e 1736 duplicatas adicionais foram encontradas. Em seis registros dos 474
selecionados, ndo foi possivel a obtencdo do texto completo para leitura, restando 468 para
etapa de inclusao.

A seguir, conforme critérios de elegibilidade, 329 ndo foram incluidos e 13 foram
excluidos por falta de dados relevantes a pesquisa. Por fim, 127 estudos foram incluidos nesta
revisao sistematica, um alto nimero quando comparado a outras revisdes sistematicas no
mesmo tema. Estes nimeros finais sdo compativeis com a média encontrada por Borah et al.
discutido anteriormente.

Durante a resolugdo de conflitos da etapa de selecdo, o acordo entre os revisores
aconteceu visando preservar aqueles registros onde havia algum indicio da confirmacéo de
incluséo no texto completo, favorecendo a exclusao de artigos com palavras-chave e expressoes
que indicavam a ndo confirmacdo dos critérios. Por exemplo, artigos em que o objetivo
principal era a deteccdo de mutacgdes, sem indicativos de outros objetivos ou medidas com o
DNA circulante, foram excluidos. Em contrapartida, artigos que poderiam conter a

quantificacdo de DNA circulante, a partir da interpretacdo dos desfechos, foram incluidos.
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Figura 2 - Fluxograma de selecéo dos estudos incluidos, totalizando todas as etapas da revisao.
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A concordancia entre revisores foi moderada com um coeficiente de kappa calculado de

0.58 e um taxa de concordancia de 96,1% (PAES, 2008). O coeficiente kappa encontrado para

a etapa de selegdo foi moderado. Antes da leitura completa do texto, foram selecionados

registros em que a confirmacdo de um critério de inclusdo nao estava diretamente expressa no

titulo ou no abstract, sob o critério “indeterminado” (ANEXO II), 0 que impacta diretamente a

divergéncia das decisdes dos revisores.
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A etapa de repescagem proposta teve como objetivo manter a publica¢do do trabalho
atualizada na literatura. Ao comparar 0 nimero de publicacdes que foram incluidas nesta
revisdo no periodo referente a repescagem (n=59, periodo 2020-2021) e o numero de
publicac6es incluidas anteriormente (n=81, periodo 1975-2019), percebe-se um claro aumento
da relevancia do tema nos Gltimos anos. E possivel notar essa tendéncia do tema da pesquisa na
Figura 3. O aumento da relevancia do tema nos ultimos anos pode se justificar pela crescente
incidéncia de CCR assim como a reducdo nos custos das analises metodoldgicas utilizadas

nestas pesquisas.

Figura 3 - Resultados da busca do tema da pesquisa no PubMed em citagdes em 100.000 por

ano

Fonte: SPERR, (2023) PubMed by Year. Disponivel em: https://esperr.github.io/pubmed-by-year/.
Acesso em 19/04/2023. Resultados por 100.000 citagdes no pubmed segundo estratégia de busca do ANEXO |
(vermelho) e busca simples dos termos para cONA e CCR (azul).

2.2.3 Analise qualitativa dos dados extraidos

Os dados completos extraidos para revisao qualitativa foram organizados e agrupados
em 8 tabelas distintas para melhor visualizacdo e interpretacdo dos dados, e podem ser
encontrados no ANEXO IIl. A seguir, exple-se um resumo dos achados qualitativos e

evidencia-se o nimero de estudos, onde as informacdes ndo estavam disponiveis.
2.2.3.1 Metodologia do estudo clinico

Foram encontrados 113 estudos prospectivos e 14 retrospectivos. O baixo numero de

estudos retrospectivos se justifica pelo seu importante viés em estudos diagndésticos, onde o
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conhecimento do resultado do desfecho antes do resultado do teste e vice-versa pode enviesar
a decisdes da pesquisa em relagcdo ao ponto de corte, por exemplo. Observando o biomarcador
cDNA, no qual o material genético pode ser conservado por longos periodos de tempo, existe
a possibilidade da dosagem do biomarcador quantitativo em qualquer momento futuro,
podendo, portanto, o avaliador do biomarcador ter conhecimento do desfecho clinico do
paciente no momento da analise. Em desenhos prospectivos, os riscos de viés relacionados ao
cegamento dos examinadores e tempo de coleta dos testes indice e referéncia € menor.

Quanto a origem dos grupos de pesquisa, 70 (55%) eram estudos europeus, 38 (29%)
asiaticos e 13 (10%) na América do Norte. Apesar da inclusdo de bases de dados regionais
apenas um estudo foi conduzido na América Latina. Podemos interpretar que a falta de estudos

relacionados com o tema sugere uma baixa utilizacdo de algumas tecnoldgicas nacionalmente.
2.2.3.2 Estadiamento do CCR

O diagndstico dos pacientes é uma variavel critica para inclusdo do estudo, portanto, a
informacdo foi extraida de todos os estudos incluidos. Sessenta e quatro (49%) estudos
avaliaram pacientes com CCR metastatico (MCRC) e nos demais foram incluidos pacientes
CCR independente do estadiamento (CRC). Observou-se, portanto, uma propor¢do equivalente

entre estudos com pacientes MCRC e CRC.

2.2.3.3 Caracteristicas socio-demograficas da populacéo (idade, sexo, histérico médico,
comorbidades)

As caracteristicas socio-demograficas estavam disponiveis em 105 estudos; nestes,
59,4% (33-85) dos pacientes eram do sexo masculino com idade média agregada de 64 anos.
Estes achados condizem com a epidemiologia do CCR. Tais valores condizem com a
epidemiologia da doenca que é mais prevalente em homens do que em mulheres no Brasil
(SUNG et al., 2021) e ndo aparentam representar um viés na inclusdo dos pacientes nos estudos.

Informacdes acerca do historico médico e comorbidades ndo estavam claras na maioria
dos trabalhos e ndo foi julgada uma variavel critica pelos revisores, portanto, ndo foram

apresentados dados acerca dessas variaveis.
2.2.3.4 Tamanho amostral do estudo; o numero de pacientes submetidos ao teste indice

O numero mediano de pacientes com avaliacdo de biomarcadores foi de 42 (1-1017).
Foi possivel obter este dado em todos os estudos. Observamos uma varia¢ao grande no tamanho
amostral dos estudos incluidos. Sendo 15 estudos com 10 pacientes ou menos e 35 estudos

acima de 100 pacientes. Além do cDNA ser um biomarcador em desenvolvimento, o desenho
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dos estudos ndo foi um critério de elegibilidade, portanto, pesquisas exploratorias com um baixo
namero de pacientes ou até pesquisa complementar dentro de estudos clinicos maiores foram
0s principais tipos de estudos encontrados. Era esperado encontrar alguns estudos com um alto
numero amostral, derivados de tais estudos clinicos de intervencéo clinica, e niUmeros baixos

provenientes de pesquisa iniciais de prova de conceito.
2.2.3.5 Tratamentos e cuidados aos pacientes durante o seguimento

Né&o foi possivel extrair esta informacdo em 18 estudos. Esta variavel ndo foi julgada
critica para a pesquisa, e, portanto, os estudos seguiram para incluséo.

Em 33 estudos (25%), o tratamento foi cirdrgico e envolveu a resseccdo tumoral. Os
demais utilizaram uma variedade de opgdes de tratamento como: quimioterapia,
quimiorradioterapia e imunoterapia. A correlacdo entre o estadiamento encontrado nos estudos
e o tratamento empregado correspondeu as premissas das diretrizes terapéuticas, onde a terapia
adjuvante (profilatica ou pos-operatoria) é indicada nos estagios Il ou 111 do CCR, assim como
a terapia neoadjuvante (pré-cirargico ou prévio). A terapia paliativa para paciente estagio 1V
no diagnostico ou recidiva considerada inoperdvel. Tratamento com imunoterapia foi
encontrado em 26 estudos, 24 em pacientes com mCRC. Observa-se, portanto, que tais

tecnologias, continuam a reservar-se para doengas mais graves.
2.2.3.6 Tempo de seguimento

O tempo de seguimento dos pacientes € uma variavel importante para as avaliagcbes
guantitativas dos estudos, entretanto ele ndao estava disponivel em 19 dos estudos incluidos. O
tempo de acompanhamento dos pacientes nesses estudos variou de 5 dias a 7 anos. Novamente
a natureza ampla dos critérios de elegibilidade gerou uma variacdo consideravel nas
caracteristicas dos estudos. Alguns estudos tinham como objetivo a avaliagdo pds-cirargica nos
estagios iniciais da doenga e outros com longo tempo de acompanhamento apos intervengéo.
Em média os estudos tinham um tempo de acompanhamento de 24 meses. Uma avalia¢do
minuciosa desta variavel foi conduzida nos estudos incluidos na meta-anélise, pois, o tempo de
acompanhamento pode influenciar diretamente o resultado do biomarcador, como sera

discutido adiante.
2.2.3.7 Unidade de medida do biomarcador

Ao avaliar os estudos incluidos, segundo os critérios amplos de elegibilidade da

pesquisa, foram encontrados trés grupos principais tipos de biomarcadores de cDNA:
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a) CcfDNA, que corresponde a quantificacdo do cDNA total, comumente mensurado
em ng/ml (também alelos/ml ou copias/ml);

b) ctDNA, que corresponde a quantificacdo de mutacdes encontradas no cfDNA,
comumente mensurada pela frequéncia ou fracdo do DNA total (%);

c) arazdo de duas varidveis do cfDNA (ex.: quantificacdo da expressdo de genes
Alu 133 e 247).

Unidades de medida como alelos/ml, GE/ml e ng/ml permearam os dois subgrupos
ctDNA e cfDNA. Unidade de medida de fracdo como fracdo de alelo mutante (MAF) e fracdo
do alelo variante (VAF) foram encontradas exclusivamente nos estudos ctDNA.

Esta varidvel também estava intimamente ligada aos critérios de elegibilidade, e,

portanto, foi possivel extrai-la de todos os estudos.
2.2.3.8 Teste referéncia e seus métodos;

Noventa e seis estudos apresentaram descricdo do teste referéncia. Em 78 destes
estudos, o teste referéncia foi feito com exames de imagem (tomografia computadorizada,
ressonancia magnética e ultrassonografia). Para definicdo de doenca, 48 estudos utilizaram os
critérios RECIST 1.1 (EISENHAUER et al., 2009).

RECIST é a sigla em inglés para "Response Evaluation Criteria in Solid Tumors"
(Critérios de Avaliacio de Resposta em Tumores Sélidos, em traducdo livre). E um conjunto
de critérios utilizado para avaliar a resposta ao tratamento e evolucdo de doenca em tumores
solidos, como canceres de pulmdo, mama, colon, entre outros. Aqui encontram-se diretrizes
claras e objetivas para a avaliacdo de imagens de tumores obtidas por métodos de imagem e
categorizam-se as respostas em resposta completa (RC), resposta parcial (RP), estavel ou
progressao da doenca (PD).

Um estudo utilizou os critérios PERCIST para avaliagdo da progressdo da doenca
(WAHL et al., 2009). PERCIST ¢ a sigla em inglés para "PET Response Criteria in Solid
Tumors" (Critérios de Resposta PET em Tumores Solidos, em traduco livre). E utilizado para
avaliar a resposta a tratamentos antitumorais em tumores solidos, usando tomografia por
emissdo de positrons (PET).

Nesse estudo, consideram-se mudancas na atividade metabolica medida pelo PET em
relacdo ao nivel basal, antes do tratamento em uma medida quantitativa da captagdo do
radiotracador pelo tumor. Os critérios PERCIST categorizam as respostas em diferentes niveis,
incluindo resposta metabolica completa (CMR), resposta metabodlica parcial (PMR), estavel
metabolica (SMD) ou progressdo metabdlica (PMD).
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O PERCIST é uma ferramenta Util para avaliar a resposta ao tratamento em tumores
solidos usando PET, e é frequentemente utilizado em ensaios clinicos e na prética clinica para
complementar outras ferramentas de avaliagdo, como o RECIST, proporcionando uma
abordagem mais abrangente e precisa na avaliacdo da resposta ao tratamento em oncologia.

Outro critério encontrado em 14 estudos foi o TRG, sigla em inglés para "Tumor
Regression Grade" (Gradagdo de Regressdo do Tumor, em traducéo livre). E um sistema de
classificacdo utilizado para avaliar a resposta patoldgica de tumores colorretais ap0s a terapia
neoadjuvante. Apds a resseccdo tumoral, o espécime cirurgico é examinado
histopatologicamente e avalia-se a resposta do tumor a terapia.

O sistema de classificacdo TRG € geralmente baseado em uma escala numérica que
varia de acordo com a instituicdo ou sistema especifico utilizado. Uma pontuacdo mais baixa
ou uma categoria de regressdo maior geralmente indica uma resposta melhor ao tratamento,
com menos células tumorais remanescentes e uma maior regressio do tumor. E frequentemente
utilizado para determinar a resposta ao tratamento e prognostico dos pacientes com cancer

colorretal.
2.2.3.9 Aspectos técnicos da realizacéo do teste indice (método analitico);

Outra variavel relevante do ponto de vista da meta-analise é o tempo de coleta do teste
indice. Este ndo foi um critério de elegibilidade, e, portanto, o tempo de coleta ndo estava
disponivel em 22 estudos. Informagfes de manuseio da amostrarelevantes para a preservacao
do DNA néo estavam disponiveis em 25 estudos.

A maioria dos estudos (n=72) utilizou tubo de EDTA para coleta de sangue e apds um
ou dois processos de centrifugacdo, as amostras foram armazenadas a -80°C. Esta informacéo
ndo estava disponivel em 26 estudos. Uma variedade de kits de extracdo de DNA QIAGEN®
apareceu em 97 estudos para 0 método de extracdo de DNA.

Os kits de extracdo da QIAGEN ® para extracio de DNA circulante se baseiam na
utilizacdo de colunas de silica para a purificacdo do DNA circulante. O DNA é lavado e, em
seguida, eluido a partir da coluna com um tamp&o de elui¢do especifico. Ao comparar as
metodologias disponiveis para a extracdo do cDNA, o QlAamp circulating nucleic acid kit se
destaca na sensibilidade para deteccdo de cDNA (DIEFENBACH et al., 2018) e foi 0 método
mais empregado nos estudos incluidos (n=80). No entanto, & importante notar que a eficiéncia
da extracdo pode ser afetada por diferentes fatores, como a qualidade da amostra, 0 método de

coleta e o tempo de armazenamento.
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Quanto a quantificacdo, 30 estudos utilizaram a fluorimetria, usualmente a metodologia
Qubit® 2.0 e outros 36 estudos quantificaram o ctDNA através de digital droplet PCR
(ddPCR).

A metodologia em destaque, principalmente para uso em ctDNA, o digital droplet PCR
(ddPCR) é uma técnica altamente sensivel e precisa, que permite a quantificacdo absoluta de
DNA em uma amostra. Em comparagdo com a PCR em tempo real convencional (qQPCR), a
ddPCR tem a vantagem de permitir a deteccdo e a quantificagdo precisa de moléculas de DNA
com baixa abundancia em uma amostra complexa. O ddPCR envolve a divisdo da amostra de
DNA em pequenas gotas de reacdo individuais, onde a amplificacdo ocorre em cada gota de
forma independente. As gotas amplificadas sdo posteriormente contadas, permitindo a
quantificacdo absoluta do numero de copias de DNA presentes na amostra original.

No entanto, o ddPCR tem algumas desvantagens, como o custo elevado em comparagéo
com outras técnicas de PCR, a complexidade do processo e a necessidade de equipamentos
especializados. Além disso, a selecdo adequada de sondas e primers para amplificacdo €
essencial para garantir a especificidade e a sensibilidade da técnica (TAYLOR; LAPERRIERE;
GERMAIN, 2017).

Destaca-se a metodologia de quantificacio de cDNA, os kits de ensaio Qubit ® dsDNA

HS e BR, projetados para uso com fluorémetros Qubit ® , sdo altamente seletivos para DNA
de fita dupla (dsDNA) sobre DNA de fita simples (ssDNA), RNA, proteina e nucleotideos
livres. Para o cDNA, o kit de ensaio Qubit dSDNA HS (alta sensibilidade) é o mais indicado e
fornece um método preciso e seletivo para a quantificacdo de amostras de DNA. No entanto,
resultados de qualidade comparavel do ensaio QuBit com ddPCR, sugere que este método deve
ser considerado em relacéo a outros metodos que sdo caros e demorados, como quando se tem

uma biblioteca limpa e homogénea sem problemas de dimero de primer (ROBIN et al., 2016).
2.2.3.10 Desfechos

Cinquenta e nove estudos afirmaram ser a progressdo de doenga seu desfecho de
recorréncia, enquanto essa afirmacao foi de recorréncia em 32 estudos, resposta ao tratamento
em 9 e morte em 17. Em 4 estudos foi considerado mais de um tipo de desfecho e em 6 estudos
ndo foi possivel coletar essa informacdo. Foi observado uma tendéncia menor do desfecho
recorréncia em estudos com pacientes metastaticos, sendo a progressdo de doenca seu desfecho
mais comum. N&o houve correlacdo observada entre esta variavel e os grupos cfDNA e ctDNA.
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2.2.3.11 Perda de dados e presenca de viés

A perda de dados e a presenca de viés quando identificadas no momento da extracéo
dos dados foram capturadas. Entretanto, estes parametros foram novamente analisados na
avaliacdo da qualidade metodoldgica através da ferramenta QUADAS 2 (WHITING et al.,
2011). Devido ao alto nimero de publicagdes e a tamanho do grupo de pesquisa, 0s comentarios
acerca da qualidade dos estudos, perda de dados e presenga de viés se restringiram aos estudos

incluidos na meta-analise.

CAPITULO I11: META-ANALISE

3.1 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Critérios de elegibilidade, selecdo dos estudos e extracdo dos dados

O primeiro passo para realizar uma meta-anélise de métodos diagndsticos é a obtencéo
dos valores de verdadeiro positivo (a), falso positivo (b), falso negativo (c) e falso negativo (d)
para cada estudo (Tabela 1). Nesta pesquisa, as variaveis a, b, ¢ e d, aqui em diante referenciadas
como varidveis diagndsticas, foram definidas como:

a) (@) verdadeiro positivo: nimero de pacientes com resultado superior ao limiar
do biomarcador e com recorréncia da doenca ou morte no periodo de
acompanhamento;

b) (b) falso positivo: nUmero de pacientes com resultado superior ao limiar do
biomarcador e livres de doenga no periodo de acompanhamento;

c) (c) falso negativo: numero de pacientes com resultado inferior ao limiar do
biomarcador e com recorréncia da doenca ou morte no periodo de
acompanhamento;

d) (d) verdadeiro negativo: numero de pacientes com resultado inferior ao limiar
do biomarcador e livres de doenca durante o periodo de acompanhamento.

Dos 127 estudos contidos na revisdo sistematica, foram incluidos na meta-anélise os
artigos que contemplaram os critérios de elegibilidade listados. Sendo critérios de incluséo:

a) estudos que disponibilizaram informac@es dos resultados quantitativos dos testes
diagndsticos com cDNA e relacdo com os resultados de desfecho, para extracdo
das variaveis diagnosticas (Tabela 1).
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E critérios de exclus&o:
a) impossibilidade de obter as variaveis diagndsticas através dos dados
publicados, do material suplementar ou do contato com o autor;
b) impossibilidade de obter as variaveis diagnosticas por calculo reverso dos
demais parametros diagndsticos (Tabela 2) ou por célculo derivado dos

dados individuais dos pacientes.

