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Resumen

Introducción: Entre el 3 y el 7%de los pacientes con cáncer
de pulmón no microcítico (CPNM) presentan reordena-
mientos genómicos en el gen de la cinasa del linfoma
anaplásico (ALK). La detección de esta alteración es
crucial, ya que los pacientes con CPNM ALK- positivos se
benefician clínicamente de los inhibidores de ALK,
mejorando su calidad de vida y supervivencia global (SG),
frente a la quimioterapia estándar.
Contenido: En la práctica clínica habitual, las mutaciones
de ALK se detectan mediante una biopsia de tejido blando.
No obstante, la disponibilidad de tejido tumoral se ve
comprometida en los pacientes con CPNM a causa de pos-
ibles complicaciones quirúrgicas o de la inaccesibilidad del
tumor. Además, la calidad y heterogeneidad del ADN pue-
den dificultar el análisis de las biopsias. Estas limitaciones
se pueden superar mediante el uso de las biopsias líquidas,
que es un método no invasivo de caracterización molecular
del tumor. En el presente artículo, revisamos la tecnología
actualmente disponible para la realización de pruebas no
invasivas de ALK en los pacientes con CPNM, basadas en el
análisis del ADN tumoral circulante (ctDNA), ARN tumoral
circulante (ctRNA), células tumorales circulantes (CTC),
plaquetas educadas por el tumor (TEP) y vesículas extrac-
elulares (VE) como los exosomas.
Resumen y perspectivas: La caracterización molecular no
invasiva del tumor es esencial a la hora de mejorar los

resultados clínicos y la calidad de vida de los pacientes con
CPNM con tumores positivos para la translocación de ALK.

Palabras clave: cinasa del linfoma anaplásico; ADN libre
circulante; exosomas; biopsia líquida; cáncer de pul-
món de células no pequeñas; inhibidores de la tirosina
quinasa.

Introducción

El cáncer de pulmón, junto con el cáncer de mama, es el
cáncer más frecuente, causante de más de 8,8 millones de
muertes al año [1]. El cáncer de pulmón de células no
pequeñas (CPNM) es el subtipo de cáncer de pulmón más
común, y se suele diagnosticar en estadios avanzados,
cuando no es factible un tratamiento curativo [2].

El gen de la cinasa del linfoma anaplásico (ALK),
descubierto en 1994 en el linfoma anaplásico de células
grandes (LACG), codifica un receptor de tirosina quinasa
con un dominio transmembrana [3], cuya alteración resulta
en la activación constitutiva de ALK, generando actividad
oncogénica [4, 5]. Se han descrito unas 30 proteínas de
fusión de ALK. El principal compañero de fusión en los
pacientes con CPNM es el gen de la proteína 4 asociada a
microtúbulos equinodermos (EML4-ALK) [6, 7] (Figura 1),
asociado a múltiples variantes de fusión, de los cuales la
variante 1 (E13;A20, 33%), la variante 2 (E20;A20, 10%), y las
variantes 3 a/b (E6;A20, 29%) son las más comunes [8].

El reordenamiento de EML4-ALK se produce en entre el
3% y el 7% de los pacientes con CPNM, lo cual define un
subtipo molecular específico de CPNM [9, 10]. Curi-
osamente, el reordenamiento de ALK se observa eminente-
mente en los pacientes más jóvenes, así como en los no
fumadores o fumadores ocasionales con adenocarcinoma.

Tratamiento del CPNM ALK+
El desarrollo de inhibidores de la tirosina quinasa (ITK)
contra el gen ALK ha mejorado considerablemente los
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resultados clínicos en cuanto a calidad de vida y pronós-
tico, habiendo incrementado significativamente la super-
vivencia libre de progresión (SLP), la supervivencia global
(SG) y la tasa de respuesta objetiva (RO), en comparación
con la quimioterapia [11, 12]. De este modo, la identi-
ficación de pacientes cuyos tumores presentan una trans-
locación de ALK es crucial. La National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) recomienda el uso de crizotinib,
un inhibidor análogo de la ATP de ALK aprobado por la
FDA (Food and Drug Administration) en 2011, como pri-
mera opción terapéutica para el CPNM con EML4-ALK
metastásico o avanzado, con una RO del 74% y una SG de
10,9 meses [11]. Sin embargo, a pesar de su eficacia inicial,
aproximadamente el 73% de los pacientes desarrollan
resistencia tras 1 o 2 años de tratamiento [13]. No obstante,
recientemente han surgido varios inhibidores de ALK de
segunda generación, como el ceritinib, el alectinib y el
brigatinib, que fueron aprobados por la FDA en 2014,
2015 y 2017, respectivamente. Estas terapias mostraron
RO y SLP superiores a las obtenidas con quimioterapia de
platino con pemetrexed o el crizotinib (RO de 73%, 83% y
71%, y SLP de 16,6 meses, 34,8 meses y no publicada*
respectivamente (*seguimiento medio de 11 meses con
brigatinib) [14–16]. Además, los inhibidores de ALK de
tercera generación como el lorlatinib (un inhibidor
selectivo deALK con capacidad para penetrar en el cerebro)
fue aprobado en 2018 [17]. Aunque los inhibidores de ALK
de segunda generación sonmás potentes y efectivos contra
las metástasis en el sistema nervioso central que crizotinib,
aún se desconocen los mecanismos de resistencia a estos

agentes. Se handescrito variosmecanismos de resistencia a
los ITK de ALK (Figura 2). Entre ellos se incluyen los
mecanismos dependientes de ALK como las mutaciones de
resistencia en el dominio de la tirosina quinasa de ALK
(siendo G1202R, G1269A, F1174L y L1196M las más fre-
cuentes); la amplificación del gen de fusión de ALK; y los
mecanismos independientes de ALK, como la desregula-
ción de la vía de señalización bypass (activación de EGFR,
c-KIT, RAS-MAPK, PI3K-Akt, etc.) y la transición epitelio-
mesénquima (EMT) [18].