Tabela 1 — Matriz de confusdo com as defini¢fes das variaveis diagnosticas para a pesquisa.

Desfecho (teste referéncia)

+ -
+ Verdadeiro Positivo Falso Positivo
Teste indice @ (b)

- Falso Negativo Verdadeiro Negativo

(©) (d)
(a) Numero de pacientes com resultado superior ao limiar do biomarcador e com recorréncia da doenga ou morte
no periodo de acompanhamento; (b) Nimero de pacientes com resultado superior ao limiar do biomarcador e livres
de doenga no periodo de acompanhamento; (c) NUmero de pacientes com resultado inferior ao limiar do
biomarcador e com recorréncia da doenga ou morte no periodo de acompanhamento; (d) Nimero de pacientes com
resultado inferior ao limiar do biomarcador e livres de doenga durante o periodo de acompanhamento..

Para aqueles estudos que disponibilizaram dados individuais dos pacientes, o software
R foi utilizado com o pacote rocr para calcular a respectiva curva ROC, para a escolha do
melhor ponto de corte e consequente calculo das varidveis diagnosticas. Nestes, o limiar de
positividade (ponto de corte) foi definido como aquele que sugeria os maiores valores de

produto e de soma dos valores de sensibilidade e especificidade.

Tabela 2 — Medidas de estimativa de precisdo do teste diagnostico (DE SOUSA; RIBEIRO,
2009).

Conceito Definicéo Equacéo
Especificidade (E) probabilidade de  ndo- . d
desfecho em néo-doentes “d+b
Sensibilidade (S) probabilidade de desfecho g = a
nos doentes a+c
Acurécia (A) propor¢cdo de resultados B a+d
corretos a+b+c+d
Valor preditivo probabilidade de desfecho VPP = SXp
positivo (VPP) em pessoas com teste T [Sxp)+(1—E)x(1-p)]
positivo
Valor preditivo probabilidade de ndo _ Ex(1—-p)
negativo (VPN) desfecho em pessoas com VPN = [(1=S)Xp+EX(1-p)]
teste negativo
Razdo de mede 0 qudo mais provavel RVP = S
verossimilhanca de ser o teste positivo nos T1—-E
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Conceito Definicéo Equacéo
um teste positivo desfechos que em ndo-

(LR+) desfechos

Razdo de mede o qudo mais provavel RVN = 1-S5
verossimilhanca de ser 0 teste negativo nos T E
um teste negativo desfechos que em ndo-

(LR-) desfechos

Razdo de chances de  desempenho global do teste DOR = RVP
diagndstico (DOR) " RVN
Fracdo de verdadeiro total de exames positivos sensibilidade
positivos (TPR) em desfechos

Fracdo de falso total de exames positivos 1-especificidade
positivos (FPR) em ndo-desfechos

Curva ROC (receiver grafico de dispersdo com eixo y = sensibilidade (FVP) e eixo x = 1-
operator especificidade (FFP).

characteristic)

p: prevaléncia da doenca na populagdo; a, b, c e d: definidas na Tabela 1.

3.1.2 Testes estatisticos

A meta-anélise do teste diagndstico proposto, cDNA, foi conduzida no software Meta-
Disc 2.0 seguindo as diretrizes de utilizacao relacionadas (PLANA et al., 2022).

Desde 2006, o software Meta-DiSc foi um dos programas estatisticos mais amplamente
utilizados na meta-analise de dados diagndsticos, com mais de 600 citacbes em artigos
cientificos revisados por pares somente na base de dados PubMed. E uma ferramenta fécil de
usar e disponivel gratuitamente, que permite aos revisores aplicar métodos estatisticos para a
meta-andlise da precisao do teste diagnéstico dentro de uma estrutura de sintese de evidéncias.
Este software implementou os métodos estatisticos recomendados, incluindo o modelo linear
proposto por Littenberg e Moses, e o coeficiente de determinacéo 12 univariado para quantificar
a heterogeneidade (ZAMORA et al., 2006). O software foi atualizado em 2022 com modelos
hierarquicos que sdo atualmente o método de escolha para superar as limitaces das abordagens
estatisticas anteriores (DEEKS JJ, HIGGINS JPT, 2022; PLANA et al., 2022).

O novo software se baseia em uma plataforma R e realiza andlise estatistica de revisdes
de testes diagnosticos usando um modelo de efeitos aleatorios bivariado e a fungéo glmer do
pacote Ime4 para ajustar um modelo de efeito misto linear generalizado. Os pontos sumarios
(sensibilidade e especificidade médias) e os parametros sdo derivados para representar a curva
SROC. As estimativas das raz6es de verossimilhanga (LR) positivas e negativas e as estimativas
da razdo de chances de diagnostico (DOR) s@o obtidas a partir dos parametros do modelo. O

método Delta implementado no pacote msm € usado para calcular o erro padréo dos parametros
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estimados. Forest plots e ROC plots foram implementados usando as funcionalidades dos
pacotes meta, ggplot2 e plotly (PLANA et al., 2022).

Uma planilha com colunas referentes aos valores de verdadeiros positivos, verdadeiros
negativos, falsos positivos e falsos negativos, aléem do identificador de cada estudo e demais
variaveis relevantes extraidas na revisdo sistemaética, foi carregada na plataforma Meta-Disc
2.0.

No software, todas as anélises foram obtidas no menu de meta-analise. Primeiramente
foi ajustado 0 modelo bivariado de sensibilidade e especificidade. Tendo em vista, que 0 modelo
de anélise univariado ndo considera a relagdo entre sensibilidade e especificidade, e, por isso,
pode ndo ser recomendado para meta-analise de variaveis diagnosticas, foi selecionado o
modelo de andlise bivariado. Em virtude das variac@es nos desenhos dos estudos selecionados,
no espectro da doenca e critérios de inclusdo dos pacientes e outros fatores que concedem
heterogeneidade a amostra de estudos (ex.: método analitico), o0 método de combinacéo foi
realizado com efeitos aleatorios (DE SOUSA; RIBEIRO, 2009).

Em seguida, os resultados de performance do teste diagnostico foram extraidos nas abas
correspondentes:

a) estatisticas;

b) curvasROC;

c) andlise de subgrupo;

d) analise de sensibilidade.

Na guia de estatisticas, encontram-se 0s resultados das estimativas de precisdo
agrupadas e intervalo de confianca (IC) de 95% correspondente. Sendo elas:

a) sensibilidade;

b) especificidade;

c) razOes de verossimilhanca positiva e negativa (LR+ e LR-, respectivamente);
d) razdo de chances de diagnostico (DOR);

e) taxa de falso-positivo (FPR).

Ainda em estatisticas estdo apresentados os valores de heterogeneidade, incluindo
variagcOes da sensibilidade e especificidade, a partir de regresséo logistica (logit), juntamente
com as razdes de chances medianas correspondentes (MOR), o coeficiente de determinacgéo 12
bivariado e a area da elipse preditiva 95%.

A heterogeneidade dos estudos incluidos nas anlises e subanélises foram avaliadas
segundo o 12 bivariado e razdo de chances mediana (MOR). O 12 bivariado também conhecido

como coeficiente de determinacdo, € uma medida que quantifica a proporcao da variacédo de
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uma variavel que pode ser explicada por outra varidvel em uma relacéo bivariada e leva em
consideracdo simultaneamente as variancias entre estudos de sensibilidade e especificidade,
bem como a correlacdo entre ambos os indices. MOR por sua vez avalia a variabilidade entre
unidades de amostragem quando essas unidades sdo grupos de individuos (PLANA; PEREZ;
ZAMORA, 2021). Para sensibilidade, MOR refere-se ao incremento nas chances de encontrar
um "verdadeiro positivo" em um individuo doente, caso este mude de um estudo com menor
sensibilidade para outro estudo com maior sensibilidade. Para especificidade, MOR refere-se
ao incremento nas chances de encontrar um "verdadeiro negativo™ em um individuo néo doente,
caso este mude de um estudo com menor especificidade para outro estudo com maior
especificidade. Portanto, quando mais préximo de 1, mais homogénea a amostra de estudos.
Quanto aos valores de razdo de verossimilhanca positiva e negativa, um LR+ acima de 10 e
LR- abaixo de 0.1 sdo evidéncias fortes para o diagnodstico acurado na maioria das
circunstancias (DEEKS; ALTMAN, 2004).

Depois de visualizar esses resultados numéricos, foi extraido o resultado de resumo
grafico movendo para a proxima guia denominada curva sROC, que inclui:

a) 0 ponto sumario: ponto na curva que representa a correlacdo dos valores de
sensibilidade e especificidade médios encontrados na sintese das evidéncias;

b) aelipse preditiva: ou regido de previsdo que fornece uma representacao grafica
da variacdo potencial na precisao diagnostica de um teste, quando aplicado a
novos individuos, ou seja, representa a regido onde se espera que a verdadeira
curva ROC para observacges futuras se encontre;

c) aelipse 95%: ou elipse de confianga, que representa a incerteza ou variabilidade
em torno da curva ROC estimada e foca na precisdo e confiabilidade. E uma
representacdo grafica do intervalo de confianga em torno da curva ROC
estimada;

d) a curva ROC sumaria estimada: representa a relacdo entre sensibilidade e
especificidade medias ao longo de um continuo de valores de ponto de corte;

e) os resultados individuais dos estudos: ponto no plano ROC onde se encontram
os resultados individuais de sensibilidade e especificidade dos estudos
individuais com representacdo amostral conforme tamanho do circulo.

A seguir, a andlise de subgrupo se ajusta a um novo modelo bivariado, incluindo
parametros adicionais para avaliar se a sensibilidade e a especificidade diferem entre os
subgrupos propostos. Depois de obter os coeficientes do modelo estimado para cada subgrupo,

uma comparacdo formal entre os subgrupos foi feita usando meta-regressdo, que mostra a
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relagdo entre sensibilidade e especificidade, seus IC de 95% e valores-p de testes de razéo de
verossimilhanga para comparar os subgrupos formados de acordo com a covariavel selecionada.
Foram aplicadas analises de subgrupos visando identificar e explicar possiveis diferencas nos
resultados derivadas da heterogeneidade das amostras, no espectro das variaveis coletadas dos
estudos a sequir:
a) doenca: diagndstico da doenca em varidvel dicotdmica (NCRC vs CRC);
b) tratamento: tipo de tratamento empregado no estudo (cirdrgico,
radioquimioterapia, imunoterapia, combinado);
c) populacdo: tamanho amostral de cada estudo (acima e abaixo da mediana
[n=35]);
d) biomarcador: tipo do biomarcador conforme grupos definidos na reviséo
sistematica (CtDNA e cfDNA);
e) unidade de medida: unidades de medida do biomarcador encontradas na reviséo
sistematica;
f) coleta teste indice: tempo de coleta do teste indice em variavel dicotdmica (basal
VS outros);
g) coleta do teste referéncia: tempo de coleta do teste referéncia em variavel
dicotdbmica (acima ou abaixo da mediana [20 meses]).

A guia final de analise de sensibilidade foi usada para restringir a analise a determinados
estudos especificos, selecionando o tipo da covariavel que foi empregada como critério de
inclusdo, mostrando estimativas agrupadas, estatisticas de heterogeneidade e graficos de
floresta. As analises de sensibilidade foram conduzidas naquelas categorias de subgrupos com
resultado do valor de p < 0,05 indicando diferenga significativa entre as categorias daquele
subgrupo.

Buscando uma heterogeneidade e aplicabilidade clinica dos resultados, apds a
apresentacdo do resultado geral dos estudos incluidos na meta-analise, estes foram divididos
em dois grupos: cfDNA e ctDNA. As etapas da meta-analise foram empregadas novamente
para cada grupo.

A variacgdo do ponto de corte entre os estudos meta-analisados tem grande impacto na
heterogeneidade e é conhecido como threshold effect (efeito do ponto de corte, em traducéo
livre). A partir da revisdo sistematica, foram identificados estudos com valor de ponto de corte
igual ou similar, utilizando a mesma unidade de medida, dentro dos estudos do subgrupo
cfDNA. Desta forma, uma terceira meta-analise foi conduzida neste subgrupo de estudos, para

avaliar o efeito do ponto de corte e encontrar uma amostra mais homogénea.
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3.1.3 Avaliacdo da qualidade metodoldgica

A qualidade metodoldgica dos artigos incluidos para a meta-analise foi avaliada
utilizando os critérios QUADAS 2 (WHITING et al., 2011), assim como suas ferramentas
online disponiveis.

Essa ferramenta se divide em 4 dominios:

a) selecdo do paciente: compreende a descricdo dos métodos de selecdo dos
pacientes do estudo (amostra consecutiva ou randdmica, caso controle,
exclusdes imprdprias) e a descri¢do dos pacientes incluidos (correspondentes ou
n&o a pergunta da revisao);

b) teste indice: compreende a descricdo do teste indice e como foi conduzido e
interpretado (resultados obtidos sem conhecimento do resultado do teste
referéncia, ponto de corte pré-especificado) e correspondéncia com a pergunta
da reviséo;

c) teste de referéncia: compreende a descricdo do teste referéncia e como foi
conduzido e interpretado (identifica a doenca corretamente, resultados obtidos
sem conhecimento do teste indice) e correspondéncia com a pergunta de revisao;

d) fluxo e tempo: compreende a descri¢do dos pacientes que ndo receberam o teste
indice elou referéncia, a descricdo do intervalo de tempo e quaisquer
intervencdes entre a referéncia e o indice.

Cada dominio é avaliado em termos de risco de Vviés, e 0s 3 primeiros dominios também
sdo avaliados em termos de aplicabilidade em relacdo a pergunta da revisdo. Os revisores
respondem a uma sequéncia de perguntas em cada dominio para auxiliar no julgamento do risco
de viés.

A base de dados disponivel online e gratuitamente no formato de arquivo Access
(.accdb) foi utilizada pelos revisores para registrar suas respostas e interpretacdes em cada
dominio. A partir da planilha extraida dessa base de dados, os resultados foram exibidos no
formato grafico recomendado para publicacdes (UNIVERSITY OF BRISTOL, 2023)

Visando comparar os principais grupos de biomarcadores encontrados na revisao
sistematica, a apresentacdo da avaliagdo metodologica foi separada entre os estudos cfDNA e
0s estudos ctDNA.,
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Selecéo dos estudos e extragdo dos dados

Figura 4 — Apresentacdo grafica das curvas ROC de 5 estudos que disponibilizaram dados

individuais dos pacientes para obtencdo das variaveis diagndsticas.
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Fonte: do autor, a partir do software R. Resultado das curvas ROC para os estudos: (A) (BOECKX et al.,
2018); (B) (DIEHL et al., 2008); (C) (MOATI et al., 2020); (D) (REINERT et al., 2016) (E) (SIRAVEGNA et al.,
2015).

Cinquenta e nove estudos foram incluidos na meta-analise (Figura 2). Os dados
consolidados estdo apresentados no ANEXO IV em duas tabelas separando os estudos cfDNA
dos estudos ctDNA.



39

Inicialmente, as variaveis diagnosticas foram extraidas de 53 estudos. Em 5 estudos
adicionais havia informagdo para calcular a curva ROC e obter um ponto de corte que
viabilizasse a inclusdo na meta-analise (Figura 4, Tabela 3). Outros 2 estudos apresentaram
dados de sensibilidade, especificidade e nimero de doentes que possibilitou a obtencdo reversa
das varidveis diagnosticas e inclusdo na meta-analise (JIA et al., 2019; SYMONDS et al.,
2020).

Destes 60 estudos disponiveis, foi observada uma sobreposicdo de pacientes em dois
registros (HENRIKSEN et al., 2020; REINERT et al., 2019) A publicacdo mais recente e com

um maior nimero de pacientes foi mantida.

Tabela 3 —Pontos de corte do teste diagnostico selecionados para cada um dos 5 estudos que

disponibilizaram dados individuais dos pacientes, e os valores de sensibilidade e especificidade

derivados.
Referéncia Ponto de corte Sensibilidade Especificidade
(BOECKX et al., 2018) 43.84% MAF 0.75 0.3
(MOATI et al., 2020) 20.92 % MAF 0.87 0.55
(REINERT et al., 2016) 200 GE/ml, 1 0.66
(DIEHL et al., 2008) 42 moléculas/ml 0.85 0.80
(SIRAVEGNA et al., 2015) 163292 GE/ml 0.78 0.54

MAF, fracdo dos alelos mutados; GE, equivalentes genémicos.
3.2.2 Testes estatisticos

A seguir, serdo apresentados os resultados de performance do teste diagndstico dos
estudos incluidos na meta-andlise, assim como analises de subgrupos de interesse e analises de

sensibilidade.
3.2.2.1 Estatistica

Os resultados apresentados a seguir se referem aos 59 estudos, que incluiram 4382
pacientes. Destes, 1779 apresentarem recorréncia ou morte durante 0 acompanhamento e 2603
ndo apresentaram recorréncia ou morte durante o acompanhamento. Totalizando uma

prevaléncia de 41% de recorréncia nessa populagéo.

A sensibilidade da amostra agrupada foi de 62,7% (IC95% 54,9 — 69,8) e a
especificidade foi de 81,6% (1C95% 75,1 — 86,7). A razdo de chances diagnosticas (DOR) foi
de 7,427 (1C95% 5,052 — 10,917). Os dados de heterogeneidade da Tabela 4 demonstram

grande heterogeneidade na amostra, tanto no espectro da sensibilidade, quanto da
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especificidade (MOR sens >2 e MOR spec > 2). A érea da elipse preditiva 95% ultrapassa 0s
50%, indicando heterogeneidade alta, assim como o valor de I2 bivariado.

Tabela 4 — Resultado da meta-analise com estimativas de precisdo do teste diagndstico e

parametros de heterogeneidade

Estimado IC 95% inferior IC 95% superior

Sensibilidade 0.627 0.549 0.698
Especificidade 0.816 0.751 0.867
DOR 7.427 5.052 10.917
LR+ 3.399 2.555 4522
LR- 0.458 0.381 0.55
FPR 0.184 0.133 0.249
Var logit(sen) 1.171

Var logit(spe) 1.682

MOR sensibilidade 2.807

MOR especificidade 3.445

12 bivariado 0.599

Area da elipse preditiva 95% 0.53

IC, intervalo de confianga; DOR, razdo de chances diagnoésticas; LR+, razdo de verossimilhanga positiva; LR-,
razdo de verossimilhanca negativa; FPR, taxa de falso positivo; Var logit(sen), varia¢es da sensibilidade do logit;
Var logit (spe), variagbes da especificidade do logit; MOR, razdes de chances medianas.

LR+ e LR- nédo se aproximaram de valores que representem evidéncias fortes para um
diagndstico acurado através deste teste diagndstico, aqui representado pelo grupo total de
estudos que quantificaram o cDNA. DOR é a variavel que melhor representa a acuracia do teste
diagnostico e quanto maior seu valor melhor a precisdo do teste diagndstico. E serd comparada

entre as andlises conduzidas a seguir.
3.2.2.2 Curva sROC

A curva ROC sumaria dos estudos incluidos na meta-analise apresenta-se na Figura 5.
E possivel visualizar a heterogeneidade da amostra, aqui representada pela elipse preditiva que
ocupa pouco mais de 50% do plano ROC (area da elipse preditiva 95% = 0.53). Cada estudo
esta representado por um circulo e o impacto do resultado de cada estudo para o ponto sumario
pode ser percebido pelo tamanho dos circulos. A curva SROC representa a variacdo do ponto
de corte conforme resultado agrupado dos estudos. A busca por um ponto de corte otimizado
neste grafico ndo seria bem interpretada, pois 0 mesmo contém estudos diversos em relacéo a

unidade de medida e metodologia empregada.
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Figura 5 — Resumo gréafico da meta-analise dos resultados de precisdo do teste diagnostico
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Fonte: do autor em MetaDisc 2.0 (2023)
3.2.2.3 Andlise de subgrupos

A partir da meta-regressdao nos subgrupos apresentados anteriormente, nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre os grupos de doenca, de biomarcador, de coleta do
teste referéncia ou de coleta do teste indice (dados nao apresentados).

Considerando o possivel impacto das caracteristicas dos estudos nas estimativas de
precisdo do teste diagndstico, seria esperado que um tempo de acompanhamento prolongado
produziria uma especificidade maior em detrimento da sensibilidade e o inverso seria
verdadeiro para um tempo de acompanhamento curto. Entretanto, aqui, as analises de meta-
regressdo destes subgrupos ndo demonstraram nenhuma diferenca siginificativa.

Por outro lado, e inesperadamente, uma diferenca significativa foi encontrada na analise
dos subgrupos de populacdo (p=0,04) (Tabela 5), onde apresenta-se um desempenho
diagnostico melhor do biomarcador no grupo de estudos com um tamanho amostral abaixo da

mediana.
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Tabela 5 — Resultado da meta-regresséo no subgrupo populagéo (grupo de estudos acima ou
abaixo da mediana de pacientes)

Parametro Estimado IC 95% IC 95% valor de p
inferior superior

Sensibilidade relativa >35 vs <35 0.87 0.691 1.095 0.245

Especificidade relativa>35 vs <35  0.899 0.788 1.025 0.12

Comparacdo geral do teste 0.04

IC, intervalo de confianga.
3.2.2.4 Andlise de sensibilidade

Ao selecionar apenas estudos com baixo nimero amostral (n=26), a sensibilidade da
amostra foi de 68,8% (1C95% 55,4 — 79,0) e a especificidade foi de 85,8% (1C95% 77,0 —91,7).
A razdo de chances diagnosticas (DOR) foi de 13,361 (1C95% 6,577 — 27,142). (Tabela 6).
Apesar do valor de DOR alto, os valores LR+ e LR- ndo se aproximaram de valores que
representem evidéncias fortes para um diagndstico acurado. Ainda, este resultado deve ser
interpretado com cautela devido ao risco de viés destes estudos, com um baixo numero de
pacientes.

Os resultados agregados obtidos para o total dos estudos incluidos na meta-anélise e
suas sub-andlises, possuem relevancia cientifica pois demonstram a tendéncia de performance
do biomarcador. Ao agregar os resultados de performance diagndstica bastante heterogéneos
da literatura, os resultados de sensibilidade e especificidade ficam abaixo do desejavel para
necessidade clinica em questdo, a detecgdo de recorréncia no cancer colorretal. Ainda que a
especificidade tenha mais relevancia para os sistemas de satide em relagéo a sensibilidade, pois
ao estabelecer com exatiddo a ndo-doenca evita-se 0 uso de métodos diagnosticos caros e

invasivos, buscamos também um valor baixo de FPR.

Tabela 6 — Resultado das estimativas de precisdo para o subgrupo populacao de 35

Estimado IC 95% superior IC 95% inferior
Sensibilidade 0.688 0.564 0.79
Especificidade 0.858 0.77 0.917
DOR 13.361 6.577 27.142
LR+ 4.858 2.937 8.033
LR- 0.364 0.254 0.52
FPR 0.142 0.083 0.23

IC, intervalo de confianca; DOR, razdo de chances diagnésticas; LR+, razdo de verossimilhanca positiva; LR-,
razdo de verossimilhanca negativa; FPR, taxa de falso positivo;

Os resultados, apresentados até aqui, tem pouca aplicabilidade clinica, pois englobam

uma variedade extensa de biomarcadores e metodologias. A fim de melhorar a interpretacao
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dos resultados e consequente aplicabilidade clinica, apresenta-se a seguir as andlises para
cfDNA e ctDNA.

3.2.2.5 Estatistica para o grupo cfDNA

Os resultados apresentados a seguir se referem aos 17 estudos do grupo cfDNA, que
incluiram 905 pacientes, 429 com recorréncia ou morte durante o0 acompanhamento e 476 sem
recorréncia ou morte durante 0 acompanhamento. Totalizando uma prevaléncia de 47% de
recorréncia nessa populacéo.

A sensibilidade da amostra agrupada foi de 66,5% (1C95% 55,0 — 76,3) e a
especificidade foi de 71,4% (1C95% 59,3 — 81,0). A razdo de chances diagndsticas (DOR) foi
de 4,94 (IC95% 2,89 — 8,41). Os dados de heterogeneidade da Tabela 7 demonstram grande
heterogeneidade na amostra, tanto no espectro da sensibilidade, quanto da especificidade (MOR
sens >2 e MOR spec > 2). A area da elipse preditiva 95% nao ultrapassa os 50%, indicando

heterogeneidade moderada, assim como o valor de 12 bivariado.

Tabela 7 - Resultado da meta-analise do grupo cfDNA com estimativas de precisdo do teste

diagnostico e parametros de heterogeneidade

Estimado 1C 95% inferior IC 95% superior
Sensibilidade 0.665 0.55 0.763
Especificidade 0.714 0.593 0.81
DOR 4,94 2.899 8.418
LR+ 2.322 1.651 3.265
LR- 0.47 0.353 0.626
FPR 0.286 0.19 0.407
Var logit(sen) 0.739
Var logit(spe) 0.82
MOR sensibilidade 2.271
MOR especificidade 2.372
12 bivariado 0.561

Area da elipse preditiva 95% 0.413
IC, intervalo de confianga; DOR, razdo de chances diagndsticas; LR+, razdo de verossimilhanca positiva; LR-,
razdo de verossimilhanga negativa; FPR, taxa de falso positivo; Var logit(sen), variaces da sensibilidade do logit;
Var logit (spe), variacOes da especificidade do logit; MOR, razBes de chances medianas.

Infelizmente, os valores para este subgrupo ndo foram superiores aos encontrados
anteriormente, indicando uma baixa performance do cfDNA na deteccdo de recorréncia no

cancer colorretal.
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3.2.2.6 Curva sROC para o grupo cfDNA

A curva ROC sumaria dos estudos incluidos na meta-analise do grupo cfDNA
apresenta-se na Figura 6. E possivel visualizar a heterogeneidade da amostra, aqui representada
pela elipse preditiva que ocupa pouco menos de 50% do plano ROC (area da elipse preditiva
95% = 0.41). Cada estudo esta representado por um circulo e o impacto do resultado de cada
estudo para o ponto sumario pode ser percebido pelo tamanho dos circulos. A curva sROC
representa a variagdo do ponto de corte conforme resultado agrupado dos estudos. Neste grupo
a busca por um ponto de corte otimizado aproxima-se de uma aplicabilidade clinica relevante e

sera abordada adiante.

Figura 6 — Resumo gréfico da meta-analise dos resultados de precisdo do teste diagnostico no
grupo cfDNA
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Fonte: do autor em MetaDisc 2.0 (2023)
3.2.2.7 Anélise de subgrupos para o grupo cfDNA

A partir da meta-regressao dos subgrupos apresentados anteriormente, nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre os grupos de populagéo e coleta do teste referéncia

(dados nao apresentados).
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Uma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos de coleta do teste indice
(p=0) (Tabela 8). Entretanto, esta diferenga também deve ser interpretada com cautela devido
ao baixo nimero de estudos neste grupo, que ndo coletou o teste indice no momento basal (n=3).
Interessante observar que nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa entre os
grupos de doenca (MCRC e CRC) apesar do fato de que em estagios mais avangados do cancer
a liberacdo de DNA circulante é maior. Ou seja, valores mais altos de cfDNA nao influenciam

performance do biomarcador.

Tabela 8 — Resultado da meta-regressdo no subgrupo coleta do teste indice (grupo de estudos

com a coleta do teste indice basal ou outros)

Parametro . IC 95% IC 95% Valor p
Estimado L .
inferior superior
Sensibilidade relativa ndo-basal vs basal 1.414 1.121 1.783 0.029
Especificidade relativa ndo-basal vs basal 1.382 1.146 1.666 0.031
Comparacéo geral do teste 0

IC, intervalo de confianga.
3.2.2.8 Andlise de sensibilidade para o grupo cfDNA

N&o foi possivel fazer uma analise sobre os estudos com o tempo de coleta ndo-basal,
devido ao baixo nimero de estudos (n=3). A caracteristica de um biomarcador de prognostico
como o cfDNA faz com que a maioria dos estudos encontrados na revisdao sistematica e
incluidos na meta-analise optem pela quantificacdo do DNA circulante no momento basal do
acompanhamento, ante do inicio do tratamento proposto pelo estudo. Assim buscando uma
correlagéo do valor encontrado do biomarcador com o desfecho daquele paciente independente

do tratamento empregado e do estagio da doenca.

3.2.2.9 Estatistica: Analise do threshold effect (efeito do ponto de corte, traducéo livre) em
cfDNA

Visando diminuir a heterogeneidade amostral na subanalise dos estudos cfDNA, foi
possivel isolar 6 estudos com um ponto de corte em comum (20 ng/ml) e dessa forma minimizar
o efeito do ponto de corte na meta-analise. Nesta amostra, os resultados apresentados se referem
a 391 pacientes, 137 com recorréncia ou morte durante o acompanhamento e 254 sem
recorréncia ou morte durante 0 acompanhamento. Totalizando uma prevaléncia de 35% de
recorréncia nessa populagéo.

A sensibilidade da amostra agrupada foi de 62,0% (IC95% 38,0 — 81,2) e a
especificidade foi de 62,5% (1C95% 49,0 — 74,2). A razdo de chances diagnosticas (DOR) foi
de 2,71 (IC95% 1,42 — 5,16). Os dados de heterogeneidade da Tabela 9 demonstram



46

heterogeneidade moderada na amostra, com maior importancia no espectro da sensibilidade em
relacdo a especificidade (MOR sens >2 e MOR spec < 2). A area da elipse preditiva 95% néo
ultrapassa os 50% indicando heterogeneidade baixa assim como o valor de 12 bivariado.
Apesar dos menores valores de heterogeneidade encontrados até entdo, o DOR também
foi 0 mais baixo até agora. Podemos interpretar que o resultado desta amostra, composta por
estudos extremamente similares entre si, pode ser interpretado como uma boa aplicabilidade
clinica. Infelizmente as estimativas de precisdo para o teste diagndstico neste subgrupo nao

foram favoraveis.

Tabela 9 - Resultado da meta-analise do grupo cfDNA com ponto de corte igual a 203 ng/ml
em estimativas de precisdo do teste diagnostico e parametros de heterogeneidade

Estimado IC 95% inferior IC 95% superior
Sensibilidade 0.62 0.38 0.812
Especificidade 0.625 0.49 0.742
DOR 2.714 1.426 5.165
LR+ 1.651 1.304 2.091
LR- 0.609 0.383 0.966
FPR 0.375 0.258 0.51
Var logit(sen) 1.175
Var logit(spe) 0.296
MOR sensibilidade 2.812
MOR especificidade 1.68
12 bivariado 0

Area da elipse preditiva 95% 0.235
IC, intervalo de confianga; DOR, razdo de chances diagnosticas; LR+, razdo de verossimilhanga positiva; LR-,
razdo de verossimilhanga negativa; FPR, taxa de falso positivo; Var logit(sen), varia¢@es da sensibilidade do logit;
Var logit (spe), variacOes da especificidade do logit; MOR, razdes de chances medianas.

3.2.2.10 Curva sROC: Analise do threshold effect (efeito do ponto de corte, traducao livre)
em cfDNA

A curva ROC sumaria dos estudos incluidos na meta-analise do grupo cfDNA com
ponto de corte de 20+3 ng/ml apresenta-se na Figura 7. E possivel visualizar a heterogeneidade
da amostra, aqui representada pela elipse preditiva que ocupa bem menos de 50% do plano
ROC (area da elipse preditiva 95% = 0.23). Cada estudo esta representado por um circulo e o
impacto do resultado de cada estudo para o ponto sumario pode ser percebido pelo tamanho dos
circulos. A curva sROC representa a variagdao do ponto de corte conforme resultado agrupado

dos estudos.
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Como seria esperado, ao isolar os estudos com ponto de corte equivalentes, e
consequentemente metodologias similares, encontramos o0s valores mais baixos de
heterogeneidade. Esta amostra pode ser visualizada na Figura 7, que além de ocupar pouco

espaco do plano ROC, se assemelha em formato a curva SROC estimada.

Figura 7 - Resumo gréafico da meta-anélise dos resultados de precisdo do teste diagndstico no
grupo cfDNA, com ponto de corte de 20+3 ng/ml (n=6)
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Fonte: do autor em MetaDisc 2.0 (2023)

Né&o foram aplicaveis analises de subgrupo e de sensibilidade para esse grupo de estudos,

devido o pequeno nimero de estudos (n=6).
3.2.2.11 Estatistica para o grupo ctDNA

Os resultados apresentados a seguir se referem aos 42 estudos do grupo ctDNA, que
incluiram 3477 pacientes, 1350 com recorréncia ou morte durante 0 acompanhamento e 2127
sem recorréncia ou morte durante o acompanhamento. Totalizando uma prevaléncia de 39% de
recorréncia nessa populagéao.

A sensibilidade da amostra agrupada foi de 61,0% (IC95% 51,2 — 70,0) e a
especificidade foi de 84,6% (1C95% 77,1 — 90,0). A razdo de chances diagnosticas (DOR) foi
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de 8,618 (1C95% 5,278 — 14,073). Os dados de heterogeneidade da Tabela 10 demonstram
grande heterogeneidade na amostra, tanto no espectro da sensibilidade, quanto da
especificidade (MOR sens >2 e MOR spec > 2). A area da elipse preditiva 95% ultrapassa 0s

50%, indicando heterogeneidade alta, assim como o valor de I2 bivariado.

Tabela 10 - Resultado da meta-anélise do grupo ctDNA, com estimativas de precisdo do teste
diagndstico e parametros de heterogeneidade

Estimado IC 95% inferior o~ 95.%
superior

Sensibilidade 0.61 0.512 0.7
Especificidade 0.846 0.771 0.9
DOR 8.618 5.278 14.073
LR+ 3.97 2,717 5.801
LR- 0.461 0.368 0.577
FPR 0.154 0.1 0.229
Var logit(sen) 1.287
Var logit(spe) 1.918
MOR sensibilidade 2.951
MOR especificidade 3.748
12 bivariado 0.58
Avrea da elipse preditiva 95% 0.558

IC, intervalo de confianga; DOR, razdo de chances diagnosticas; LR+, razdo de verossimilhanga positiva; LR-,
razdo de verossimilhanga negativa; FPR, taxa de falso positivo; Var logit(sen), varia¢@es da sensibilidade do logit;
Var logit (spe), varia¢@es da especificidade do logit; MOR, razBes de chances medianas.

A performance do grupo ctDNA foi melhor quando comparada ao grupo cfDNA (DOR
= 8,61 vs 4,94, respectivamente). Podemos comentar algumas diferencas entre os métodos que
podem explicar a diferenga encontrada. O ctDNA, por quantificar uma mutacdo conhecida,
relacionada a doenca, e possivelmente previamente identificada no paciente, aproxima-se da
pratica de medicina personalizada. Aqui, vemos uma das vantagens deste tipo de abordagem na
pratica clinica, pois encontramos valores maiores das estimativas de precisdo do método.
Entretanto, a abordagem da medicina personalizada gera também um custo ao sistema.
Podemos interpretar que a abordagem do método cfDNA ¢é mais simples e menos custosa, e

infelizmente, ndo foi mais efetiva na precisdo do metodo.
3.2.2.12 Curva sROC para o grupo ctDNA

A curva ROC sumaria dos estudos incluidos na meta-anélise no grupo ctDNA apresenta-
se na Figura 8. E possivel visualizar a heterogeneidade da amostra, aqui representada pela elipse
preditiva que ocupa mais de 50% do plano ROC (area da elipse preditiva 95% = 0.55), 0 maior

valor encontrado dentre as analises. Cada estudo esta representado por um circulo e o impacto
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do resultado de cada estudo para o ponto sumario pode ser percebido pelo tamanho dos circulos.
A curva sROC representa a variacdo do ponto de corte, conforme resultado agrupado dos
estudos. A busca por um ponto de corte otimizado neste grafico ndo seria bem interpretada, pois

0 mesmo contém estudos diversos em relacdo a unidade de medida e metodologia empregada.

Figura 8 - Resumo gréafico da meta-anélise dos resultados de precisdo do teste diagndstico no

grupo ctDNA
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Fonte: do autor em MetaDisc 2.0 (2023)
3.2.2.13 Analise de subgrupos para o grupo ctbNA

A partir da meta-regressao dos subgrupos apresentados anteriormente, nenhuma
diferenga significativa foi encontrada entre os grupos de coleta do teste indice, da coleta do
teste referéncia e do tamanho amostral (dados n&o apresentados).

Uma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos de doenca (p=0,02) (Tabela
11). Neste caso, no grupo de pacientes com menor gravidade de doenca (CRC), o ctDNA teve
um desempenho diagnéstico melhor do que no grupo com doenca mais avancada (MCRC),

primariamente relacionado a uma maior especificidade. Espera-se que nessa populacdo o
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ndmero de pacientes corretamente identificados como ndo doentes acabe sendo superior a

populacdo com doenca mais grave

Tabela 11 — Resultado da meta-regressdao no subgrupo de doenca (grupo de estudos com
pacientes MCRC ou CRC).

Parametro . IC95% IC 95% p-value
Estimado L g
inferior  superior
Sensibilidade relativa mCRC vs CRC 0.817 0.609 1.096 0.19
Especificidade relativa mCRC vs CRC 0.89 0.773 1.025 0.113
Comparacéo geral do teste 0.02

MCRC, cancer colorretal metastatico; CRC, cancer colorretal ndo metastatico.
3.2.2.14 Analise de sensibilidade ctDNA

Aqui isolamos os resultados para os estudos que nao restringiram a populagao ao cancer
metastatico (CRC). Neste subgrupo, a sensibilidade da amostra foi de 69,1% (1C95% 52,9 —
81,7) e a especificidade foi de 88,1% (1C95% 81,4 — 97,7). A razdo de chances diagndsticas
(DOR) foi de 16,63 (1C95% 8,557 — 32,319).

Tabela 12 — Resultado das estimativas de precisdo para o subgrupo CRC

Estimado IC 95% inferior IC 95% superior
Sensibilidade 0.691 0.529 0.817
Especificidade 0.881 0.814 0.927
DOR 16.63 8.557 32.319
LR+ 5.825 3.82 8.882
LR- 0.35 0.222 0.552
FPR 0.119 0.073 0.186

CRC, cancer colorretal ndo metastatico; DOR, razdo de chances diagndsticas; LR+, razdo de verossimilhanca
positiva; LR-, razdo de verossimilhanga negativa; FPR, taxa de falso positivo.