Figura 1: Translocación EML4-ALK.
Los genes ALK (en rojo) y EML4 (morado) se encuentran en el brazo
corto del cromosoma 2 y están orientados en direcciones opuestas.
Las flechas indican la orientación del gen. Las translocaciones se
producen por inversión paracéntrica [inv(2)(p21p23)], la cual
provoca un transcripto de fusión que contiene un dominio catalítico
de ALK y una mitad amino-terminal de EML4. (Figura diseñada por
https://app.biorender.com/).

Figura 2: Tratamiento del CPNM positivo para ALK.
Mecanismos de resistencia a los ITK deALK: Mutacionesdel dominio
de la cinasa ALK (como G1202R, G1269A, F1174L o L1196M),
amplificación de ALK, desregulación de las vías de señalización
“bypass” (como la activación de EGFR, c-KIT, RAS-MAPK o PI3K-Akt
activation) y la transición epitelio-mesénquima (EMT). (Figura
diseñada por https://app.biorender.com/).
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Sin embargo, en la práctica clínica, rara vez se vuelve a
realizar una biopsia del tumor debido a la dificultad para
acceder al mismo. Así, se desconocen la mayoría de los
mecanismos de resistencia a los ITK de ALK, lo que resulta
en la prescripción empírica de sucesivas líneas de trata-
miento, sin conocer el perfil molecular del tumor cuando se
produce progresión de la enfermedad. Cabe señalar que las
afinidades de unión de los inhibidores de ALK están cor-
relacionadas con el tipo demutación de resistencia. De este
modo, existen evidencias preclínicas que sugieren que las
mutaciones L1196M o S1206Y confieren resistencia al cri-
zotinib pero no al ceritinib [19]. Es necesario obtener una
secuencia de ITK de ALK basada en las mutaciones de ALK
en elmomento de la progresión de la enfermedad, para que
se puedan personalizar las terapias dirigidas a ALK, lo que
redundará en mejores resultados clínicos.

Práctica clínica en los pacientes con
EML4-ALK

Se pueden emplear diferentes métodos para detectar los
reordenamientos deALK en el tejido tumoral. En la práctica
clínica habitual, la determinación de la translocación de
EML4-ALK se realiza mediante hibridación fluorescente in
situ (FISH), inmunohistoquímica (IHC) o secuenciación de
segunda generación (NGS) [20]. Además, cabe señalar que,
cuando se identifica una translocación de EML4-ALK
mediante IHC y/o FISH, no se puede identificar qué var-
iante está presente. Aunque todas las variantes son onco-
génicas e inducen dependencia de ALK [21], algunos
estudios han demostrado que las “oncoproteínas cortas”
resultantes de las variantes de fusión de EML4-ALK como
las variantes 3 y 5 se asocian a peores resultados clínicos
[22, 23]. Por otro lado, los productos de las “oncoproteínas
largas” de EML4-ALK como la variante 2 se asocian a
mejores resultados clínicos [24]. Además, cada variante de
EML4-ALK podría tener diferente sensibilidad a los difer-
entes ITK deALK actualmente disponibles. Tal es el caso de
las mutaciones de EGFR, ya que se sabe que los tumores
condeleción del exón 19 sonmás sensibles a los ITK que los
tumores que albergan otras alteraciones como las inser-
ciones en el exón 20 [25].

Se suelen emplear métodos como la inmunocitoquí-
mica (ICQ), la reacción inversa en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR), NGS y los kits comer-
ciales. Por último, nCounter es una nueva tecnología capaz
de realizar análisis altamente multiplexados de diferentes
moléculas como el ARN, el miARN, las proteínas y el ADN.
Con estos métodos se pueden detectar las fusiones de ALK
empleando diferentes materiales de partida como FFPE,

tejidos frescos [16] o tumores derivados de xenoinjertos de
pacientes con cáncer de pulmón [26].

No obstante, el diagnóstico basado en la biopsia del
tumor presenta algunas limitaciones, como la dis-
ponibilidad de muestras para la caracterización molecular
del tumor, especialmente en los pacientes con cáncer de
pulmón, en el momento de la progresión de la enfermedad.
Por lo tanto, la falta demuestras de tejido hace que muchos
pacientes con reordenamiento de ALK acaben recibiendo
quimioterapia en lugar de ITK de ALK, con una super-
vivencia global media desde el diagnóstico de enfermedad
metastásica (SG) de alrededor de 12 meses en lugar de 50
meses, como indican varios estudios observacionales en los
que se administraron inhibidores de ALK [27–30]. Además,
el diagnóstico basado en la caracterización molecular de
una sola biopsia puede no reflejar el perfil de la totalidaddel
tumor, debido a su heterogeneidad [31]. De este modo, es
necesario desarrollar nuevosmétodos para la identificación
no invasiva de la translocación EML4-ALK, sus variantes y
los mecanismos de resistencia a los ITK de ALK.

Biopsia líquida

El término “biopsia líquida” hace referencia a diferentes
técnicas, incluyendo el estudio del ADN tumoral circulante
(ctDNA), ARN tumoral circulante (ctRNA), células tumorales
circulantes (CTCs), plaquetas plaquetas educadas por el
tumor (TEP) y vesículas extracelulares (VE; exosomea,
microvesículas,micropartículas, oncosomas) (Figura 3) [32].

La biopsia líquida, un método sensible, seguro y
mínimamente invasivo, no presenta las limitaciones de las
biopsias de tejido.