Adicionalmente, este grupo teve um desempenho diagnoéstico mensurado através da
variavel DOR, melhor quando comparado ao grupo cfDNA e a anélise global (DOR 16,63 vs
4,94 vs 7,42, respectivamente).

Podemos relacionar o melhor desempenho de ctDNA em relacdo ao cfDNA devido a
especificidade clinica do primeiro. Ainda assim, devemos considerar um importante viés em
que potencialmente apenas 0s pacientes que apresentavam as mutagdes eram incluidos no grupo

de analise.
3.2.3 Avaliacéo da qualidade metodoldgica

A apresentacdo da qualidade metodoldgica dos estudos foi agrupada conforme tipo de
biomarcador cfDNA ou ctDNA nas tabelas 13 e 14, respectivamente.
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Tabela 13 — avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos de cfDNA incluidos na meta-

analise
Risco de viés Questoes de Aplicabilidade
ID do Selegdo dos  Teste indice Teste Fluxo e Sele¢do dos  Teste indice Teste
estudo pacientes Referéncia tempo pacientes Referéncia

1 © © © © © & ©

® &) &) @) ® © ©
7 & © © @) © ® ©
16 & & © © © © ©
18 © ®) ®) © © © ©
25 & ® & & ® © &
31 © & & © © © ©
39 © & ®) © © ® ©
40 & & & & © ® &
72 ® © © © © © ©
83 ® & © © © © ©
84 © © © O © © ©
87 ® ®) ®) O © © ©
96 © © © © © © ©
113 ® & & © © © ©
116 © & ®) © © © ©
126 © & & © © © ©

© baixorisco @ alto risco <& risco incerto

Tabela 14 — avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos ctDNA incluidos na analise

quantitativa

ID do Risco de viés Questdes de aplicabilidade
estudo Selecio dos  Teste indice Teste Fluxo e Sele¢do dos  Teste indice Teste
pacientes Referéncia  Cronologia pacientes Referéncia
2 © © & © © © &
6 © © © © © © ©
10 ® © ® ® © © ©
11 & ® & ® © © ©
15 © & © © © © ©
21 © © © © © © ©
23 © © & ® © © ®
27 © © © © © © ©
29 © © © © © © ©
34 © © © ®) © © ©
37 & ® ® ®) © © ©
45 © & © © © © ©
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ID do Risco de viés Questoes de aplicabilidade
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As Figuras 9, 10 e 11 contém a disposicao grafica do resultado da avaliacdo de qualidade
dos estudos incluidos na meta-andlise, segundo a ferramenta QUADAS em seus 4 dominios
(selecédo de pacientes, teste indice, teste referéncia e fluxo de pacientes), e a partir da propor¢éo
de estudos com baixo, alto ou incerto risco de vies (a esquerda) e a proporcéo de estudos com

baixa, alta ou incerto preocupacéo relacionada a aplicabilidade (a direita) em cada dominio.
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Figura 9 — Resultado da avaliacdo de qualidade dos estudos incluidos na meta-analise

. O baixo Oalto 1+ Oincerto
Fluxo e cronologia | |

Teste referéncia | | | |

Teste indice | | |

Dominio QUADAS-2

Selegdo dos pacientes | | |
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Propor¢do de estudos com risco baixo, Proporgdo de estudos com baixo, alto ou
alto ou incerto de viés incerto questoes relacionadas a aplicabilidade

Fonte: do autor com ferramentas QUADAS disponiveis online (UNIVERSITY OF BRISTOL, 2023).
Disposigao grafica dos resultados de avaliagdo da qualidade, conforme ferramenta QUADAS em seus 4 dominios
(selecdo de pacientes, teste indice, teste referéncia e fluxo de pacientes), a partir da propor¢do de estudos com

baixo, alto ou incerto risco de viés (a esquerda) e a proporcéo de estudos com baixa, alta ou incerto preocupagéo
relacionada a aplicabilidade (a direita) em cada dominio.

Figura 10 - Resultado da avaliacdo de qualidade dos estudos incluidos na meta-analise do grupo
CtDNA.
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Fonte: do autor com ferramentas QUADAS disponiveis online. Disposicdo gréafica dos resultados de
avaliacdo da qualidade conforme ferramenta QUADAS em seus 4 dominios (selecdo de pacientes, teste indice,
teste referéncia e fluxo de pacientes), a partir da proporg¢éo de estudos com baixo, alto ou incerto risco de viés (a

esquerda) e a proporcao de estudos com baixa, alta ou incerto preocupagao relacionada a aplicabilidade (a direita)
em cada dominio.

O viés de selecdo no grupo ctDNA, mencionado anteriormente, pode ser verificado na
interpretacdo da qualidade dos estudos (Figuras 4, 5 e 6), em que se observa uma menor
proporcéo de estudos com baixo risco de viés em ctDNA em relacdo a cfDNA, no dominio
fluxo de pacientes.

A avaliagdo de qualidade dos artigos através da ferramenta QUADAS possibilitou

comparar visualmente as preocupacdes relacionadas a vieses citados anteriormente. A exemplo,
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no dominio selecdo de pacientes, a propor¢do de baixo risco de vies foi maior para o grupo
CtDNA em relagéo a cfDNA.

Figura 11 - Resultado da avaliacao de qualidade dos estudos incluidos na meta-anélise do grupo
cfDNA.
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Fonte: do autor com ferramentas QUADAS disponiveis online. Disposicdo gréfica dos resultados de
avaliacdo da qualidade conforme ferramenta QUADAS em seus 4 dominios (selecdo de pacientes, teste indice,
teste referéncia e fluxo de pacientes), a partir da propor¢do de estudos com baixo, alto ou incerto risco de viés (a
esquerda) e a proporcao de estudos com baixa, alta ou incerto preocupacéo relacionada a aplicabilidade (a direita)
em cada dominio.

CAPITULO IV: CONCLUSOES

A partir da revisdo sistematica da literatura com o objetivo de identificar todos os
estudos que utilizam métodos quantitativos de avaliacdo do DNA circulante, obtivemos uma
ampla variedade de metodologias e tipos de biomarcador. Duas abordagens se destacaram: a
quantificacdo do DNA circulante total no plasma (cfDNA) e a quantificagdo de mutacoes
relacionadas ao CCR (ctDNA). As metodologias empregadas na quantificagdo do cfDNA eram
similares e bem estabelecidas, enquanto permanece um desafio estabelecer a melhor
metodologia ao agrupar os dados dos estudos ctDNA, pois, nestes, diversas mutacoes e grupos
de mutacGes foram utilizados. A presente pesquisa ndo foi capaz de identificar e classificar tais
mutacdes na busca de grupos adequados para as analises de sensibilidade.

Nossa pesquisa propds uma amplitude nos critérios de selecéo, o que permitiu a inclusao
de 5 estudos na analise quantitativa, provenientes de uma andlise diagndstica dos dados
individuais dos pacientes em cada estudo.
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Os parametros de heterogeneidade das meta-analises dos grupos cfDNA e ctDNA
diferiram ligeiramente do global e entre si, demonstrando uma tendéncia para uma amostra mais
heterogénea no grupo ctDNA. Isto pode ser esperado pela natureza distinta dos desenhos dos
estudos neste grupo, conforme comentado anteriormente. Apenas um valor de MOR foi
encontrado abaixo de 2, referente a especificidade, no subgrupo de estudos cfDNA, com ponto
de corte semelhante. Podemos interpretar que ndo foi possivel encontrar homogeneidade nos
subgrupos e analises propostas na presente pesquisa.

As andlises apresentadas na presente pesquisa ndo foram capazes de demonstrar valores
de LR+ acima de 10 e LR- abaixo de 0.1 no grupo geral e nos subgrupos.

Infelizmente, nenhuma das anélises de subgrupo propostas e analises de sensibilidade
foram capazes de demonstrar um resultado global superior aquele alcancado pelo CEA. Em
2015, Nicholson e colegas agruparam os dados de 23 estudos, que atualizaram o ponto de corte
mais aplicado na préatica de 5ug/ml. A sensibilidade agrupada destes estudos foi de 71% (IC95%
64% - 76%) e uma especificidade agrupada de 88% (1C95% 84% - 92%)(NICHOLSON et al.,
2015).

Uma limitacdo dessa comparacdo pode ser a atualidade dos dados. Consoante primeira
referéncia de 2015, a prevaléncia da positividade de recorréncia na populacdo dos estudos
estava em 29% e a presente pesquisa encontrou uma proporcdo de 41%. Essa diferenca na
proporcdo de casos recorrentes na populacdo pode influenciar a performance diagndstica
percebida nos estudos.

Outra importante limitacdo da presente pesquisa é a falta de um ponto de corte
estabelecido para o cDNA. E com a variabilidade metodoldgica dos estudos, ndo foi possivel
comparar performance diagnostica de diferentes metodologias na quantificacdo do cDNA.

Ainda existem desafios relacionados a implementagéo da quantificacdo do cDNA na
pratica clinica do céncer colorretal. Biomarcadores, que quantificam mutacGes (CtDNA)
relacionadas a doenga (e.g KRAS, BRAF, PIK3CA), demonstram valores de acuracia
(sensibilidade, especificidade, LR+, LR- e DOR) maiores na identificacdo de recorréncias, em
relacdo aqueles biomarcadores que quantificaram o cDNA total (cfDNA). Apesar do
desempenho diagnéstico aceitavel do cDNA, a partir das evidéncias disponiveis, ndo foi
possivel demonstrar um desempenho diagnostico melhor ou comparavel aquela da dosagem do

CEA (> 5ug/ml) na deteccéo de recorréncia do cancer colorretal.
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ANEXO |

Search Strategy for PubMed

("Cell-Free Nucleic Acids"[Mesh] OR Cell Free Nucleic Acids OR Nucleic Acids, Cell-Free
OR Circulating Cell-Free Nucleic Acids OR Circulating Cell Free Nucleic Acids OR
Circulating Nucleic Acids OR Acids, Circulating Nucleic OR Nucleic Acids, Circulating OR
Cell-Free Nucleic Acid OR Cell Free Nucleic Acid OR Nucleic Acid, Cell-Free OR Cell-Free
DNA OR Cell Free DNA OR DNA, Cell-Free OR cfDNA OR cirDNA OR Cell-Free
Deoxyribonucleic Acid OR Acid, Cell-Free Deoxyribonucleic OR Cell Free Deoxyribonucleic
Acid OR Deoxyribonucleic Acid, Cell-Free OR Circulating DNA OR DNA, Circulating OR
"Liquid Biopsy"[Mesh] OR Biopsies, Liquid OR Biopsy, Liquid OR Liquid Biopsies OR
Plasma DNA OR ccfDNA OR cDNA OR Circulating Cell-Free DNA OR Circulating Cell Free
DNA)

AND

("Colorectal Neoplasms”[Mesh] OR Neoplasms, Colorectal OR Colorectal Neoplasm OR
Neoplasm, Colorectal OR Colorectal Tumors OR Colorectal Tumor OR Tumor, Colorectal OR
Tumors, Colorectal OR Colorectal Carcinoma OR Carcinoma, Colorectal OR Carcinomas,
Colorectal OR Colorectal Carcinomas OR Colorectal Cancer OR Cancer, Colorectal OR
Cancers, Colorectal OR Colorectal Cancers OR "Colonic Neoplasms“[Mesh] OR Colonic
Neoplasm OR Neoplasm, Colonic OR Neoplasms, Colonic OR Colon Neoplasms OR Colon
Neoplasm OR Neoplasm, Colon OR Neoplasms, Colon OR Cancer of Colon OR Colon Cancers
OR Cancer of the Colon OR Colonic Cancer OR Cancer, Colonic OR Cancers, Colonic OR
Colonic Cancers OR Colon Cancer OR Cancer, Colon OR Cancers, Colon OR "Rectal
Neoplasms"[Mesh] OR Neoplasm, Rectal OR Rectal Neoplasm OR Rectum Neoplasms OR
Neoplasm, Rectum OR Rectum Neoplasm OR Rectal Tumors OR Rectal Tumor OR Tumor,
Rectal OR Neoplasms, Rectal OR Cancer of Rectum OR Rectum Cancers OR Rectal Cancer
OR Cancer, Rectal OR Rectal Cancers OR Rectum Cancer OR Cancer, Rectum OR Cancer of
the Rectum)

AND

("Diagnosis"[Mesh] OR diagnosis OR diagnostic OR "Prognosis"[Mesh] OR prognostic OR
prognosis OR "Biomarkers"[Mesh] OR "Biomarkers, Tumor"“[Mesh] OR tumor biomarker OR
biologic marker OR DNA based biomarker OR recurrence OR detection OR cancer detection
OR recurrence detection OR "Recurrence”[Mesh] OR "Neoplasm Recurrence, Local"[Mesh])

Search Strategy for Embase

(‘circulating dna'/exp OR 'liquid biopsy'/exp OR ‘plasma dna'/exp OR 'cell free dna'/exp OR
'circulating tumor DNA'/exp OR 'cell free nucleic acid/exp OR ‘cell free tumor DNA’ OR
‘plasma DNA’ OR ‘circulating cell free DNA’ OR “cell free nucleic acid’ OR ‘circulating tumor
DNA’ OR ‘circulating DNA’ OR ‘circulating cell-free DNA” OR ‘cell-free DNA’ OR ‘cell-
free nucleic acid” OR ‘ccfDNA’ OR ‘cirDNA’ OR ‘cDNA’ OR ‘cfDNA’)

AND
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(‘colorectal cancer'/exp OR 'colon cancer'/exp OR 'colon tumor'/exp OR 'rectum cancer'/exp OR
'rectum tumor'/exp OR ‘colorectal carcinoma’ OR ‘hereditary colorectal cancer’ OR ‘metastatic
colorectal cancer’ OR ‘colon cancer’ OR ‘rectum cancer’ OR ‘colon tumor’ OR ‘rectum tumor’
OR ‘colon carcinoma’ OR ‘rectum carcinoma’ OR ‘colorectal cancer’)

AND

('diagnosis'/exp OR ‘'prognosis’/exp OR 'biological marker'/exp OR ‘tumor marker'/exp OR
biomarker OR 'recurrent disease'/exp OR 'recurrence’ OR 'cancer diagnosis'/exp OR 'recurrence
detection’ OR ‘cancer recurrence'/exp)

Search Strategy for LILACS

((mh:(Neoplasias Colorretais)) OR (mh:(neoplasias retais)) OR (mh:(neoplasias do colo)) OR
(tw:(cancer colorretal)) OR (tw:(colorectal cancer)) OR (tw:(tumor do colo)) OR (tw:(cancer
do colo)) OR (tw:(Cancer de Colo)) OR (tw:(Cancer de Colon)) OR (tw:(Cancer Col6nico))
OR (tw:(Neoplasia do C6lon)) OR (tw:(Neoplasias do Cdlon)) OR (tw:(Tumores de Colo)) OR
(tw:(Tumores de Colon)) OR (tw:(Céancer do Reto)) OR (tw:(Céancer Retal)) OR (tw:(Neoplasia
do Reto)) OR (tw:(Neoplasias do Reto)) OR (tw:(Tumores do Reto)) OR (tw:(Tumores Retais))
OR (tw:(Cancer Colorretal)))

AND

((mh:(Acidos Nucleicos Livres)) OR (mh:(DNA Tumoral Circulante)) OR (mh:(DNA de
neoplasias)) OR (tw:(Acidos Nucleicos Fora de Células)) OR (tw:(Acidos Nucleicos Fora da
Célula)) OR (tw:(Acidos Nucleicos Circulantes)) OR (tw:(Acidos Nucleicos Circulantes Fora
de Células)) OR (tw:(Acido Nucleico Livre)) OR (tw:(DNA Circulante)) OR (tw:(DNA Livre))
OR (tw:(DNA Fora da Célula)) OR (tw:(DNA Fora de Células)) OR (tw:(Acido
Desoxirribonucleico Livre de Células)) OR (tw:(cfDNA)) OR (tw:(cirDNA)) OR (tw:(DNA
Tumoral Livre de Células)) OR (tw:(DNA de Tumores)) OR (tw:(cell free DNA)) OR
(tw:(circulating DNA)) OR (mh:(Biopsia Liquida)) OR (tw:(liquid biopsy)))

Search Strategy for Scielo

(cell free DNA OR cell-free DNA OR plasma DNA OR circulating DNA OR DNA livre OR
DNA circulante OR DNA plasméatico OR cDNA OR cirDNA OR cfDNA OR ccfDNA) AND
((cancer OR carcinoma OR neoplasm OR neoplasma OR tumor) AND (colon OR reto OR
rectum OR rectal OR colorectal OR colorretal))

Search Strategy for Web of Science

TS=("circulating DNA" OR "tumor DNA" OR "circulating tumor DNA" OR "cell-free DNA"
OR "cell free DNA" OR "circulating cell free DNA" OR "plasma DNA" OR "liquid biopsy"
OR “circulating cell-free DNA” OR “cfDNA” OR “cirDNA” OR “cDNA” OR “ccfDNA”)

AND

TS=("colorectal cancer" OR "colorectal tumor" OR "colon cancer” OR "colon tumor" OR
"rectum cancer” OR "rectum tumor” OR "colorectal neoplasm™ OR "colon neoplasm” OR
"rectum neoplasm" OR “colorectal carcinoma” OR “colon carcinoma” OR “rectum
carcinoma”



76

ANEXO 11

Formulario para selegdo dos estudos

Autor: Ano:

Revisor: Base de dados:

Qualquer selegao da resposta “Ndo” leva a ndo sele¢do do estudo para leitura completa e encerra o
questionario.
Este estudo é: (se identificado como revisdo ndo é necessario prosseguir para as proximas perguntas)

O Revisdo

O Outros

O trabalho esta publicado em Inglés, Portugués ou Espanhol?
O Sim

O Né&o

O Indeterminado

Durante sua reviséo, este trabalho foi identificado como uma duplicata?
O Sim

ONa&o

O material biolégico utilizado para as analises foi o plasma?
O Sim

ONé&o

O Indeterminado

Houve quantificacdo do cDNA?

O Sim

O Nao

O Indeterminado

Foram avaliados pacientes com diagnéstico de Cancer Colorretal?
O Sim

OO Néao

O Indeterminado

O método de extracdo do cDNA foi descrito?

O Sim

O Né&o

O Indeterminado

O método de quantificacdo do cDNA foi descrito?



O Sim

ONao

O Indeterminado

O tempo de seguimento dos pacientes foi descrito?

O Sim

ONao

O Indeterminado

A leitura do texto completo esté indicada para determinar a inclusdo ou ndo deste trabalho?
O Sim

O Néao

7
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Instrucdes para preenchimento do formulario de selecédo dos estudos

Padronizar o autor como Ultimo sobrenome primeira letra maiUscula seguido das iniciais dos dois
primeiros nomes em letra mailscula. Ex.: Oliveira IB; Chung R; Base de dados como: LILACS,
PubMed, Web of Science, Scielo ou EMBASE.