Las células tumorales liberan ADN tumoral circulante
en el torrente sanguíneo (ctDNA), lo cual se puede objetivar
mediante un análisis molecular. Sin embargo, las células
sanas también liberan ácidos nucleicos en el torrente san-
guíneo, como es el caso de los eritrocitos, los macrófagos o
los linfocitos. Por lo tanto, se debe tener especial cautela con
las condiciones preanalíticas, con el fin de evitar la con-
taminación del ADN libre circulante (cfDNA) con ADN de
células no tumorales (Figura 3). Algunas técnicas de análisis
de cfDNA presentan un índice muy bajo de detección, de
0,1% o incluso inferior, como la reacción en cadena de la
polimerasa digital (ddPCR) [33], BEAMing [34], o NGS.

La caracterización del cfDNA resulta útil a la hora de
seleccionar los tratamientos moleculares basados en el
perfil molecular, la detección temprana de losmecanismos
de resistencia [35, 36] y la recidiva tumoral, así como en el
seguimiento de la respuesta del tumor a la terapia [37],
mediante el empleo de biopsias líquidas secuenciales.
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Además, se han llevado a cabo varios estudios para com-
parar la detección de la translocación EML4- ALK en tejido
fijado en formalina e incluido en parafina (FFPE), frente a
la biopsia líquida que han demostrado que se puede uti-
lizar cfDNA como sustituto del ADN de tejido FFPE [38].

Sin embargo, la comprobación de la fusión de ALK
mediante biopsias líquidas es un proceso complejo. En
primer lugar, identificar el reordenamiento genómico
empleando cfDNA es difícil, ya que se suele desconocer
cuáles son los puntos de ruptura génica (breakpoints), y los
reordenamientos suelen implicar un gran número de pares
de bases. Aunque la detección de transcriptos de fusión es
más sencilla, requiere el uso de cfRNA que, a diferencia del
cfDNA, se degrada muy rápidamente debido a la presencia
de ribonucleasas en el torrente sanguíneo. Por lo tanto, el
análisis del ARN contenido en vesículas como los exoso-
mas o las plaquetas, donde está protegido de las ribonu-
cleasas, puede ser una estrategia efectiva de análisis.

Estrategias de detección de EML4-
ALK mediante biopsia líquida

ADN libre circulante (cfDNA)

Según recomendaciones recientes, los paneles de NGS de
biopsias líquidas basados en cfDNA son útiles a la hora de

detectar a los pacientes con CPNM con EML4-ALK con
mutaciones de resistencia, cuando no se puede obtener
una nueva biopsia del punto de progresión [19]. NGS par-
ece ser el mejor método, ya que presenta niveles de sen-
sibilidad y especifidad del 80 y el 100% respectivamente
[39]. NGS puede aportar información no sólo sobre las
mutaciones de resistencia deALK, sino también sobre otros
mecanismos de resistencia molecular que se pueden
emplear como diana terapéutica en un ensayo clínico, o ser
expandidos para los estudios con fármacos. Sin embargo,
la aplicación generalizada de NGS de biopsias líquidas se
ve limitada por la necesidad de contar con un equipo
específico, así como por su elevado coste.

Por otro lado, resulta difícil detectar en cfDNA alter-
aciones como la translocación EML4-ALK, ya que se suelen
desconocer los puntos de ruptura a nivel de ADN. Además,
todas estas alteraciones implican un elevado número de
pares de bases y el cfDNA está fragmentado (suele tener un
pico de aproximadamente 150 bp). A diferencia de las
mutaciones en EGFR, la detección del reordenamiento de
ALK mediante el análisis de cfDNA apenas se utiliza en la
práctica oncológica.

A pesar de todo lo anterior, se han detectado fusiones
génicas de EML4-ALK mediante el análisis de cfDNA con
análisis NGS de biopsias líquidas diseñados para detectar
uniones en puntos de ruptura. Este método de análisis ha
sido validado mediante el empleo de líneas celulares per-
sonalizadas con 10 fusiones génicas de EML4-ALK y 26

Figura 3: Componentes de las muestras de
biopsias líquidas.
El cfDNA y cfRNA en sangre proceden de las
células moribundas (necrosis o apóptosis).
el ADNc es una pequeña fracción de cfDNA.
El ADN “wild type” de las células
sanguíneas puede diluir el ADNc y, como
resultado, las condiciones preanalíticas
podrían evitar la lisis celular. Las CTC,
plaquetas (TEP) y los exosomas pueden
capturar estas y otras moléculas como el
miARNo las proteínas de células tumorales.
Esta información genética queda mejor
protegida en estos compartimentos que en
el torrente sanguíneo. (Figura diseñada por
https://app.biorender.com/).
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fusiones sintéticas diseñadas para aplicar el análisis InVis-
ionFirst [40]. Además, se ha analizado el estado de fusión
de ALK en cfDNA plasmático de pacientes con CPNM
empleando NGS basada en la captura, con una especifidad
del 100% [41]. Esto indica que se pueden detectar reorde-
namientos mediante la secuenciación de cfDNA. No
obstante, debido a las limitaciones anteriormente descritas,
los resultados negativos deben interpretarse con cautela.

ADN libre circulante (cfDNA)

Las aberraciones complejas como los reordenamientos
genómicos extensos, incluyendo las translocaciones, se
pueden detectar fácilmente como transcriptos de fusión a
nivel deARN.No obstante, a diferencia del cfDNA, el cfRNA
se degrada rápidamente, lo que supone una importante
limitación. Existen evidencias de que la optimización de
las condiciones preanalíticas de las muestras de biopsias
líquidas pueden mejorar la sensibilidad de RT-PCR basada
en el cfRNA para la detección de transcriptos de fusión de
EML4-ALK [42].

Parte del cfRNA presente en el torrente sanguíneo es
capturado en diversos compartimentos donde está más
protegido y funcionalmente activo [43]. Actualmente, los
compartimentos más frecuentemente estudiados incluyen
las células tumorales circulantes (CTC), las plaquetas
plaquetas educadas por el tumor (TEP) y las vesículas
extracelulares (VE, exosomas, microvesículas, micro-
partículas, oncosomas).

Células tumorales circulantes (CTC)

Las células tumorales circulantes (CTC) son células circu-
lantes presentes en el torrente sanguíneo de los pacientes
oncológicos liberadas por un tumor primario. Las CTC
están implicadas en lametástasis, ya que tienen capacidad
para adherirse a las paredes de los capilares y penetrar
otros tejidos [44]. Algunos estudios indican que la pre-
sencia y elevados niveles de CTC están asociados a un peor
pronóstico [45, 46]. Sin embargo, las CTC tan solo repre-
sentan una pequeña fracción de la población celular de la
sangre periférica en los pacientes oncológicos, tanto en
términos absolutos (<10 cell/mL), como relativos, en
comparación con otras células sanguíneas (1 CTC por cada
106–107 leucocitos) [47]. Por lo tanto, el empleo de CTC para
la detección de reordenamientos de EML4-ALK debe estar
basada en estrategias de detección muy eficaces. Del
mismo modo, debido a la heterogeneidad de los tumores,
las CTC pueden presentar variabilidad genómica, lo cual

debe tenerse en cuenta [48]. Así mismo, las CTC pueden
presentar diferencias con respecto a los tumores primarios
y metastásicos [49].

Aparte de estas limitaciones, se han detectado reor-
denamientos de EML4-ALK en CTC de sangre periférica en
pacientes con CPNM [45–47]. Se han desarrollado difer-
entesmétodos para aislar e identificar CTC. Sin embargo, el
único método aprobado por la FDA para la determinación
de CTC en sangre es el sistema CELLSEARCH® [44]. Otros
métodos empleados para detectar reordenamientos deALK
implican un proceso de enriquecimiento previo a la
detección de las CTC, o vice versa, con el fin de aumentar su
sensibilidad y especifidad [45].

La tecnología basada en el tamaño de las células
tumorales epiteliales (ISET) es otro método para aislar las
CTC que ha mostrado ser superior al sistema CELL-
SEARCH® system [50]. Si se realizan secuencialmente
ISET, FISH y IHQ, las CTC demuestran ser una herramienta
fiable para la detección de reordenamientos de ALK en
pacientes con cáncer de pulmón, con una concordancia del
90% con respecto a las biopsias de tejido [51]. Además, se
han detectadomutaciones de resistencia del genALK como
L1196M en CTC [52] y se pueden expandir ex vivo para
probar fármacos. Por lo tanto, esta fuente no solo tiene
utilidad clínica para el diagnóstico, sino también comouna
herramienta potencial para determinar la sensibilidad al
fármaco, así como en la medicina de precisión person-
alizada.

Plaquetas educadas por el tumor (TEP)

Las plaquetas son fragmentos celulares sin núcleo pro-
ducidas por los megacariocitos en la médula ósea. Estos
componentes de la sangre pueden secuestrar ARN tumoral
mediante un mecanismo dependiente de las micro-
vesículas, causando alteraciones en el ARN y en el con-
tenido proteico [53]. Como resultado, estas plaquetas con
formación tumoral (TEP) tienen una función alterada,
pudiendo estimular la supervivencia de las células
tumorales y lametástasis [53]. Por otro lado, recientemente
se ha publicado que las plaquetas están implicadas en la
respuesta inmune y en las enfermedades pulmonares
inflamatorias [54]. Además del contenido de plaquetas, así
como su número y tamaño, en el diagnóstico y pronóstico
del cáncer también se utilizan marcadores proteicos como
la Pselectin [55]. Sin embargo, los ensayos basados en las
plaquetas presentan algunas limitaciones como la reduc-
ción del número o su posible activación con algunas ter-
apias, lo cual puede afectar a la interpretación de los
resultados.
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Se han identificado reordenamientos de EML4-ALK
mediante el análisis de ARN plaquetario de pacientes con
CPNM previo a la administración de una terapia con ITK de
ALK en el momento de la progresión de la enfermedad. Así
mismo, han reaparecido reordenamientos de EML4-ALK
incluso antes de que se demostrara progresión de la
enfermedad mediante PET-TAC [56]. Por otro lado, cuando
los pacientes respondían a terapia, no se detectaba la
translocación de EML4-ALK en las plaquetas. La sensibi-
lidad y especifidad para la detección de reordenamientos
de EML4-ALK en ARN plaquetario oscilan entre el 65% y el
100%, respectivamente [56]. Aun cuando se procesan las
muestras de biopsia líquida en condiciones preanalíticas
óptimas, la sensibilidad de cfRNA para la detección de
reordenamientos de EML4-ALK fue inferior a la del ARN
plaquetario (21% y 65% respectivamente) [36].

Las plaquetas también pueden capturar vesículas
extracelulares (VE) liberadas por las células tumorales con
ARN tumoral [53] como aquellas que contienen el gen de
fusión de EML4-ALK. Las VE son otro material de partida
para el aislamiento de ácidos nucleicos y se emplean para
detectar la translocación EML4-ALK en las muestras de
biopsia líquida.

Exosomas

Los exosomas son un tipo de VE son nanovesículas (30–
200 nm) liberdas tras la fusión de cuerpos mutivesiculares
con la membrana plasmática al final de la vía de reciclaje
endocítico. Las células tumorales liberan exosomas con
cambios significativos en su composición, que pueden
actuar como vehículo para el intercambio de material
genético y proteico entre células. Esto provoca mod-
ificaciones como la angiogénesis, el desarrollo de resis-
tencia terapéutica, metástasis y una mayor proliferación
[57].

Muchos de los posibles biomarcadores no invasivos
que se ha estudiado en biopsias líquidas se encuentran en
los exosomas [58, 59]. Los biomarcadores exosómicos
pueden tener mayor valor diagnóstico y pronóstico que el
cfDNA [60].