Pergunta Resposta Racional
O material biolégico Sim possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
utilizado nas 0 material biologico para as analises foi o plasma
anahsei foi 0 N30 possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
plasma o material biolégico para as analises NAO foi o plasma (ex.
S0ro)
Indeterminado  n&o foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract o material biol6gico para as analises
Houve Sim possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
guantifica¢éo do houve quantificagéo do cDNA
? = - : : : -
CDNA? Nao possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que

NAO houve quantificacdo do cDNA

Indeterminado

ndo foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract se o cDNA foi quantificado

Foram avaliados
pacientes com
diagnostico de
Cancer Colorretal?

Sim possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
os pacientes tinham o diagnéstico de cancer colorretal
Néao possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que

os pacientes NAO tinham o diagnéstico de cancer
colorretal

Indeterminado

ndo foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract se os pacientes tinham o diagnéstico de cancer
colorretal

O método de
extracdo do cDNA
foi descrito?

Sim possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
0 método de extracdo do DNA plasmaético foi descrito
N&ao possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que

o método de extracdo do DNA plasmatico NAO foi descrito

Indeterminado

ndo foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract se o método de extracao do DNA plasmatico foi
descrito

O método de
guantificacdo do
cDNA foi descrito?

Sim possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
0 método de quantificacdo do DNA plasmatico foi descrito
N&o possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que

0 método de quantificacdo do DNA plasmético NAO foi
descrito

Indeterminado

ndo foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract se o método de quantificacdo do DNA plasmatico
foi descrito

O tempo de
seguimento dos
pacientes foi
descrito?

Sim possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract o
tempo de seguimento dos pacientes
N&o possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que

nao houve tempo de seguimento determinado

Indeterminado

ndo foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract o tempo de seguimento dos pacientes
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O trabalho esta Sim
publicado em
Inglés, Portugués

possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
o0 texto completo esta publicado em Inglés, Espanhol ou
Portugués.

ou Espanhol?

possivel confirmar a partir da leitura do titulo e abstract que
o texto completo NAO esta publicado em Inglés, Espanhol
ou Portugués.

Indeterminado

néo foi possivel confirmar a partir da leitura do titulo e
abstract se o texto completo esta publicado em Inglés,
Espanhol ou Portugués.
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Autor:

Ano:

Revisor:

Base de dados:

Responder as questdes e preencher com os dados solicitados a partir da leitura completa do

artigo:

Pais:

Idioma:

Tipo de estudo/Design:

Teste Indice

Teste referéncia:

Diagnéstico dos pacientes:

Estadiamento do CCR:

N(estudo):

N(teste):

% homens: Idade média:

Comorbidades (%):

Tempo de Seguimento:

Material Biol4gico:

Tratamento:

Manipulacdo das amostras:

Método de extracgao:

Método de quantificacéo (teste indice):

Metodologia (teste referéncia):

Desfecho clinico de recorréncia:

A:

B:

C:

D:

Ponto de corte:

Sensibilidade:

Especificidade:

Perda de dados:

Vies?

Incluido? O Sim O N&ao

Raz&o para Excluséo?
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ANEXO 111

Table 1 — cfDNA biomarker, non-mCRC patients Trial Data

Reference Country Study design Diagnosis Staging I/ 11/ 111/1V  Treatment N, total N, biomarker male (%) Mean age FUPa
I NA, (%)

(AGOSTINI et Italy Prospective CRC 36/21/11/13/19 CRT (5-FU) 216 67 63 61 (20-79) 48 months (34-120)
al., 2011)
(BEDIN et al., Italy Prospective CRC 33,3/25,4/28,1/13,2 192 114 49 67 (61-73) 52 months
2017) /
(BHANGU et Austria Prospective CRC 6,7/6,7/6,7/80/ NeoCTx + 30 22 47,6 56 (18-83) 5 days
al., 2017) resection
(BOYSEN et Denmark Prospective LARC 3/36/55/6/ SCRT 75 74 60 68 (35-85) 39 months
al., 2017) LCRT

capecitabine

+ resection
(CAMERA et Belgium Prospective single- CRC 1111 55 47 53 65 (38-82) 1 year
al., 2020) center, single-arm,

interventional, non-
therapeutic

(CASSINOTTI Italy Prospective CRC 19,3/33,2/33,6/13,9 Resection 223 223 54,7 66 36 months
etal., 2013) /
(FRATTINI et Italy Prospective CRC /51,43/40/8,57/ Resection 70 70 44,29 65 (38-87) 16 months
al., 2008)
(FUJll et al., USA Prospective, blinded CRC 1111 Chemotherapy 71 33 54 59 (36-85) 27,7 months
2017)
(GUADALAJA  Spain Retrospective CRC 23,3/34,2/26/15,11  Resection + 92 73 64,4 68,2 (43-85) 554 (10-1407) days
RA et al., 2008) / FOLFOX4 (stages

/1)
(KHAKOO et UK Prospective, single LARC [ 18723/ 1 CRT 47 0 59 (30-83) 26.4 months
al., 2020) center
(LAN et al., Taiwan Retrospective CRC 18,2/35/24,3/225/ Bevacizumab 329 54 55,2 69,2 18 months
2017)
(LECOMTE et  France CRC 13,79/36,21/27,59/ CRT 58 37 50 69 (39-93) 22 months
al., 2002) 2241/
(Lletal, 2017) USA Prospective cohort CRC 8,86 /25,32/54,43 / 135 80 49 60,5 (19-88) 64 months (6,77-

10,13/1,27 72,83)

(DRNTOFT et Denmark prospective CRC 22,7/36,9/34,1/6,4/ Surgery 2820 889 57,9 66 1457 days 4768 days

al., 2021)
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Reference Country Study design Diagnosis Staging I/ 11/ 111/1V  Treatment N, total N, biomarker male (%) Mean age FUPa

I NA, (%)
(PERKINS et UK Prospective, phase | CRC 1111 105 25 43,3 56 (22-75) 5,8 months (0,3-17,5)
al., 2012)
(XING et al., China Prospective CRC 30/28,8/27,7/17,71 130 90 54,4 65,08 21 months
2021) 55 +10.97
(SCHOU et al., Denmark Prospective LARC /116/659/325/ CRT + 123 123 60 67 55 months 5 years
2018) Capecitabine/Oxipl

atin

(SONG et al., South Retrospective CRC 0,159/0,386/0,364 / Surgery 69 44 65,9 63,98 57 months
2021) Korea 0,091/
(SUN et al., China Prospective LARC /5,88/7353/2059/ nCRT 34 34 55,88 55,29 (29- 14 days
2014) 73)
(TAKAHASHI  Japan Prospective occC 28,57/28,57/42,86/ 7 7 57 7 days
et al., 2015) /
(TAKAHASHI  Japan Prospective, MLBO 114,29 /40/45,71/ SEMS 58 35 62 14 days
et al., 2018) observational
(VANDEPUTT  Belgium Prospective, Refractory I Regorafenib 141 20 60 66 (37-83) 8 months 26 months
E et al., 2018) multicenter aCRC
(YEH etal., Taiwan Prospective CRC /111 60 60 60 55,5
2020) 0,366666666666667 /
(ZHONG etal., China Retrospective CRC 1111 90 60 56,6 493 +4,1 20 months
2020)
(ZITT etal., Austria Prospective LARC /192,31/7,69/ CRT + resection 26 25 73,08 63,1 (34-
2008) 83)

aMean (SD or Cl 95%) OR median (range) follow-up OR Max FUP
Abbreviations: CLM, colorectal liver metastasis; CRC, colorectal cancer; CRLM, colorectal liver metastasis; LARC, locally advanced rectal cancer; OCC, obstructive colorectal cancer; MLBO, malignant large bowel obstruction; mCRC,

metastatic colorectal cancer; NeoCTx, neoadjuvant chemotherapy; CTx, chemotherapy; CRT, chemoradiotherapy; nCRT, neoadjuvant chemoradiotherapy; RT, radio therapy; ACT, adjuvant chemotherapy; cfDNA, circulating free DNA,

Table 2 — cfDNA biomarker, non-mCRC patients Biomarker Data

Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
Criteria
(AGOSTINI et ng/ml 15 days befores ~ EDTA tube, Processed within ~ QlAamp DNA Mini gPCR histological 15 days TRG Treatment
al., 2011) CRT, 15 days 4 hours in room temp, Kit evaluation preoperatively response
preoperatively Centrifuged 3000g 10 min, (biopsy)
Supernadant stored at -80°C
(BEDIN et al., ng/ml preoperatively K3EDTA tube, Processed h gRT-PCR death
2017) or pre-treatment  within the day, Centrifuged

(BHANGU et al.,
2017)

preoperatively,
during surgery,
<5 days

postoperatively

3,000 rpm 10 min, Stored at -
80°C

K2EDTA tubes, Processed
within 3 hours at 4°C, Stored
at -80°C

QlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit

Plasma Quick Kit
from Epigenomics
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twice at 20°C, stored at -80°C

Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
Criteria
(BOYSEN etal,, copiessm Preoperative EDTA tubes, centrifuged 30 QlAamp Circulating ddPCR histological ~ Postoperatively Recurrence
2017) | min at 400g, within 30 min Nucleic Acid Kit evaluation
stored at —80°C (biopsy)
(CAMERAc etal., ng/ml pre treatement, EDTA tubes, centrifuged at QIAamp circulating Qubit 2.0 fluorometer FDG PET- Baseline, 15 Clinicopatholo  death
2020) 2 weeks 2000g 15 min at 4°C within 1 nucleic acid kit / Qubit dSDNA HS CT scan days after, every gical
h, stored at -80°C, assay kit 2 months assessment
centrifugation at 10,000g 10
min
(CASSINOTTIl et  ng/ml Baseline, 3 EDTA tube, Immediate BloodPrep™ gRT-PCR Clinicopatholo  Recurrence
al., 2013) months centrifugation 3000 rpm 20 Chemistry — DNA gical
postoperatively  min at 4°C, stored at —20°C Isolation fromFresh assessment
and Frozen Whole
Blood
(FRATTINI et ng/ml 4,10 and 16 QlAamp Blood DNA DipStick Kit histological 4, 10, 16 Disease
al., 2008) months Extraction Kit evaluation months progression
(biopsy)
(FUJIl et al., ng/ml Baseline, QlAamp Circulating PCR-NGS Imaging Every 6 months  RECIST Death
2017) Treatment Nucleic Acid Kit
initiation,
Disease
progression
(GUADALAJAR  nglul Surgery spectrophotometry CT scan Every 3 months Metastasis
Acetal., 2008) with NanoDrop ND-
1000
(KHAKOO etal., copies/m pre-treatment Cell-Free DNA blood QlAamp Circulating Qubit dsDNA HS MRI 3-6 weeks after  RECIST Metastasis
2020) | <4 weeks, mid-  collection tubes, centrifuged Nucleic Acid Kit / Assay kit / ddPCR end of treatment
CRT (3-4 twice 1,600 g 10 min, stored QlAsymphony
weeks), at-80°C Circulating DNA Kit
completion (4-
12 weeks), post-
surgery (within
4-12 weeks), 3—
6 month
(LAN et al., copies/m  Preoperatively, QlAamp DNA Tissue  NanoDrop 1000 Metastasis
2017) | postoperatively Kit and a MinElute Spectrophotometer /
Virus Kit" gPCR
(LECOMTE et ng/mL preoperatively EDTA Tube, centrifuged 10 QlAamp Blood Kit fluorescence Clinical Every 3 months Recurrence and
al., 2002) min 3,000g, stored at -80°C evaluation death
(LIetal., 2017) copy Before centrifuged at 3000g 4 °C 10  QlAamp DNA Blood  Qubit 2.0 Fluorometer
number  treatment min Mini Kit
changes
(DRNTOFT et copies/m  preoperatively K2EDTA tubes, processed QIAsymphony DSP ddPCR death
al., 2021) | within 2 hours, centrifuged Circulating DNA kit
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Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
Criteria
(PERKINS etal., ng/ml sodium heparin Tube inverted QIlAamp DNA Blood  Quant-iT™ histological death
2012) 8 times, centrifuged 1800 g Midi Kit PicoGreen™ dsDNA  evaluation
15 min, supernatant was Assay Kit (biopsy)
stored at -80°C
(XING et al., ng/ml EDTA tube, stored at 4°C, QIAamp circulating gRT-PCR recurrence
2021) were processed within 6 h, nucleic acid kit
centrifuged at 3000 rpm for
10 min at room temperature
stored at -80°C
(SCHOU et al., Ng/ml baseline, after citrate tubes, centrifuged 2000  Gold Nucleic Acid Fluorescence CT scan every 3 months  Clinicopatholo  Recurrence,
2018) the ICT, after g10 min at 4°C, Processed Gel Stain up to 1 year, gical disease
CRT. within 2 h, stored at -80°C every 6 months  assessment progression and
up to 2 years, death
every 12 months
up to 2 years
(SONG et al., ng/ul K3-EDTA tubes, centrifuged ~ Maxwell RSC Quantus Fluorometer ~ (PET-)CT recurrence
2021) (1,600 g, 10 min) within 4 Instrument scan
hours, stored at —-80°C
(SUN et al., ng/ml <7 days before QlAamp® DNA gRT-PCR histological ~ postoperatively =~ TRG Disease
2014) CRT, <7 days Blood Mini kit evaluation progression
after CRT (biopsy)
(TAKAHASHI et ng/ml DO, D1, D4, D7 QIlAamp circulating Fluorescence Technical success
al., 2015) nucleic acid kit
(TAKAHASHI et ng/ml DO, D1, D3, D7  BD Vacutainer plasma QIlAamp circulating Qubit 2.0 dsDNA Radiographi  postperatively Clinicopatholo  Technical success
al., 2018) preparation tubes, nucleic acid kit high-sensitivity assay ¢ imaging on day 1 and gical
centrifugation at 19009g 10 day 3 assessment
min at 4°C, within 2 h, stored
at — 80°C, re-centrifugation at
16,0009¢ for 10 min at 4°C
(VANDEPUTTE  ug/ml baseline, every EDTA tubes centrifuged, at QIlAamp circulating Qubit® 2.0 FDG PET- baseline, every  Clinicopatholo  death
etal., 2018) 2 weeks until 2000xg for 15 min at 4°C, nucleic acid kit fluorometer / Qubit®  CT scan 2 weeks until gical
disease within 1h, stored at -80°C dsDNA HS assay kit disease assessment
progression or 1 progression or 1
year FUP year FUP
(YEH et al., ng/ml every 3-6 PAXgene Blood ccfDNA Applied Invitrogen™ Qubit™  CT scan recurrence
2020) months tube, processed within 24 Biosystems™ Fluorometer / Qubit™
hours at room temperature MagMAX™ Cell- dsDNA High
(15°C-25°C) Free DNA Isolation Sensitivity Assay
Kit
(ZHONG et al., ng/ml 10 days EDTA tubes, centrifuged at QlAamp Blood DNA  ¢gPCR progression
2020) preoperatively, 1600g, stored at -80°C Mini Kits
10 days

postoperatively
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Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
Criteria
(ZITT etal., ng/ml pre treatment, centrifugating twice at 3000 QlAamp DNA Blood  rt-PCR histological ~ operatively UICC grading  Treatment
2008) end of CRT (5 rpm for 10 min at 4°C (2 h Mini Kit evaluation response
weeks), after venipuncture), stored at (biopsy)

postoperatively ~ —80-C
Abbreviations: ctDNA, circulating tumor DNA; MAF, mutation allelic fraction; VAF, variant allele fraction; dPCR, digital polymerase chain reaction; ddPCR, digital droplet polymerase chain reaction; rt-PCR, real

time polymerase chain reaction; qRT-PCR, quantitative real time polymerase chain reaction; ARMS-gPCR, amplification-refractory mutation system quantitative polymerase chain reaction; gPCR, quantitative

polymerase chain reaction; CT, computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging; TRG, tumor response grade.

Table 3 — cfDNA biomarker, mCRC patients Trial Data

Reference Country Study design Diagnosis  Treatment N, N, male Mean age FUPa
total biomarker (%)
(AMATU et al., 2019) Italy Prospective, double-blind mCRC Regorafenib 76 60 51 60 (30-84) 5.5 months (1,25-56.5)
(BEAGAN et al., 2020) Netherlands Prospective mCRC CRS-HIPEC 30 24 56,7 65,1 17 months (6-25) 25
months
(BERGER et al., 2017) Germany Prospective cohort treatment mCRC Palliative chemotherapy 27 27 85 65,4 (+1,8) 2.35+0.14 months 14
surveillance months
(BOYSEN et al., 2018) Denmark Prospective, open label, phase 11 mCRC DEBIRI-TACE + 15 15 57 66 (43-74) 1.7 years
mFOLFOX6
(BOYSEN et al., 2020b) Denmark Prospective mCRC oxaliplatin + capecitabine 62 56 61 61,3 3 years
(40,8-74,8)
(CABEL et al., 2017) France Prospective, single-center mCRC pembrolizumab 15 2 57,5 (57-58) 10.8 months (3.2-16.3)
nivolumab
(GALVANO et al., 2020) Prospective mCRC 40
(HAMFJORD et al., Sweden Retrospective, post hoc mCRC NORDIC-Flox 547 493 60 62 (24-75) 7 years
2019)
(HE et al., 2020) China Prospective CRLM Surgery 20 19 70 55 +13 20 months
(HUFNAGL et al., 2020)  Austria Prospective mCRC 5-FU + Oxaliplatin or 15 5 46,7 70 (47-82) 6 months (2-8)
Irinotecan
(IWAI et al., 2020) Japan Prospective, observational, single ~ CLM Liver resection 42 42 60,9 69 (18-85) 535 days (272-994)
institution
(IWAI et al., 2016) Japan Prospective CLM Liver resection 29 18 1 year
(IWAI et al., 2015) Japan Prospective CLM Liver resection 10 10
(JANOWSKI et al., 2017) USA Prospective CLM Radiotherapy + resection 58 9 50 56 (31-85) 2 months
(KITAHARA et al., Japan Prospective, non-randomized, mCRC CRT 96 93 50 64 1000 days
2016) double-blinded, phase Il
(PAN; ZHANG, 2020) China Prospective mCRC 250 200 66,5 51 8 months
(PASTOR et al., 2021) France prospective, multicenter, open- mCRC regorafenib 55 43 53,5 62,1 (50,5— 15 months
label, single-arm, phase I1 68,3)
(SEFRIOUI et al., 2021) France Prospective mCRC Chemotherapy 192 157 56,2 68 12 weeks
(SEFRIOUI et al., 2015) France Prospective mCRC CRT 34 34 41 60,6 18 months
(SPINDLER et al., 2018)  Denmark Prospective mCRC Cetuximab, Irinotecan 115 82 0,6 years (7 days - 3,8

Everolimus years)
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Reference Country Study design Diagnosis  Treatment N, N, male Mean age FUPa
total biomarker (%)
(SPINDLER et al., Denmark Prospective mCRC Cetuximab, Irinotecan 108 105 56 62 (38-82) 7 months
2014c)
(SPINDLER et al., 2012)  Denmark Prospective mCRC Irinotecan 108 108 56 62 (38-82) 7 months
(SPINDLER et al., 2015)  Denmark Prospective mCRC Cetuximab, Irinotecan 140 140 61,43 63 (36-87)
(SPINDLER et al., Denmark Prospective mCRC Cetuximab, Irinotecan 49 49 63,27 63 (47-76)
2014b)
(SPINDLER et al., Denmark Prospective mCRC Capecitabine, Gemcitabine 94 86 64 66 (37-83) 9.5 months
2014a)
(TABERNERO et al., Spain Prospective, multicenter mCRC Regorafenib 760 503 61,05 61 (54-68) 4,9 months (3,2 - 7,0)
2015)
(WOFF et al., 2019) Belgium Prospective, non-randomized, mCRC Regorafenib 141 132 58 67 (32-85) 30 months
multicenter, phase I1
(WONG et al., 2015) Singapore Prospective, open-label mCRC Regorafenib 37 33 59,46 58 (27-77) 105 days (17-484)
(XU et al., 2020) China Prospective mCRC chemotherapy 128 126 714 58 (26-84)