No solo se han aislado exosomas en sangre, también
en otros fluidos biológicos como la orina. Sin embargo, la
concentración deVE es inferior en orina que en sangre [48].
Se han descrito diferentes métodos para aislar exosomas,
siendo la ultracentrifugación y algunos kits comerciales
los más comunes. Por otra parte, estas técnicas tienen un
rendimiento diferente a la hora de detectar exosomas, y
aportan diferentes niveles de pureza. De este modo, la
ultracentrifugación tiene un rendimiento inferior, aunque

proporciona exosomas de mayor pureza, mientras que los
kits comerciales dan exosomas de inferior pureza con
un mayor rendimiento [61, 62]. Sin embargo, la ultra-
centrifugación es un método complejo. Las nuevas tecno-
logías como los kits comerciales o los métodos de NGS
basados en la captura en lugar de la amplificación podrían
tener mayor sensibilidad a la hora de detectar las fusiones
de ALK [63, 64]. Además, estas nuevas tecnologías pueden
sermás sencillas y rápidas y podrían ser implementadas en
la práctica clínica habitual.

Se han realizado pocos estudios para analizar genes de
fusión en exosomas. Sin embargo, se ha detectado la
translocación EML4-ALK mediante el análisis de ARN
exosómico aislado en plasma de pacientes con CPNM, con
una especifidad del 100% y una sensibilidad del 64–70%
comparado con el análisis de tejido [63, 65].

Enfoques futuros

Varios estudios han mostrado una excelente especifidad
para la detección de EML4-ALK basada en el uso de difer-
entes materiales de partida para aislar ácidos nucleicos en
biopsias líquidas, considerando la biopsia de tejido como
la piedra angular. Su sensibilidad, sin embargo, es bas-
tante baja, y los resultados negativos han de ser inter-
pretados con cautela [41, 45, 56, 63]. Por lo tanto, el reto es
hallar la forma de mejorar la sensibilidad de la biopsia
líquida para detectar reordenamientos deALK ymejorar las
tecnologías de aislamiento y detección para establecer
protocolos sólidos y reproducibles. Los métodos basados
en PCR, así como las metodologías dPCR, BeAMing,
nCounter y NGS poseen una mayor sensibilidad para la
detección de reordenamientos de ALK con respecto a otras
estrategias, aunque presentan algunas limitaciones.

Finalmente, es preciso realizar estudios prospectivos
de cohorte para evaluar la precisión diagnóstica de los
métodos basados en biopsia líquida para la detección de
EML4-ALK.

Conclusiones

La biopsia líquida es un método no invasivo que puede
mejorar la detección de translocaciones de EML4-ALK y la
identificación de los mecanismos de resistencia a los TKI
de ALK. El empleo de biopsias líquidas podría facilitar el
diagnóstico temprano de CPNM ALK positivo y mejorar los
resultados clínicos, lo que conlleva un mejor pronóstico
y calidad de vida para los pacientes con CPNM ALK
positivo.

6 Sánchez-Herrero et al.: Biopsia líquida en pacientes con CPNM y EML4-ALK



Financiación de la investigación: Este estudio está
financiado por el Instituto de Salud Carlos III, el
Ministerio de Ciencia e Innovación y el Fondo Europeo de
Desarrollo Regional (código de beca: PIE17/01977). ES fue
financiada por la Consejería de Educación, Juventud y
Deporte de la Comunidad de Madrid y por el Fondo Social
Europeo (Programa Operativo de Empleo Juvenil, así como
por la Iniciativa de Empleo Juvenil, PEJ-2017-AI/SAL-
6478).
Contribución de los autores: Todos los autores han
aceptado la responsabilidad del contenido completo de
sus manuscritos presentados y de las presentaciones
aprovadas.
Conflicto de intereses: Las organizaciones que financian
no desempeñaron ningún papel en el diseño del estudio;
en la recopilación, análisis e interpretación de datos; en la
redacción delmanuscrito, o en la decisión de enviarlo para
su publicación.
Profesión o dirección: No declarada.

Referencias

1. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics in USA, 2018. CA
Cancer J Clin 2018;68:7–30.

2. Hanna N, Neubauer M, Yiannoutsos C, McGarry R, Arseneau J,
Ansari R, et al. Phase III study of cisplatin, etoposide, and
concurrent chest radiationwith or without consolidation docetaxel
in patients with inoperable stage III non–small-cell lung cancer:
the Hoosier oncology group and U.S. oncology. J Clin Oncol 2008;
26:5755–60.

3. Shaw AT, Yeap BY, Mino-Kenudson M, Digumarthy SR, Costa DB,
Heist RS, et al. Clinical features and outcome of patients with non-
small-cell lung cancer who harbor EML4-ALK. J Clin Oncol 2009;27:
4247–53.

4. Soda M, Choi YL, Enomoto M, Takada S, Yamashita Y, Ishikawa S,
et al. Identification of the transforming EML4-ALK fusion gene in
non-small-cell lung cancer. Nature 2007;448:561–6.

5. Chia PL, Dobrovic A, Dobrovic A, John T. Prevalence and
natural history of ALK positive non-small-cell lung cancer and
the clinical impact of targeted therapy with ALK inhibitors.
vol 6. Clinical epidemiology. Dove Medical Press Ltd; 2014.
423–32 pp.

6. Jemal A, Clegg LX, Ward E, Ries LAG, Wu X, Jamison PM, et al.
Annual report to the nation on the status of cancer, 1975-2001,with
a special feature regarding survival. Cancer 2004;101:3–27.

7. Takeuchi K, Choi YL, SodaM, Inamura K, Togashi Y, Hatano S, et al.
Multiplex reverse transcription-PCR screening for EML4-ALK fusion
transcripts. Clin Cancer Res 2008;14:6618–24.

8. Woo CG, Seo S, Kim SW, Jang SJ, Park KS, Song JY, et al. Differential
protein stability and clinical responses of EML4-ALK fusion
variants to various ALK inhibitors in advancedALK-rearrangednon-
small cell lung cancer. Ann Oncol 2017;28:791–7.

9. Sasaki T, Rodig SJ, Chirieac LR, Jänne PA. The biology and treatment
of EML4-ALK non-small cell lung cancer. Eur J Cancer 2010;46:
1773–80.

10. Yang L, Ling Y, Guo L, Ma D, Xue X, Wang B, et al. Detection of ALK
translocation in non-small cell lung carcinoma (NSCLC) and its
clinicopathological significance using the Ventana
immunohistochemical staining method: a single-center large-
scale investigation of 1,504 Chinese Han patient. Chinese J
Cancer Res 2016;28:495–502.

11. Solomon BJ, Mok T, Kim D-W, Wu Y-L, Nakagawa K, Mekhail T,
et al. First-line crizotinib versus chemotherapy in ALK -positive
lung cancer. N Engl J Med 2014;371:2167–77.

12. Shaw AT, Kim TM, Crinò L, Gridelli C, Kiura K, Liu G, et al. Ceritinib
versus chemotherapy in patients with ALK-rearranged non-small-
cell lung cancer previously given chemotherapy and crizotinib
(ASCEND-5): a randomised, controlled, open-label, phase 3 trial.
Lancet Oncol 2017;18:874–86.

13. Zhou J, Zheng J, Zhang X, Zhao J, Zhu Y, Shen Q, et al. Crizotinib in
patients with anaplastic lymphoma kinase-positive advanced
non-small cell lung cancer versus chemotherapy as a first-line
treatment. BMC Cancer 2018;18:10.

14. Soria J-C, Tan DSW, Chiari R, Wu Y-L, Paz-Ares L, Wolf J, et al. First-
line ceritinib versus platinum-based chemotherapy in advanced
ALK -rearranged non-small-cell lung cancer (ASCEND-4): a
randomised, open-label, phase 3 study. Lancet 2017;389:917–29.

15. Peters S, CamidgeDR, ShawAT, Gadgeel S, Ahn JS, KimD-W, et al.
Alectinib versus crizotinib in untreated ALK -positive non–small-
cell lung cancer. N Engl J Med 2017;377:829–38.

16. Camidge DR, Kim HR, Ahn M-J, Yang JC-H, Han J-Y, Lee J-S, et al.
Brigatinib versus crizotinib in ALK -positive non–small-cell lung
cancer. N Engl J Med 2018;379:2027–39.

17. Rapoport B, Arani RB, Mathieson N, Krendyukov A. Meta-analysis
comparing incidence of grade 3–4 neutropenia with ALK inhibitors
and chemotherapy in patients with non-small-cell lung cancer.
Future Oncol 2019;15:2163–74.

18. Friboulet L, Katayama R, Digumarthy S, Le LP, Yoda S, Gadgeel S,
et al. Molecular mechanisms of resistance to first- and second-
generation ALK inhibitors in ALK-rearranged lung cancer. Cancer
Discov 2016;6:1118–33.

19. Rolfo C,Mack PC, Scagliotti GV, Baas P, Barlesi F, Bivona TG, et al.
Liquid biopsy for advanced Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC):
a statement paper from the IASLC. vol 13, Journal of Thoracic
Oncology. Elsevier Inc; 2018. 1248–68 pp.

20. KarachaliouN, Rosell R. Optimal detection of ALK rearranged lung
adenocarcinomas. J Thor Oncol 2013;8:255–6.

21. Choi YL, Soda M, Yamashita Y, Ueno T, Takashima J, Nakajima T,
et al. EML4-ALKmutations in lung cancer that confer resistance to
ALK inhibitors. N Engl J Med 2010;363:1734–9.

22. O'Regan L, Barone G, Adib R, Woo CG, Jeong HJ, Richardson EL,
et al. EML4-ALK V3 drives cell migration through NEK9 and
NEK7 kinases in non-small-cell lung cancer. BioRxiv 2019;
567305.

23. Heuckmann JM, Balke-Want H, Malchers F, Peifer M, Sos ML,
Koker M, et al. Differential protein stability and ALK inhibitor
sensitivity of EML4-ALK fusion variants. Clin Cancer Res 2012;18:
4682–90.

24. Kris MG, Johnson BE, Berry LD, Kwiatkowski DJ, Iafrate AJ,
Wistuba , II, et al. Using multiplexed assays of oncogenic drivers
in lung cancers to select targeted drugs. JAMA 2014;311:
1998–2006.

25. Yasuda H, Kobayashi S, Costa DB. EGFR exon 20 insertion
mutations in non-small-cell lung cancer: preclinical data and
clinical implications. Lancet Oncol 2012;13:e23–31.

Sánchez-Herrero et al.: Biopsia líquida en pacientes con CPNM y EML4-ALK 7



26. Fang DD, Zhang B, Gu Q, Lira M, Xu Q, Sun H, et al. HIP1–ALK, a
novel ALK fusion variant that responds to crizotinib. J Thorac Oncol
2014;9:285–94.

27. Kayaniyil S, Hurry M, Wilson J, Wheatley-Price P, Melosky B,
Rothenstein J, et al. Treatment patterns and survival in patients
with ALK-positive non-small-cell lung cancer: a Canadian
retrospective study. Curr Oncol 2016;23:589.

28. Gainor JF, Tan DSW, De Pas T, Solomon BJ, Ahmad A, Lazzari C,
et al. Progression-free and overall survival in ALK-positive NSCLC
patients treated with sequential crizotinib and ceritinib. Clin
Cancer Res 2015;21:2745–52.