Abbreviations: CLM, colorectal liver metastasis; CRC, colorectal cancer; CRLM, colorectal liver metastasis; LARC, locally advanced rectal cancer; OCC, obstructive colorectal cancer; MLBO, malignant large
bowel obstruction; mCRC, metastatic colorectal cancer; NeoCTx, neoadjuvant chemotherapy; CTx, chemotherapy; CRT, chemoradiotherapy; nCRT, neoadjuvant chemoradiotherapy; RT, radio therapy; ACT,
adjuvant chemotherapy; cfDNA, circulating free DNA;

Table 4 — cfDNA biomarker, mCRC patients Biomarker Data

Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure timepoint RT Evaluation outcome
assessment Criteria
(AMATU et al., cmDNA /ml DO, D14 (6-75) ddPCR CT scan every 8 weeks  RECIST Disease
2019) progression
(BEAGAN etal.,, ng/mL preoperatively, Streck or EDTA tubes, QIAsymphony ddPCR PET-CTscan  Every 3 recurrence
2020) every 2-4 weeks  processed within 8 hours, Circulating DNA Kit months
until 3 months, centrifuged twice, stored at -
every 3 months  80°C
up to 25 months
(BERGER et al., ng/ml Therapy EDTA tubes, Processed QlAamp circulating Qubit 2.0 Fluorometer  CT scan Baseline, every RECIST 1.1
2017) initiation, <7 within 1 hour at 4°C, nucleic acid Kit / Qubit dsDNA HS 2 months
days centrifuged 10 minutes (820g Assay Kit
at 4°C), supernadant
centrifuged again 10 minutes
(20,000g at 4°C), storage at -
80°C.
(BOYSEN etal.,,  ng/ul baseline, prior Citrate tubes, processed Gold Nucleic Acid fluorescence CT scan Every 3 RECIST 1.1 Disease
2018) to each cycle within 2 hours, centrifuged at ~ Gel Stain months progression
2000g for 10 min at 4°C,
stored at -80°C
(BOYSEN etal.,,  ng/ul pre-treatment, at Not Applicable direct fluorescent CT scan RECIST progression

2020b)

the end of
treatment

assay for cfDNA
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Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure timepoint RT Evaluation outcome
assessment Criteria
analysis, not requiring
any prior processing
(CABEL et al., GE/ml EDTA tubes, processed QIlAamp Circulating Qubit Fluorometer CT scan death
2017) within 1 hour, centrifuged Nucleic Acid Kit
820g 10 min, at 16,0009 10
min, stored at -80°C.
(GALVANO et ng/ul pretreatment, at ~ EDTA-tubes QIlAamp Circulating NGS progression
al., 2020) evaluation, Nucleic Acid
every 2-3
months
(HAMFJORD et alleles/ml Baseline EDTA tubes, Stored at -80°C ~ CMG-1107 cfNA 1k ddPCR CT scan RECIST 1.0 Disease
al., 2019) Kit special H24 progression and
death
(HE et al., 2020) ng/ml <7 days streck tubes, processed within ~ QlAamp Circulating PCR every 3to 6 progression
preoperatively, 72 h of collection, centrifuged  Nucleic Acid kit months
<7 days at 2400xg 10 min at 4°C, postoperatively
postoperatively  centrifuged at16,000xg 5 min
at 4 °C, stored at—80 °C
(HUFNAGL et pg/ul Baseline, within 30 min, centrifuged 10  modified gRT-PCR CT scan restaging RECIST Disease
al., 2020) restaging min 1,500 g, once more 10 phenol-chloroform progression
min 2,000 g, stored at -80°C extraction method
(IWAl et al., ng/ml preoperatively, EDTA tubes, processed QlAamp Circulating Qubit quantification CT scan Every 6 Early relapse (6
2020) 1 month within 2 h, centrifuged 3000g  Nucleic Acid Kit assay months months)
10 min at -4°C, stored at -
80°C
(IWAl et al., Ratio preoperatively, QlAamp Circulating rt-PCR relapse
2016) 1 month Nucleic Acid Kit
(IWAl et al., Surgery, 7 days,  Stored at -80C QlAamp Circulating Fluorescence CT scan Every 6 RECIST relapse
2015) every 1-2 Nucleic Acid Kit months
months
(JANOWSKI et ratio <2 months pre- 10 ml of blood, K2-EDTA QlAamp DNA Blood  gPCR CT scan, MRI  Preoperatively, RECIST Disease
al., 2017) treatment, <2 tube processed, within 30-60  Mini Kit post-treatment progression
months post min at 800 g for 10 min at at 2 months
treatment 4°C, centrifuged 13,000 g for
10 min, supernatant stored at
-80°C"
(KITAHARA et ng/ml pre-treatment EDTA tubes, centrifuged 400  QlAamp DNA Blood  PicoGreen dsDNA Disease
al., 2016) g 15 min at 4°C, stored at - Mini Kit Quantitation Kit progression
80°C
(PAN; ZHANG, ng/ml monthly EDTA tubes, centrifuged at QlAamp Circulating ddPCR death
2020) room temperature Nucleic Acid Kit
(PASTOR et al., ng/ml baseline, day 15 EDTA tubes, centrifuged at QlAamp DNA Mini gPCR CT scan RECIST 1.1 progression
2021) of cycles 1 and 1200gfor 10 min at 4°C, Blood Kit

within 4 h




88

Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure timepoint RT Evaluation outcome
assessment Criteria
2), end of
treatment
(SEFRIOUI etal., ng/mL cycle 3or4 (6 processed within 2 h, QIAamp Circulating fluorimetricv method,  CT scan every 12 RECIST 1.1 progression
2021) weeks) centrifugation at 2700 xgfor Nucleic Acid Kit as previously weeks
20 min, stored at—80 °C described
(SEFRIOUI etal., ng/ml Before processed in 2h, QIAamp Circulating dPCR CT scan Not RECIST 1.1 death
2015) treatment centrifugations at 2700g 20 Nucleic Acid Kit standardized
min at room temperature,
then16,000g 10 min at 4°C,
stored at —80°C
(SPINDLER et alleles/ml before 1 CRT, citrate tubes, processed QlAamp Circulating ddPCR B2M Death
al., 2018) before 2 CRT, within 2 h, centrifuged Nucleic Acid Kit
before 3 CRT, (2300g 10 min at 4°C), stored
at progression at -80°C
(SPINDLER et alleles/ml Before each EDTA-tubes, centrifuged QIAsymphony ARMS-gPCR CT scan baseline, <2 RECIST 1.1 Disease
al., 2014c) therapy cycle 2,000 xg 10 min within 2 h, virus/bacteria midi-kit weeks cycle 1, progression
and at each stored at —80°C on a QIA-symphony every 12
follow-up visit. robot weeks during
treatment,
every 3 months
during follow-
up
(SPINDLER et alleles/ml pre-treatment EDTA tubes, Processed QlAsymphony gPCR CTscan/ Every 9 weeks RECIST 1.1 Disease
al., 2012) within 2 hours, centrifugation  virus/bacteria midi-kit MRI progression and
at 2,000g 10 minutes, stored death
at -80°C
(SPINDLER et alleles/ml <14 days pre- EDTA tubes, centrifuged QIAsymphony in-house developed CT scan RECIST 1.0 Disease
al., 2015) treatment 2000 g for 10 min at 4°C virus/bacteria midi-kit  method targeting the Progression
within 2h, stored at -80°C on a QIA symphony PPIA gene
robot
(SPINDLER et alleles/ml mid treatment, EDTA tubes, centrifuged at QlAsymphony gPCR CT scan Every 9 cycles RECIST Disease
al., 2014b) at progression 2,000g for 10 min within 2 hr  virus/bacteria midi-kit progression
of collection, stored at -80°C ~ on a QIAsymphony
robot
(SPINDLER et alleles/ml Baseline, EDTA tube, centrifugationat ~ QlAsymphony ARMS-gPCR CT scan/ Every 9 weeks RECIST 1.1 Disease
al., 2014a) progression 2000g for 10 min, within 2 virus/bacteria midi-kit MRI progression
hr, stored at -80°C on a QlAsymphony
robot
(TABERNERO et GE/ml baseline, thawed at room temperature QlAamp DNA gRT-PCR Disease
al., 2015) pretreatment for 10 min, centrifugation” purification kit progression
(WOFF et al., ng/ml Baseline, during EDTA tubes, centrifuged QlAamp Circulating Qubit 3.0 fluorometer PET-CT scan  Baseline, PERCIST Disease
2019) treatment within an hour, (2,000 g for Nucleic Acid Kit / Qubit dsSDNA HS during progression
15 min at 4°C), frozen at - assay kit treatment

80°C
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Reference Unit of Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measure timepoint RT Evaluation outcome
assessment Criteria
(WONG et al., GE cycle 1 day 1, centrifugation at room QlAamp CAN LINE-1gRT-PCR FDG PET-CT <1 week RECIST 1.1 Disease
2015) cycle 1 day 8, temperature purification kit scan before progression
and cycle 2 day treatment,
21. cycle 1 day 15,
every 2 cycles
(XUetal., 2020)  ng/ml centrifuged at 1900xg 10 min ~ QlAamp Circulating Qubit Fluorometer 3.0 progression

at 4°C, processed within 2
hours, centrifuged at
16,000xg 10 min at 4 °C

Nucleic AcidKit

Abbreviations: ctDNA, circulating tumor DNA; MAF, mutation allelic fraction; VAF, variant allele fraction; dPCR, digital polymerase chain reaction; ddPCR, digital droplet polymerase chain reaction; rt-PCR, real

time polymerase chain reaction; gRT-PCR, quantitative real time polymerase chain reaction; ARMS-qPCR, amplification-refractory mutation system quantitative polymerase chain reaction; gPCR, quantitative

polymerase chain reaction; CT, computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging; TRG, tumor response grade.

Table 5 — ctDNA biomarker, non-mCRC patients Trial Data

Reference Country  Study design Diagnosis Staging I/ 11/ 111/ Treatment N, total N, male (%) Meanage  FUPa

1V / NA, (%) biomarker
(ALLEGRETTI et Italy Prospective, CRC /11126417 Surgery 53 12 52,8 11.7 months 40 months
al., 2020) double-blind
(BENHAIM et al., France Prospective CRC 15451455/ / Surgery 250 187 57,8 66,7-11,3 5 years
2021) cohort
(BONIFACE et al., USA Prospective CRC I CRT 5 2 50 46 18 months
2021)
(CARPINETTI etal.,, Brazil Prospective CRC 125125/25/25 nCRT 4 4 50 125 weeks (84-177)
2015)
(DIEHL et al., 2008)  USA Prospective CRC /16/6/88/ Resection 18 18 44 59,8 (35- (13-56 days)

82)

(DUMBRAVA eetal,, USA Retrospective CRC 1111 systemic therapy 18 (varied)
2021)
(HEDTKE et al., Germany  Retrospective CRC 29/45/149/ immuno CRT 168 111 64,9 61,7 (33,2- 336 days (25-75%:105—
2022) 54.8/22.6 92) 427 days)
(HENRIKSEN etal.,, Denmark Prospetive CRC 22/40/38/0/ Surgery 453 436 56 70 (41-91)
2020)
(HENRIKSEN et al., Denmark  Prospective CRC 8.1/1/919/ 1/ ACT 168 140 59,4 35 months (IQR, 13-36
2022) months).
(HERRMANN etal., Germany Prospective CRC 9/10/24/58/ nCRT + monoclonal 104 104 71 65 15 months
2019) antibodies
(JANKU et al., 2016) USA Prospective CRC I 62 13 55 58 (20-81) 48 months
(KULIGINA et al., Russia Prospective CRC / 1100/ / RT 30 9 33,3 65,777777 4,6 months 6,9 months
2021a) 7777778
(KULIGINA et al., Russia Prospective CRC I FOLFOX, FOLFIRI, 96 54 46,3 65,9

2021b)

Capecitabine
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Reference Country  Study design Diagnosis Staging I/ 11/ 111/ Treatment N, total N, male (%) Meanage  FUPa
1V / NA, (%) biomarker
(LIM et al., 2021) China Prospective CRC 0,04/0,158/0,393  Surgery, 272 272 57,7 56,5 3 months 9,6 months
/0,408 / Chemotherapy
(LIN et al., 2014) Taiwan Prospective CRC 23,56/ 25,65/ Resection 191 133 59,2 64,9 (27- 62 months (12-84)
25,65/25,13/ 80)
(MCDUFF et al., USA Retrospective CRC 10,20/0,79/ / Radiochemotherapy 29 29 51,7 54 (48-66) 20 months
2021) (interquartilerange, 14.0-
43 months)
(MURAHASHI et al., Japan Prospective LARC /131,8/682/ / CTx and/or RT 85 59 76,5 6052-69 100 weeks
2020)
(PAIRAWAN et al., USA Prospective CRC 1111 13 13 59 59 (8-84) 8.4 months
2020)
(PHALLEN et al., USA Retrospective CRC 19,05/21,43/ 244 42
2017) 23,81/35,71/
(REINERT et al., Denmark  Prospective CRC 4/31,2/6481 1 CRT 130 125 54,8 69,9 (43,3- 12.5 months 36 months
2019) 91)
(REINERT et al., Denmark  Retrospective CRC 9,09/45,45/18,18  NeoCTx 118 11 36 months
2016) 127,271
(SATO et al., 2016) Japan Prospective CRC 8/6/17/0/ Resection 59 51 51 1 year
cohort
(SCHOJLER et al., Denmark  Prospective, CRC I chemotherapy 118 27
2017) observational radiotherapy
radiofrequency ablation
resection
(SIRAVEGNA et al., ltaly Prospective CRC I 100 100 62 63 (37-88) 150 weeks
2015)
(STASIK et al., Germany  Retrospective CRC /0,071/0,285/ Surgery 14 14 71,4 68(50-81) 381 days (range 163—
2022) 0,642/ 962)
(SUN et al., 2018a) China Prospective CRC 1111 Cetuximab / 140 140 55 57 9 months 20 months
Panitumumab
(SUN et al., 2018b) China Prospective CRC 36,3/27,3/27,3/ Resection + CRT 11 11 36,4 57,6 (35- 2 years
9,1/ 73)
(SUZUKI et al., Japan Prospective CRC 1111 154 77 366 days 2 years
2020)
(SYMONDS et al., Australia  Prospective CRC 0,1458 /0,347 / 548 144 63,8 12.6 months (IQR, 11.1-
2020) 0,4305/0,14/ 17.4 months)
(TAIEB et al., 2021) France Prospective, CRC 1111 modified 2010 1017 57 63,4-9,6 6,6 years 6,8 years
multicenter, two- (m)FOLFOX®6 or
arm, open-label, CAPOX
randomized,
phase 111
(TANAKA et al., Japan Prospective CRC /0,181/0,454 / Surgery 362 11 36,3 69 (46-83) 22 months
2021) 0,363/
(TIAN; LIAO; China Prospective CRC 20/27127/271 150 150 62 60 (56-73) 3 months

ZHANG, 2017)
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Reference Country  Study design Diagnosis Staging I/ 11/ 111/ Treatment N, total N, male (%) Meanage  FUPa
1V / NA, (%) biomarker
(TIE et al., 2021) Australia  Prospective CRC 1111 Surgery 485 485 59 63 47 months (4 - 84
months)
(WANG et al., China Prospective, LARC 1111 nCRT 119 103 714 57 644 days (35-925)
2021h) cohort
(XIE et al., 2021) USA Prospective CRC 0,04/0,09/0,34/ Surgery, 160 100 59 55
0,49/ Chemotherapy
(YAEGASHI et al., Japan Prospective, CRC I surgery + CRT 44 12
2021) observational
(ZHOU et al., 2021) China Prospective LARC /0,0480/0,951/ / nCRT 106 104 644 624 18,8 months
multicenter trial
(ZHOU et al., 2016) China Prospective CRC 16,66 / 16,66 / Resection + adjuvant 6 6 33,33 64 (57-75) 46 months 5 years
observational 66,66/ / CRT
study
(ZOU et al., 2020) New Prospective CRC /0,0333/0,333/ CRT 60 28 48,3 65 2 years
Zealand 0,633/

Abbreviations: CLM, colorectal liver metastasis; CRC, colorectal cancer; CRLM, colorectal liver metastasis; LARC, locally advanced rectal cancer; OCC, obstructive colorectal cancer; MLBO, malignant large
bowel obstruction; mCRC, metastatic colorectal cancer; NeoCTx, neoadjuvant chemotherapy; CTx, chemotherapy; CRT, chemoradiotherapy; nCRT, neoadjuvant chemoradiotherapy; RT, radio therapy; ACT,

adjuvant chemotherapy; ctDNA, circulating tumor DNA,;

Table 6 — ctDNA biomarker, non-mCRC patients Biomarker Data

Reference Unitof  Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measur  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
e Criteria
(ALLEGRETTI copies/ baseline, 3 K2EDTA tubes, processed within 1 h,  QIlAamp circulating dPCR / Qubit CT scan every 3 months recurrence
et al., 2020) ml month centrifugation at 4 °C (2000 xgfor 20 nucleic acid kit dsDNA HS assay
min, and 16,000 xgfor 10 min), stored kit
at—80°
(BENHAIM et ng/mL preoperatively, EDTA tubes, centrifugation at 3,000g  QIlAamp Circulating ddPCR / Qubit 2.0 Clinical Every 3-6 recurrence
al., 2021) 5 days (4°C), stored at-80°C Nucleic Acid Kit fluorometer examination and  months
postoperatively, ultrasound scans
every 3-6
months during
3-5 years
(BONIFACE et hGE/mL Processed within 6 hours, centrifuged  QIAgen Blood Kit Qubit 3 histological diagnosis, recurrence
al., 2021) twice, stored at -80°C fluorometric evaluation recurrence
quantification (biopsy)
system
(CARPINETTI et  Copies/  Every 3 weeks EDTA tubes, processed within 2 QlAamp MinElute RNaseP Copy CT scan + Week 13, Every Metastasis
al., 2015) ml hours, centrifuged twice, stored at Virus Vacuum Kit Number Reference clinical 3 months
—80°C. Assay / ddPCR evaluation
(DIEHL et al., molecul DO, D1, D2-10, EDTA tubes, processed within one QlAamp MinElute gPCR CT scan Recurrence
2008) es/ml D13-56 hour, centrifugation 820g 10 min Virus Vacuum Kit

transferred 1-ml, centrifuged 16,0009
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Reference Unitof  Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measur  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
e Criteria
10 min, supernatant stored them at —
80 °C.
(DUMBRAVAEet VAF Baseline, EDTA tubes, processed within 2 QlAamp circulating  ddPCR RECIST 1.1 progression
al., 2021) (%) undisclosed hour, centrifuged twice nucleic acid kit
timepoints
(HEDTKE et al., MAF cell-free DNA BCT CE tubes, QlAamp Circulating ddPCR CT scan RECIST 1.1 progression
2022) (%) processed within 72 h, centrifuged at ~ Nucleic Acid Kit
1600g 10 min at room temperature,
centrifuged at 6000g 10 min at room
temperature used immediately or
stored at -80°C
(HENRIKSEN et VAF Preoperatively, K2-EDTA tubes, processed within 2 QlAamp Circulating ddPCR Radiographic Radiology Relapse
al., 2020) (%) postoperatively  h, centrifugationat room tem-perature  Nucleic Acid Kit imaging
for 10 min at 3000g, followed by
centrifugation for 10 min at 3000g,
stored at -80°C
(HENRIKSEN et GE/ml 2 weeks K2-EDTA tubes, within 2 hours, QlAamp Circulating  Quant-iT High CT scan 12 months recurrence
al., 2022) postoperatively  double centrifugation, stored at -80°C  Nucleic Acid Kit Sensitivity dsSDNA postoperatively,
Assay Kit 36 months,
every 6 months
(HERRMANN et alleles/ pre treatment, K3EDTA tubes, stored at -4°C, QlAamp DNA Qubit 2.0 CT scan Every 3-6 Disease
al., 2019) ml restatging (3-6 processed within 16 h, centrifuged Blood Mini Kit months progression
months) 1900 g 10 min at -4°C, supernatants
centrifuged 16000 g 10 min at -4°C,
stored at -80°C
(JANKU et al., % Before EDTA tubes centrifuged, and spun QlAamp Circulating PCR CT scan, MRI Every 4 weeks RECIST Death
2016) treatment, Every  twice within 2 hours Nucleic Acid Kit
4 weeks
(KULIGINA et VAF <1 hour PAXgene Blood ccfDNA tubes or cf-  QlAamp circulating  ddPCR histological TRG progression
al., 2021a) (%) baseline, DNA/cf-RNA Preservative Tubes, nucleic acid kit evaluation
baseline, 1, 3,6, processed within 2-8 hours, (biopsy)
12, 24, 36, 48, centrifuged twice at room
72 and 96 hours  temperature, stored at -70°C
after
(KULIGINA et copies/ Within 1-7 PAXgene Blood ccfDNA tubes or cf-  QlAamp circulating  ddPCR RECIST progression
al., 2021b) ml consecutive DNA/cf-RNA Preservative Tubes, nucleic acid kit
days (median processed within 2-8 hours,
interval of 3 centrifuged twice, first at room
days) temperature then at 4°C, stored at -
70°C
(LIM et al., 2021) ratio K2-EDTA tubes, centrifuged twice, HiPure Circulating ddPCR CT scan, RECIST 1.1 progression
stored at -80°C DNA Midi Kit Colonoscopy
(LIN et al., 2014)  copies/ death

mi
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Reference Unitof  Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measur  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
e Criteria
(MCDUFFetal., MAF baseline, before  centrifugation at room temperature 10  QlAamp Circulating ddPCR CT scan, MRI recurrence
2021) (%) NeoCRT, min at 1,600%g, the second at room Nucleic Acid Kit
preoperatively, temperature 10 min at 3,000xg, stored
postoperatively  at—80°C
(MURAHASHI et MAF baseline, EDTA tubes, centrifugation at 1600 MagMAX cfDNA Qubit 2.0 /2100 CT scan, MR, 4-8 weeks after TRG recurrence
al., 2020) (%) preoperatively, xg 10 min at 4 °C, followed by Isolation Kit Bioanalyzer clinicopathologi  end of treatment
12 weeks 16,000%g 10 min at 4 °C cal
postoperatively
(PAIRAWAN et VAF disease Tubos Streck, proccessed within 48 QlAamp Circulating  Illumina HiSeq 1 year death
al., 2020) (%) progression hours Nucleic Acid Kit 2500
(PHALLEN et Mutant baseline, EDTA tubes, 2 hours at 4°C, stored at  QlAamp Circulating TEC-Seq method histological Disease
al., 2017) allele surgery -80°C Nucleic Acid Kit evaluation progression
fraction (biopsy)
(REINERT etal., VAF Preoperatively K2-EDTA tubes, processed within 2 QlAamp Circulating  Quant-iT High CT scan 12.5(1.4-38.5) Clinicopathol ~ Recurrence
2019) (%) (-14 days), D30, hours, Centrifuged 10 minutes at Nucleic Acid kit Sensitivity dSDNA months ogical
Every 3 months ~ 3000g, centrifuged 10 minutes at Assay Kit assessment
(max 36) 3000g, stored at —80°C.
(REINERT etal.,, GE/ml DO, D8, D30, QlAamp DNA ddPCR CT scan Every 3 months  Clinicopathol ~ Relapse
2016) every 3 months Blood Midi Kit/ ogical
until 36 months QIAmp Circulating assessment
or death Nucleic Acid Kit
(SATO et al,, MAF CPT tube, processed within 2 hours, QlAamp Circulating
2016) (%) centrifuged 1800 g 20 min at room Nucleic Acid Kit
temperature, stored at -80°C
(SCHQLER et GE/ml DO, D8, D30, QlAamp DNA Mini  ddPCR CT scan Every 3 months Relapse
al., 2017) every 3 months Blood Kit / QIAmp
until 36 months Circulating Nucleic
or death Acid Kit
(SIRAVEGNA et  GE/ml QlAamp Circulating ddPCR CT scan RECIST Disease
al., 2015) Nucleic Acid Kit progression
(STASIK et al., VAF QIAsymphony gPCR imaging recurrence
2022) (%) instrument /
PAXcircDNA_STA
_2400 protocol
(SUN et al., ng monthly for 9 EDTA tubes, Processed immediately, = QIlAamp Circulating ddPCR death
2018a) months Centrifugation 400g for 35mi at Nucleic Acid kit
20°C, Centrifugation at 1,000g for 10
min, atored at —20°C
(SUN et al., VAF 4-10 weeks EDTA tubes centrifuged 1,600g 10 QlAamp Circulating  Qubit 2.0 CT scan Every 6 months Disease
2018h) (%) postoperatively,  min at 4°C within 2 h centrifuged at Nucleic Acid kit fluorometer / Qubit Progression
twice-monthly 10,000 x g for 10 min at 4°C, stored dsDNA HS Assay
up to six months  at -80°C. kit
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Reference Unitof  Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measur  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
e Criteria
(SUZUKI et al., MAF pre-operative, EDTA-2Na tubes, within 6 hr, MagMAX Cell-Free  ddPCR / Qubit CT scan pre-operative, recurrence
2020) (%) post-operative, centrifugation 2,000 xg at 4°C for 10  Total Nucleic Acid  fluorometer post-operative,
every 3 months  min, second of 16,000 xg at 4°C for Isolation kit every 3 months
until 2 years 10 min, stored at —80°C until 2 years
(SYMONDS et pg K3EDTA tubes, centrifugation at QlAcube HT rt-PCR CT scan every 12 months recurrence
al., 2020) 1,500 g for 10 min at 4 °C, repeat instrument
centrifugation, stored at —80 °C
(TAIEB et al., % median 42 days  EDTA tubes, centrifugation at 1500 g ccfDNA plasma kit ~ ddPCR / Qubit 2.0 recurrence
2021) postoperatively  bufor 15 min within 24h to 48h from by RSC Maxwell / fluorometer using
blood collection, and stored at -80°C ~ QlAamp Circulating  the dSDNA HS
Nucleic Acid Kit Assay
(TANAKA etal., MAF 1 week BD Vacutainer® PPT plasma Maxwell RSC QuantStudio™ 3D recurrence
2021) (%) preoperatively, preparation tube, centrifuged at ccfDNA plasma kit~ Digital PCR System
postoperatively ~ 1100xg for 10 min at 4 °C, within 2
on days 1 and h, stored at—80 °C
30
(TIAN; LIAO; copies/ monthly for 3 EDTA tubes, processed within 3 QlAamp Circulating  Nanodrop 2000 histological postoperetively Curative
ZHANG, 2017) mi months hours, centrifugateed twice 1,000 g Nucleic Acid Kit evaluation resection
for 15 min at 4°C (biopsy)
(TIEetal., 2021) MAF 4-6 weeks, 6- EDTA tubes, centrifuged twice, Safe-SeqS Safe-SeqS Imaging recurrence
(%) 8weeks, 8-10 stored at —80°C.
weeks
postperatively
(WANG et al., VAF beforen CRT, Clinicopatholog TRG progression
2021b) (%) 15th time ical + MRI
fraction nCRT,
25th time
fraction nCRT,
<1 day
preoperatively,
5-12 days post
operatively
(XIE etal., 2021) fold recurrence
change
(YAEGASHI et VAF every 1-3 centrifuged at 1800%g for 20 min at QlAamp Circulating dPCR / Qubit12.0 CT scan recurrence
al., 2021) (%) months room temperature, stored at—80 °C Nucleic Acid Kit dsDNA high-
sensitivity assay kit
(ZHOU et al., VAF baseline, cycle EDTA Tubes, process within 3 QlAamp Circulating CT scan every 6 months recurrence
2021) (%) 1, 7 weeks after  hours, 2 centrifugation (2,500g, 10 Nucleic Acid Kit for 1 year,
nCRT, minutes and 16,0009, 10 minutes) annuallyupto 5
preoperatively, years.

<1 month
postoperatively
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Reference Unitof  Collection Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT Recurrence
measur  timepoint RT assessment  Evaluation outcome
e Criteria
(ZHOU et al., VAF 1 weeks EDTA tubes, processed within 3 h, QlAamp Circulating  Qubit fluorometer histological Postoperatively relapse
2016) (%) preoperatively, centrifugation at 2,500 g for 10 min, Nucleic Acid Kit evaluation
1 month after centrifuged at 16,000 g for 10 (biopsy)
postoperatively,  min
every 3 months
(ZOU et al., copies/ml  every 12 weeks QlAamp Circulating ddPCR CT scan after every blood Clinicopathol  recurrence
2020) up to 1 year, Nucleic Acid Kit ogical
every 24 weeks assessment

until relapse up
to a maximum
of 2 years

Abbreviations: ctDNA, circulating tumor DNA; MAF, mutation allelic fraction; VAF, variant allele fraction; dPCR, digital polymerase chain reaction; ddPCR, digital droplet polymerase chain reaction; rt-PCR, real

time polymerase chain reaction; gRT-PCR, quantitative real time polymerase chain reaction; ARMS-qPCR, amplification-refractory mutation system quantitative polymerase chain reaction; gPCR, quantitative

polymerase chain reaction; CT, computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging; TRG, tumor response grade.

Table 7 — ctDNA biomarker, mCRC patients Trial Data

Reference Country Study design Diagnosis Treatment N, total N, male (%0) Mean age FUPa
biomarker
(BIDARD et al., France Prospective, CLM FOLFIRINOX, 153 35 60 (25-75) 37.2 months (0-
2019) secondary analysis FOLFOX/FOLFIRI + liver 55.3)
resection
(BOECKX et Belgium Prospective mCRC Chemotherapy (1st line) 24 21 62,5 67 (38-82) 800 days
al., 2018)
(BOYSEN et Denmark Prospective mCRC Surgery or SBRT 35 5 51 70.5 (36-81) 21 months 5
al., 2020a) translational years
(EL France Prospective cohort mCRC CRT 106 97 59,8 66,6 36 months (0-
MESSAOUDI 104)
et al., 2016)
(GARLAN et France Prospective mCRC CRT (1-2 lines) 82 63 59,8 67,6 (35,0-90,7) 40 months
al., 2017) exploratory
(HAMFJORD et Norway Prospective, phase Il1 mCRC cetuximab + 5-FU/folinic acid 566 253 56,13 35,5 months
al., 2021) + oxaliplatin
(HOLM et al., Finland Prospective mCRC B-CAPOX or B-CAPIRI 10 10 70 63 (38-76) 51,4 months
2020)H multicenter, open-
label, single-arm,
phasell
(HSU et al., Taiwan Retrospective mCRC Bevacizumab/FOLFIRI 32 18 66 58,5 31 weeks 44
2018) cetuximab/FOLFIRI weeks
(JENSEN et al., Denmark Prospective, single- mCRC Regorafenib 100 38 53 65 (28-77) 18 months
2019) arm, phase Il
(JIAetal.,, China Prospective mCRC FOLFOX or FOLFIRI 20 20 70 60 (34 - 76) 6.9 months
2021) (range 1.6-26.6)
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Reference Country Study design Diagnosis Treatment N, total N, male (%) Mean age FUPa
biomarker
(JIAetal.,, China Prospective mCRC FOLFOX/FOLFIRI 47 41 62 (28-79) (12 cycles)
2019)
(KLEIN- Germany Prospective mCRC FOLFIRI, 12 12 41,6 69 19,4 months
SCORY etal., FOLFOX,FOLFOXIRI, or 5-
2020) Fluoruracil (5-FU) +
bevacizumab

(KLEIN- Germany Prospective mCRC 3 3 33 51 (37-66)
SCORY etal.,
2018)
(LIM et al., South Prospective mCRC chemotherapy + cetuximab 93 54 75,3 61 (26-80) 42 months
2021) Korea
(LIU et al., China Prospective, mCRC CTx 36 5 75 56 (28-77) 18,5 months
2020) observational study
(LUEONG et Germany Prospective, mCRC g 825 151 66 63,19,6 24 weeks
al., 2020) randomized, 3-arm,

phase 3
(LYSKJAR et Denmark Prospective, phase Il mCRC FOLFIRI 24 24 54,17 64,5 (29-81)
al., 2019)
(MANCA et al., Italy Prospective mCRC panitumumab 120 120 50 months
2021) multicenter,

randomized, open-

label, phase 11
(MAetal., USA Prospective, mCRC cFOLFOXIRI- 280 54 57,4 58 (36-74) 19.3 months
2020) randomized, open- BEV,sFOLFOXIRI-BEV, or (6.7-28.0)

label, multicenter, FOLFOX-BEV

phase I
(MOATI et al., France Prospective mCRC CTx 115 36 63,8 66 [34-86]
2020)
(MOSER et al., Austria Prospective mCRC FOLFOX or FOLFIRI 13 11 53,84 61 52 hours
2020)
(OSUM I et al., Japan Prospective mCRC CRT 29 29 48,3 57 (39-76) 8 weeks
2019)
(POLIVKA et Czech Retrospective CRLM Surgery 71 71 59 62,7 4.1 years
al., 2020) Republic
(RUSSO et al., USA Case report mCRC Panitumumab 1 1 4 months
2016) Trametinib
(SIRAVEGNA Italy Prospective, open mCRC Lapatinib-trastuzumab 29 29 78,58 63 (41-86)
etal., 2019) label, phase Il
(TAKEGAWA Japan Prospective mCRC Cetuximab 18 18 72,22 (51-80) 784 days
et al., 2015)
(THIERRY et France Retrospective mCRC FOLFOX6 + cetuximab, 46 46 64,3 58,5 (26-74)
al., 2017) dasatinib
(THOMSEN et Denmark Prospective mCRC CTx and bevacizumab 123 123 63 67 (32-80) 17.8 months

al., 2020)
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Reference Country Study design Diagnosis Treatment N, total N, male (%0) Mean age FUPa
biomarker

(THOMSEN et Denmark Prospective mCRC CRT (1 line) 152 77 62 66 (35-79) 35.3 months
al., 2018)
(TIE et al., Australia Prospective, mCRC Oxiplatin 54 42 61,5 64,6 (55,5-71,2) 20 months
2015) multicenter Irinotecano
(UNSELD et Austria Prospective, mCRC regorafenib 30 12 76 60 4,8 months
al., 2021) multicenter,

translational, phase Il
(WANG et al., China Prospective CRLM Surgery 137 91 51,6 59 17.4 months
2021a) (6.6-28.7)
(YAMAUCHI Japan Prospective mCRC Bevacizumab 21 21 4.5 months
et al., 2018)

Abbreviations: CLM, colorectal liver metastasis; CRC, colorectal cancer; CRLM, colorectal liver metastasis; LARC, locally advanced rectal cancer; OCC, obstructive colorectal cancer; MLBO, malignant large

bowel obstruction; mCRC, metastatic colorectal cancer; NeoCTx, neoadjuvant chemotherapy; CTx, chemotherapy; CRT, chemoradiotherapy; nCRT, neoadjuvant chemoradiotherapy; RT, radio therapy; ACT,

adjuvant chemotherapy; ctDNA, circulating tumor DNA,;

Table 8 — ctDNA biomarker, mCRC patients Biomarker Data

Reference Unit of Collection timepoint Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT RT Recurrence
measure assessment Evaluation  outcome
Criteria

(BIDARD etal., copies/ml 4 weeks QlAamp Circulating ddPCR Liver
2019) Nucleic Acid Kit Resection
(BOECKX et % treatment initiation, EDTA tube, centrifuged 1500g  QlAamp Circulating Qubit 2.0 CT scan T3, T4 Disease
al., 2018) cycle 2, first 10 min, stored at -80°C Nucleic Acid Kit fluorometer progression

radiographic evaluation, dsDNA High

disease progression or Sensitivity

curative surgery. Assay
(BOYSEN et allelessmL 2 weeks postopreatively, EDTA tubes, centrifugation at Chemagen 360 ddPCR CT scan every 3 months up recurrence
al., 2020a) every 3 months up to 1 2000g for 10 min, within 2 h, purification robot to 1 year, at 18

year, at 18 months, at 24  stored at -80°C months, at 24

months, every year up to months, then

5 years yearly upto 5

years
(EL ng/ml K3 EDTA tubes, within 1 hour,  Qiagen blood mini kit  Intplex g°PCR death
MESSAOUDI centrifugation 10 min 1,200 g
et al., 2016) at -4°C, second centrifugation
10 min at -4°C 16,000 g, stored
at -20°C.