29. Watanabe S, Hayashi H, Okamoto K, Fujiwara K, Hasegawa Y,
Kaneda H, et al. Progression-free and overall survival of patients
with ALK rearrangement–positive non–small cell lung cancer
treated sequentially with crizotinib and alectinib. Clin Lung
Cancer 2016;17:528–34.

30. Shaw AT, Yeap BY, Solomon BJ, Riely GJ, Iafrate AJ, Shapiro G,
et al. Impact of crizotinib on survival in patients with advanced,
ALK-positive NSCLC compared with historical controls. J Clin
Oncol 2011;29(15 Suppl):7507–7507.

31. García-Saenz JA, Ayllón P, Laig M, Acosta-Eyzaguirre D, García-
EsquinasM,MontesM, et al. Tumor burdenmonitoring using cell-
free tumor DNA could be limited by tumor heterogeneity in
advanced breast cancer and should be evaluated together with
radiographic imaging. BMC Cancer 2017;17. https://doi.org/10.
1186/s12885-017-3185-9.

32. Bardelli A, Pantel K. Liquid biopsies, what we do not know (Yet).
vol 31. Cancer Cell. Cell Press; 2017. 172–9 pp.

33. Vogelstein B, Kinzler KW. Digital PCR. Proc Natl Acad Sci U S A
1999;96:9236–41.

34. Dressman D, Yan H, Traverso G, Kinzler KW, Vogelstein B.
Transforming single DNA molecules into fluorescent magnetic
particles for detection and enumeration of genetic variations.
Proc Natl Acad Sci U S A 2003;100:8817–22.

35. Provencio M, Torrente M, Calvo V, Gutiérrez L, Pérez-Callejo D,
Pérez-Barrios C, et al. Dynamic circulating tumor DNA
quantificaton for the individualization of non-small-cell lung
cancer patients treatment. Oncotarget 2017;8:60291–8.

36. Provencio M, Torrente M, Calvo V, Pérez-Callejo D, Gutiérrez L,
Franco F, et al. Prognostic value of quantitative ctDNA levels in
non small cell lung cancer patients. Oncotarget 2018;9:488–94.

37. Pérez-BarriosC,Nieto-Alcolado I, TorrenteM, Jiménez-SánchezC,
Calvo V, Gutierrez-Sanz L, et al. Comparison of methods for
circulating cell-free DNA isolation using blood from cancer
patients: impact on biomarker testing. Transl Lung Cancer Res
2016;5:665–72.

38. Park CK, Kim JE, Kim MS, Kho BG, Park HY, Kim TO, et al.
Feasibility of liquid biopsy using plasma and platelets for
detection of anaplastic lymphoma kinase rearrangements in
non-small cell lung cancer. J Canc Res Clin Oncol 2019;145:
2071–82.

39. Wang Y, Tian P-W, Wang W-Y, Wang K, Zhang Z, Chen B-J, et al.
Noninvasive genotyping and monitoring of anaplastic lymphoma
kinase (ALK) rearranged non-small cell lung cancer by capture-
based next-generation sequencing. Oncotarget 2016;7. https://
doi.org/10.18632/oncotarget.11569.

40. Plagnol V, Woodhouse S, Howarth K, Lensing S, Smith M, Epstein
M, et al. Analytical validation of a next generation sequencing
liquid biopsy assay for high sensitivity broadmolecular profiling.
PLoS One 2018;13:e0193802.

41. Cui S, ZhangW, Xiong L, Pan F, Niu Y, Chu T, et al. Use of capture-
based next-generation sequencing to detect ALK fusion in
plasma cell-free DNA of patients with non-small-cell lung
cancer. Oncotarget 2017;8. https://doi.org/10.18632/
oncotarget.13741.

42. Aguado C, Giménez-Capitán A, Karachaliou N, Pérez-Rosado A,
Viteri S, Morales-Espinosa D, et al. Fusion gene and splice
variant analyses in liquid biopsies of lung cancer patients.
Transl Lung Cancer Res 2016;5:525–31.

43. Mittelbrunn M, Gutiérrez-Vázquez C, Villarroya-Beltri C, González
S, Sánchez-Cabo F, González MÁ, et al. Unidirectional transfer of
microRNA-loaded exosomes from T cells to antigen-presenting
cells. Nat Commun2011;2. https://doi.org/10.1038/ncomms1285.

44. Yap TA, Lorente D, Omlin A, Olmos D, De Bono JS. Circulating
tumor cells: a multifunctional biomarker. Clin Cancer Res 2014;
20:2553–8.

45. Hofman V, Bonnetaud C, Ilie MI, Vielh P, Vignaud JM, Fléjou JF,
et al. Preoperative circulating tumor cell detection using the
isolation by size of epithelial tumor cell method for patients with
lung cancer is a new prognostic biomarker. Clin Cancer Res
2011;17:827–35.

46. Provencio M, Pérez-Callejo D, Torrente M, Martin P, Calvo V,
Gutiérrez L, et al. Concordance between circulating tumor cells
and clinical status during follow-up in anaplastic lymphoma
kinase (ALK) non-small-cell lung cancer patients. Oncotarget
2017;8:59408–16.

47. Ross AA, Cooper BW, Lazarus HM,MackayW,Moss TJ, Ciobanu N,
et al. Detection and viability of tumor cells in peripheral blood
stem cell collections from breast cancer patients using
immunocytochemical and clonogenic assay techniques. Blood
1993;82:2605–10.

48. GerlingerM,RowanAJ,Horswell S, Larkin J, EndesfelderD,Gronroos
E, et al. Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed
by multiregion sequencing. N Engl J Med 2012;366:883–92.

49. Flores LM, Kindelberger DW, Ligon AH, Capelletti M, FiorentinoM,
Loda M, et al. Improving the yield of circulating tumour cells
facilitates molecular characterisation and recognition of
discordant HER2 amplification in breast cancer. Br J Cancer 2010;
102:1495–502.

50. Krebs MG, Hou JM, Sloane R, Lancashire L, Priest L, Nonaka D,
et al. Analysis of circulating tumor cells in patients with non-
small cell lung cancer using epithelial marker-dependent and
-independent approaches. J Thorac Oncol 2012;7:306–15.

51. Ilie M, Long E, Butori C, Hofman V, Coelle C, Mauro V, et al. ALK-
gene rearrangement: a comparative analysis on circulating
tumour cells and tumour tissue from patients with lung
adenocarcinoma. Ann Oncol 2012;23:2907–13.

52. Zhang Z, Shiratsuchi H, Palanisamy N, Nagrath S, Ramnath N.
Expanded circulating tumor cells from a patient with ALK-positive
lung cancer present with EML4-ALK rearrangement along with
resistance mutation and enable drug sensitivity testing: a case
study. J Thorac Oncol 2017;12:397–402.

53. Nilsson RJA, Balaj L, Hulleman E, Van Rijn S, Pegtel DM, Walraven
M, et al. Blood platelets contain tumor-derived RNA biomarkers.
Blood 2011;118:3680–3.

54. Middleton EA, Weyrich AS, Zimmerman GA. Platelets in pulmonary
immune responses and inflammatory lung diseases. Physiol Rev
2016;96:1211–59.

55. Matowicka-Karna J, Kamocki Z, Polińska B, Osada J, Kemona H.
Platelets and inflammatory markers in patients with gastric

8 Sánchez-Herrero et al.: Biopsia líquida en pacientes con CPNM y EML4-ALK

https://doi.org/10.1186/s12885-017-3185-9
https://doi.org/10.1186/s12885-017-3185-9
https://doi.org/10.18632/oncotarget.11569
https://doi.org/10.18632/oncotarget.11569
https://doi.org/10.18632/oncotarget.13741
https://doi.org/10.18632/oncotarget.13741
https://doi.org/10.1038/ncomms1285


cancer. Clin Dev Immunol 2013;2013. https://doi.org/10.1155/
2013/401623.

56. Nilsson RJA, Karachaliou N, Berenguer J, Gimenez-Capitan A,
SchellenP, TeixidoC, etal. RearrangedEML4-ALK fusion transcripts
sequester in circulating blood platelets and enable blood-based
crizotinib response monitoring in non-small-cell lung cancer.
Oncotarget 2016;7. https://doi.org/10.18632/oncotarget.6279.

57. Sundararajan V, Sarkar FH, Ramasamy TS. The versatile role of
exosomes in cancer progression: diagnostic and therapeutic
implications. vol 41, Cellular Oncology. Springer Netherlands;
2018. 223–52 pp.

58. To L, Editor THE, Li Y, Zheng Q, Bao C, Li S, et al. Circular RNA is
enriched and stable in exosomes: a promising biomarker for
cancer diagnosis. Cell Res 2015;25:1–4.

59. Gallo A, TandonM, Alevizos I, Illei GG. The majority of microRNAs
detectable in serum and saliva is concentrated in exosomes.
PLoS One 2012;7. https://doi.org/10.1371/journal.pone.
0030679.

60. LiuW, Hu J, Zhou K, Chen F, Wang Z, Liao B, et al. Serum exosomal
miR-125b is a novel prognostic marker for hepatocellular
carcinoma. Onco Targets Ther 2017;10:3843–51.

61. Helwa I, Cai J, Drewry MD, Zimmerman A, Dinkins MB, Khaled ML,
et al. A Comparative study of serum exosome isolation using

differential ultracentrifugation and three commercial reagents.
Camussi G, editor. PLoS One 2017;12:e0170628.

62. Tang Y-T, Huang Y-Y, Zheng L, Qin S-H, Xu X-P, An T-X, et al.
Comparison of isolation methods of exosomes and exosomal
RNA from cell culture medium and serum. Int J Mol Med 2017;40:
834–44.

63. Reclusa P, Laes J-F, Malapelle U, Valentino A, Rocco D, Gil-Bazo I,
et al. EML4-ALK translocation identification in RNA exosomal
cargo (ExoALK) in NSCLC patients: a novel role for liquid biopsy.
Transl Cancer Res 2019;8(1 Suppl):S76–8.

64. Patel GK, Khan MA, Zubair H, Srivastava SK, Khushman M, Singh
S, et al. Comparative analysis of exosome isolation methods
using culture supernatant for optimum yield, purity and
downstream applications. Sci Rep 2019;9:5335.

65. BrinkmannK, Enderle D, Koestler T, Bentink S, Emenegger J, Spiel
A, et al. Abstract 545: plasma-based diagnostics for detection of
EML4-ALK fusion transcripts in NSCLC patients. In: Clinical
Research (Excluding Clinical Trials). American Association for
Cancer Research; 2015. 545–545 pp.

Nota del artículo: El artículo original puede encontrarse aquí: https://
doi.org/10.1515/almed-2019-0019

Sánchez-Herrero et al.: Biopsia líquida en pacientes con CPNM y EML4-ALK 9

https://doi.org/10.1155/2013/401623
https://doi.org/10.1155/2013/401623
https://doi.org/10.18632/oncotarget.6279
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0030679
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0030679
https://doi.org/10.1515/almed-2019-0019
https://doi.org/10.1515/almed-2019-0019

	Utilidad clínica de la biopsia líquida para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes con CPNM y EML4-ALK
	Introducción
	Tratamiento del CPNM ALK+
	Práctica clínica en los pacientes con EML4-ALK
	Biopsia líquida
	Estrategias de detección de EML4-ALK mediante biopsia líquida
	ADN libre circulante (cfDNA)
	ADN libre circulante (cfDNA)
	Células tumorales circulantes (CTC)
	Plaquetas educadas por el tumor (TEP)

	Exosomas
	Enfoques futuros
	Conclusiones
	Referencias