(GARLAN et ng/ml Baseline, cycle 1, cycle EDTA tubes, centrifugationat ~ QlAamp Circulating pdPCR CT scan Every 8 weeks RECIST 1.1  Disease
al., 2017) 2 (at 2 weeks), cycle 3 2 000g 10 min, stored at -20°C,  Nucleic Acid Kit progression

(at 4 weeks) centrifuged 15 min 2 000g.
(HAMFJORD et  MAF (%)  baseline, pretreatment K2EDTA tubes, centrifugation ~ chemagic CMG-1107  ddPCR CT scan RECIST 1.0  progression

al., 2021)

for 10 minutes at 1400g, stored

at -70°C to -80°C

cfNA 1kK:it special
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Reference Unit of Collection timepoint Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT RT Recurrence
measure assessment Evaluation  outcome
Criteria
H24 on a PerkinElmer
chemagic 360 robot
(HOLM et al., MAF (%) baseline, cycle 1 (3 EDTA tubes, centrifuged QiaSymphony DSP ddPCR CT scan every 9 weeks RECIST 1.1  progression
2020)H weeks), response within 30 min, stored at -20°C,  Circulating DNA Kit
evaluation (every 9 moved to -80 T within two
weeks), progression weeks
(HSU et al., % Baseline, Response, Cell-Free DNA BCT tubes QlAamp Circulating Quanti-iT CT scan Baseline, RECIST 1.0  Treatment
2018) Progression (Streck) Nucleic Acid Kit dsDNA HS Response, response
Assay Progression
(JENSEN etal., % pre treatment, 2 weeks EDTA tubes, centrifuged 2000  QIAsymphony gPCR Imaging every cycle 2 RECIST 1.1 Death
2019) pre each cycle, end of g 10 min, stored at -80°C, Circulating DNA Kit
treatment, progression within 4 hours
(JIAetal., MAF (%) pre-treatment, after EDTA tubes, centrifuged 10 QlAamp Circulating NGS CT scan baseline, 4 cycles  RECIST 1.1  progression
2021) cycle 4 min at 1600 g at 4 °C, within2  Nucleic Acid Kit
hours, stored at—20 °C, re-
centrifuged at 16,000 g for 10
min, stored at—80 °C
(JIAetal., MAF (%)  pretreatment <7 days EDTA tubes, centrifuged 10 QIAamp Circulating Qubit 2.0 CT scan baseline, after 4 RECIST 1.1  Disease
2019) (CO0), prior to cycles 2,3, min 1,600 g at 4°C within 2 h, Nucleic Acid Kit Fluorometer / cycles progression
and 4 <3 days before supernatants centrifuged Qubit dsDNA
(C1, C2, and C3). 16,000 g 10 min, stored at - HS Assay kit
80°C
(KLEIN- MAF (%) STRECK BCT tubes or in K2-  QlAamp circulating ddPCR CT scan Every 3 months progression
SCORY et al., EDTA tubes, stored at—80°C nucleic acid kit
2020)
(KLEIN- ng/ml
SCORY et al.,
2018)
(LIM et al., VAF (%) <7 days before EDTA tubes, centrifuged with cfKapture™ Ki 2200 CT scan baseline, every RECIST 1.1  progression
2021) treatment, at response Ficoll solution at 1500%g for 15 TapeStation four cycles or at
evaluation min, centrifugation at 16,000xg progressive
for 10 min, stored at—80 °C disease.
(LIU et al., ratio every tumor evaluation EDTA tubes, processed within ~ MagMAX™ Cell- Qubit 3.0 CT scan every 4 cycles RECIST 1.1  progression
2020) 5 days of collection, Free DNA Isolation fluorometer (2 months)
centrifuged at 1600g 10 min Kit
followed, again at 16,000g 10
min, stored at — 80 °C
(LUEONG et copies/ml baseline, 15 to 22 days Maxwell RSC VR ddPCR/ CT scan week 24 RECIST 1.0  progression
al., 2020) after treatment ccfDNA plasma kit Quantus
fluorometer
(LYSKJIAR et alleles/ml EDTA tubes,centrifugation at QlAamp Circulating ddPCR CT scan RECIST 1.1  progression
al., 2019) 1400 g for 20 min at 20 °C, Nucleic Acid Kit

stored at —80 °C
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Reference Unit of Collection timepoint Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT RT Recurrence
measure assessment Evaluation  outcome
Criteria
(MANCAetal., VAF (%) baseline, every 8 weeks Maxwell RSC Qubit dsDNA CT scan RECIST 1.1  progression
2021) until disease ccfDNA Plasma Kit HS Assay Kit
progression, consent
withdrawal, or death
(MAetal., MAF (%) pre-induction, end of cobas cfDNASample  Qubit HS assay ~ CT scan baselina, every 8 RECIST 1.1  progression
2020) the induction Preparation Kit weeks
(MOATI et al., MAF (%) baseline MaxwellBRSC ddPCR CT scan every 8 week RECIST 1.1  progression
2020) ccfDNA Plasma kit
(MOSER etal., MAF (%) pretreatment, mid EDTA tubes containing 10% QlAamp Circulating gPCR / Qubit CT scan Baseline, after RECIST progression
2020) therapy (9 samples) NBF or Streck tubes, stored Nucleic Acid Kit dsDNA HS FOLFOX
at—80 °C Assay Kit
(OSUM I et al., Ratio Therapy initiation, EDTA tubes, centrifugation MagMAX cfDNA Previously CT scan 8 weeks RECIST 1.1  Disease
2019) within 2 weeks, within 8 1600 g 10 min at 4 °C, Isolation Kit described progression
weeks followed by another spin at
16,000 g
(POLIVKA et pFA K3EDTA tubes, two-step QIlAamp Circulating ddPCR RECIST death
al., 2020) centrifugation of at 950 rcf at Nucleic Acid Kit
10 min at 4°C and then at
11,000 rcf at 10 min at 4°C
(RUSSO et al., GE/ml EDTA Tubes, processed within ~ QlAamp Circulating ddPCR CT scan 3 months
2016) 5h, Stored at -80°C Nucleic Acid Kit
(SIRAVEGNA pCN EDTA Tubes, Processed within ~ QlAamp Circulating Illumina HiSeq  Radiographic RECIST 1.1  Disease
etal., 2019) 5 hours, stored at -80°C Nucleic Acid Kit 2500 or imaging progression
Ilumina
NextSeq 500
(TAKEGAWA Ratio QlAamp Circulating ddPCR RECIST 1.1  Disease
et al., 2015) Nucleic Acid Kit progression
(THIERRY et ng/ml every 4 cycles centrifuged at 1,600g at 4°C 10  QlAamp DNA Mini Intplex gPCR CT scan every 4 cycles RECIST 1.1  Disease
al., 2017) min, centrifuged at 16,000g at Blood Kit progression
4°C 10 min, stored at -20°C"
(THOMSEN et alleles/ml baseline, after cycle 1 EDTA tubes, centrifugation at QlAsymphony SP ddPCR CT scan baseline, every 3 RECIST 1.1  progression
al., 2020) 20009 for 10minutes, within 4 instrument using cycles
hours, stored at —-80°C QIAsymphony DSP
circulating DNA kit
(THOMSEN et % baseline and before EDTA tubes, centrifugation at QIAsymphony DSP ddPCR CT scan every cycle 3 RECIST Disease
al., 2018) every treatment cycle 2,000g for 10 minutes, within 4 Virus/Pathogen midi progression
hours, stored at - 80°C, kit
centrifuged again at 10,0009
for 10 minutes
(TIE etal., % Mutant  Pretreatment < 7 days 3h processing QlAamp Circulating MPS with CT scan baseline, at 8-10 RECIST 1.1  Disease
2015) allels therapy initiation, 3 Nucleic Acid kit Illumina MiSeq weeks progression
days, Cycle 2 (14-21 instrument

days)
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Reference Unit of Collection timepoint Sample handling cfDNA extraction cfDNA analysis RT Exam Timepoint of RT  RT Recurrence

measure assessment Evaluation  outcome

Criteria
(UNSELD et VAF (%) < 2 weeks before DSP Circulating DNA  Qubit dsDNA CT scan baseline, every 8 RECIST 1.1  progression
al., 2021) treatment, every 4 weeks kit HS Assay Kit weeks
(WANG et al., VAF (%) baseline, preoperatively, K2 EDTA tube, centrifuged at QlAamp Circulating PCR/Qubit2.0 CT scan response
2021a) post operatively, post- 1600% g 10 minutes at 4°C, Nucleic Acid kit
aCT, disease progression  centrifuged at 10,000 x g 10
min at 4°C, stored at -80°C

(YAMAUCHI MAF (%) baseline, remission, EDTA tube, centrifugation QIAGEN Plasmid Qubit HS CT scan Baseline, RECIST 1.1 Disease
etal., 2018) progression process 3,500 rpm for 10 min Plus Kit Remission, Post- progression

followed by 12,000 rpm for 10
min at 4°C, stored at -80°C

progression

Abbreviations: ctDNA, circulating tumor DNA; MAF, mutation allelic fraction; VAF, variant allele fraction; dPCR, digital polymerase chain reaction; ddPCR, digital droplet polymerase chain reaction; rt-PCR, real
time polymerase chain reaction; gRT-PCR, quantitative real time polymerase chain reaction; ARMS-gPCR, amplification-refractory mutation system quantitative polymerase chain reaction; gPCR, quantitative
polymerase chain reaction; CT, computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging; TRG, tumor response grade.
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ANEXO IV
Table 9 — Data input for for ctDNA biomarker meta-analysis
ID  Diagnosis Study N GA Unit of Index test mean max tranversal reference Cut-off TP TN FP FN Reference
treatment measure collection FUP FUP cut vs test GA
timepoint longitudina
| FUP
2 CRC Surgery 10 <35 copies/ml other 12 40 every 3 >20months 0.04 3 7 0 0 (ALLEGRETTI et al.,
months months  months 2020)
6 CRC Surgery 178 >35 ng/mL baseline 60 36 months >20 months  0.01 39 102 7 30
months  cut ng/ml (BENHAIM et al., 2021)
10 mCRC CRT 125 =35 copies/ml other 37 post therapy ~ >20 months  0.1% 28 28 20 49
months (BIDARD et al., 2019)
11 mCRC CRT 14 <35 MAF (%) baseline 26 ongoing >20 months  43,84% 4 3 1 6
months  approach (BOECKX et al., 2018)
15 mCRC CRT 35 >35 alleles/ml other 21 60 ongoing >20 months  0.1% 4 17 1 13
months months  approach (BOYSEN etal., 2020)
21 CRC Surgery 11 <35 molecules/ baseline 2 ongoing <20 months 42 5 4 0 2
mil months  approach (DIEHL et al., 2008)d
23 mCRC CRT 97 >35 ng/ml baseline 36 40 months >20 months 26 ng/ml 43 8 6 40 (EL MESSAOUDI et al.,
months cut 2016)
27 mCRC CRT 82 >35 ng/ml baseline 40 20 months >20 months  10ng/ml 12 31 3 36
months  cut (GARLAN et al., 2017)
29 mCRC CRT 159 >35 MAF (%) baseline 36 36 months >20 months 0.1 108 11 6 34 (HAMFJORD et al.,
months  cut 2021)
34 CRC CRT 140 =35 GE/ml other 35 ongoing >20 months 2 16 98 4 22
months approach variants (HENRIKSEN etal,,
(LoD) 2022)
37 mCRC Combined 15 <35 MAF (%) other 7 months 10 ongoing <20 months  80% 2 9 0 4
months  approach decrease (HSU etal., 2018)
45 mCRC CRT 20 <35 MAF (%) baseline 7 months post therapy =~ <20 months  6.8% 12 3 0 5 (JIA et al., 2021)
49 mCRC Combined 12 <35 MAF (%) other 20 post therapy ~ >20 months  80% 1 10 1
months reductio (KLEIN-SCORY et al.,
n 2020)
51 CRC CRT 9 <35 VAF (%) baseline 5months 7 post therapy <20 months ~ 0.5% 2 5 2 0 (KULIGINA et al.,
months

2021a)
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ID  Diagnosis Study N GA Unit of Index test mean max tranversal reference Cut-off TP TN FP FN Reference
treatment measure collection FUP FUP cut vs test GA
timepoint longitudina
| FUP
52 CRC CRT 54 >35 copies/ml baseline baseline <20 months 1 29 13 9 3 (KULIGINA et al.,
copy/ml 2021b)
56 mCRC Combined 83 >35 VAF (%) baseline 42 every 4 >20months 0.01 4 63 16 0
months  cycles (LIMetal., 2021)
58 CRC Surgery 133 =35 copies/ml baseline 62 60 months >20 months 6000 38 52 28 15
months cut copies/ (LIN et al., 2014)
mi
60 mCRC Combined 150 =35 copies/ml other 6 6 monthscut <20 months 32 26 54 64 6
months colplesl (LUEONG et al., 2020)
m
61 mCRC CRT 21 <35 alleles/ml baseline 48 7 months cut <20 months  75th 5 6 1 9
months centile (LYSKJAR et al., 2019)I
62 mCRC IMMUNO 120 >35 VAF (%) baseline 50 20 months >20 months  0.05 10 34 0 76
THERAPY months  cut (MANCA etal., 2021)
63 mCRC CRT 54 >35 MAF (%) other 20 10 months <20 months  0.3% 9 23 4 18
months cut (MA et al., 2020)
64 CRC CRT 19 <35 MAF (%) other 20 ongoing >20 months 2 alleles 4 13 0 2
months approach (MCDUFF et al., 2021)
65 mCRC CRT 36 >35 MAF (%) baseline 40 every 2 >20months 20,92% 16 7 1 12
months  months (MOATI et al., 2020)
67 CRC CRT 59 >35 MAF (%) other 23 20 months >20 months  0.5% 4 52 2 1 (MURAHASHI et al.,
months  cut 2020)
69 mCRC CRT 26 <35 Ratio other 2 4 monthscut <20 months 0.5 7 13 3 3
(OSUM I et al., 2019)o0s
months
74 CRC Surgery 31 <35 MAF (%) baseline 30 20 months >20 months  0.02 3 26 2 0
months  cut (PHALLEN et al., 2017)
75 mCRC Surgery 30 <35 MAF (%) baseline 49 49 months >20 months  3.33% 6 8 0 16
months cut (POLIVKA et al., 2020)
78 CRC CRT 11 <35 GE/ml baseline 36 every 3 >20months 200 4 5 0 2
months  months GE/ml (REINERT et al., 2016)
85 CRC IMMUNO 85 >35 GE/ml baseline 34 ongoing >20 months 163292 13 48 13 11 (SIRAVEGNA et al.,
THERAPY months  approach GE/ml 2015)
101 CRC CRT 960 >35 MAF (%) other 80 82 36 months >20 months  0.02 16 702 22 220
months months  cut (TAIEB etal., 2021)
104 mCRC IMMUNO 18 <35 Ratio other 26 ongoing >20 months  1.25 3 9 1 5 (TAKEGAWA et al.,

THERAPY months  approach 2015)t
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ID  Diagnosis Study N GA Unit of Index test mean max tranversal reference Cut-off TP TN FP FN Reference
treatment measure collection FUP FUP cut vs test GA
timepoint longitudina
| FUP
107 mCRC Combined 121 =35 MAF (%) baseline 18 every 3 <20months 0 19 9 88 5
months cycles (THOMSEN et al., 2020)
108 mCRC CRT 65 >35 MAF (%) other 36 cycle 8 cut <20 months 0 22 8 16 19
months (THOMSEN et al., 2018)
110 CRC Surgery 36 >35 MAF (%) baseline 47 24 months >20 months  0.046% 15 11 3 7
months cut (TIE et al., 2021)
111  mCRC CRT 42 >35 MAF (%) other 20 2monthscut <20 months 10 fold 15 14 8 5
months reductio (TIE et al., 2015)
n
112  mCRC IMMUNO 30 <35 VAF (%) baseline 5 months 48 months >20 months  0.05 16 7 4 3
THERAPY cut (UNSELD et al., 2021)
114 mCRC Surgery 46 >35 VAF (%) baseline 18 post therapy <20 months 10 fold 23 11 9 3
months reductio (WANG et al., 2021a)
n
121 mCRC IMMUNO 21 <35 MAF (%) other 5 months 17 months <20 months 2% 6 8 7 0
THERAPY cut reductio (YAMAUCHI et al.,
n 2018)t
124 CRC CRT 104 >35 VAF (%) baseline 19 10 months <20 months  0.01 8 79 12 5
months cut (ZHOU et al., 2021)
127 CRC CRT 30 <35 copies/ml other 24 treatment >20 months 5 16 7 4 3
months  period copies/
mi (ZOU et al., 2020)
increase

Abbreviations: CRC, colorectal cancer; mCRC, metastatic colorectal cancer; MAF, mutation allelic fraction; VAF, variant allele fraction; FUP, follow-up; GA, group analysis, GE, genome equivalents; CRT,

chemoradiotherapy; TP, true positive; TN, true negative; FP, false positive; FN, false negative.

Table 10 — Data input for for cfDNA biomarker meta-analysis

ID  Diagnosis  Study N GA mean max unit collection  tranversal Reference Cut-off Cut-off TP TN FP FN REFERENCE
treatment FUP FUP timepoint  cut vs test GA GA
longitudina
| FUP
1 CRC CRT 67 >35 48 ng/ml  baseline post therapy ~ >20 0.5 <20 35 12 13 7 (AGOSTINI et al., 2011)
months months ng/ml
5 CRC Surgery 114 >35 52 ng/ml  baseline 52 months >20 17.58 20 23 50 34 7 (BEDIN et al., 2017)
months cut months ng/ml ng/ml
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ID  Diagnosis  Study N GA mean max unit collection  tranversal Reference Cut-off Cut-off TP TN FP FN REFERENCE
treatment FUP FUP timepoint  cut vs test GA GA
longitudina
| FUP
7 mCRC CRT 28 <35 2 14 ng/ml  other ongoing <20 >10% change 24 2 0 2 (BERGER et al., 2017)
months ~ months approach months change
16 mCRC Surgery 60 >35 36 ng/ml  baseline ongoing >20 1300 >20 3 45 1 11 (BOYSEN et al., 2020b)
months approach months ng/ml ng/ml
18 CRC Combined 46 >35 12 ng/ml  baseline 6 months <20 50 >20 15 15 6 10 (CAMERA et al., 2020)
months cut months ng/ml ng/ml
25 CRC CRT 33 <35 28 ng/ml  baseline 24 months >20 18 20 12 3 5 13 (FUJIN et al., 2017)
months cut months ng/ml ng/ml
31 mCRC Surgery 19 <35 20 ng/ml baseline 10 months <20 17,16 20 2 11 2 4 (HE et al., 2020)
months cut months ng/ml ng/ml
39 mCRC Surgery 41 >35 18 ng/ml  baseline every 6 <20 420 >20 8 12 14 7 (IWAI et al., 2020)
months months months ng/ml ng/ml
40 mCRC Surgery 18 <35 12 ratio other ongoing <20 increase  change 8 10 0 0 (IWAl et al., 2016)
months approach months Vs
decrease
72 mCRC IMMUNO 31 <35 15 ng/ml  baseline 9 months <20 2ng/ml <20 10 9 2 10 (PASTOR et al., 2021)
THERAP months cut months ng/ml
Y
83 mCRC CRT 157 =35 3 ng/ml  baseline every 3 <20 24,4 20 28 65 48 16 (SEFRIOUI et al., 2021)
months months months ng/ml ng/ml
84 mCRC CRT 34 <35 18 ng/ml  baseline 18 months <20 20 20 7 13 2 12 (SEFRIOUI et al., 2015)
months cut months ng/ml ng/ml
87 CRC Surgery 44 >35 57 ng/ml  baseline ongoing >20 7500 >20 11 16 14 3 (SONG et al., 2021)
months approach months ng/ml ng/ml
9% CRC CRT 34 <35 1 month ng/ml  baseline post therapy <20 20 20 13 8 13 0 (SUN et al., 2014)
months ng/ml ng/ml
113 CRC IMMUNO 20 <35 8 26 ng/ml  baseline 8 months <20 1500 >20 9 6 1 4 (VANDEPUTTE et al.,
THERAP months ~ months cut months ng/ml ng/ml 2018)
Y
116 mCRC IMMUNO 134 >35 30 ng/ml  baseline 5 months <20 50 >20 63 28 8 35 (WOFF et al., 2019)
THERAP months cut months ng/ml ng/ml
Y
126 CRC Combined 25 <35 ng/ml other post therapy <20 41 <20 12 7 1 5 (ZITT et al., 2008)
months ng/ml ng/ml

Abbreviations: CRC, colorectal cancer; mCRC, metastatic colorectal cancer; FUP, follow-up; GA, group analysis; CRT, chemoradiotherapy; TP, true positive; TN, true negative; FP, false positive; FN, false negative.



