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En el Grupo Espanol de Dermatopatologia hemos comenzado a disefar las guias de practica clinica del
Libro Blanco de la SEAP con un tema de gran importancia sociosanitaria: el melanoma cutédneo. Lo hemos
hecho por tres razones: el aumento de su incidencia, producido por los cambios del estilo de vida de nuestra
sociedad, su mal prondstico en estadios avanzados y, fundamentalmente, por el desarrollo en los ultimos
anos de nuevas terapias para pacientes con enfermedad diseminada. Para ello nos hemos centrado en dos
temas. En el primero, “El informe de melanoma cutaneo’, se exponen los datos obligatorios y recomendables
que debe incluir un informe protocolizado de melanoma siguiendo las directrices de los principales proto-
colos publicados. En el sequndo,“Recomendaciones para la determinacién de biomarcadores en melanoma
metastdsico” se indica qué marcadores moleculares conviene estudiar en pacientes con melanoma, en qué
situaciones y la metodologia a emplear.
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Informe del Melanoma Cutaneo
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El informe anatomopatoldgico protocolizado de un melanoma cutdneo, incluyendo todos los datos
histoldégicos necesarios para predecir su prondstico, es esencial para el manejo multidisciplinar del paciente.
Ademas, se aconseja que incluya una breve descripcion de los hallazgos microscépicos que permiten hacer el
diagnéstico de melanoma. En los tltimos afos se han publicado numerosas guias y protocolos de informes
que recogen los principales items que no deben de faltar en el informe de un melanoma.

En el presente documento haremos una relacién de los datos obligatorios que en nuestra opinién debe
de incluir un informe protocolizado de un melanoma cutaneo y los datos recomendados (no obligatorios),
lo que no excluye que se pueda afadir texto libre con opiniones personales del autor del informe. Para
ello seguiremos las directrices de los principales protocolos publicados (1,2). También haremos una breve
recomendacién sobre los datos del informe del ganglio centinela.

A. DATOS OBLIGATORIOS

1. LOCALIZACION Y LATERALIDAD DEL TUMOR

Identificar la localizacidon anatomica del melanoma es importante por varias razones: influye en el pro-
noéstico, modifica los hallazgos microscépicos que pueden influir en el diagndstico correcto y es necesaria
en caso de la aparicion de metastasis.

2.TIPO DE MUESTRA

El tipo de biopsia realizada puede afectar al estudio patolégico, e identificarlo en el informe, esimportante
para conocer el tipo de muestra que se ha utilizado para el diagnéstico. Obviamente, la biopsia escisional
con margenes libres es el método mds apropiado. La biopsia incisional puede no ser representativa de la
neoplasia y ocasionar errores diagnésticos.

3. ESPESOR DE BRESLOW (en mm)

Es el factor pronoéstico mas importante en un melanoma cutdneo primario localizado (3). Debe de me-
dirse desde la capa granulosa de la epidermis hasta la célula mas profunda que se encuentre en la dermis
en la base del tumor. En los melanomas ulcerados la medicion debe de comenzar en el fondo de la Ulcera,
aunque este hecho pueda infravalorar el espesor de la neoplasia al desconocer la cantidad de melanoma
perdido por la Ulcera. En el caso de melanomas finos (< de Tmm) algunos autores aconsejan utilizar técnicas
inmunohistoquimicas (Melan-A) para identificar con mayor seguridad el componente mas profundo y medir
con mayor precision el espesor (4).
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Algunas consideraciones importantes sobre la medicién son:

- Debe de evaluarse en secciones histolégicas perpendiculares a la superficie epidérmica, evitando las
secciones tangenciales. Si no fuera posible es recomendable incluir una nota aclaratoria en el informe.

- Si existe regresion histoldgica, ésta no debe de incluirse en la medicidn. Si se incluyera esta medicién,
debe de aclarase en una nota del informe que no corresponde al Breslow real de la neoplasia.

- No debe de incluirse en la medicion la extensién perianexial (en dermis adventicia perianexial o in-
vasion extra-adventicial), excepto cuando solo exista invasion en la dermis adventicial y el resto del
melanoma sea por tanto intraepidérmico. En estos casos debe de medirse desde la parte interna de
la vaina epitelial externa del foliculo, o desde la superficie luminal de la glandula sudoripara, hasta la
mayor infiltracion de la dermis perianexial.

- En biopsias superficiales (no escisionales) se recomienda informar: “Breslow al menos de ..."

- Enlos casos de existir un nevus melanocitico intradérmico asociado al melanoma se ha de estar seguro
de medir el componente invasivo maligno.

- Existen controversias en la medicién cuando se observa neurotropismo en profundidad. Se recomienda
hacer dos mediciones, incluyendo y sin incluir el neurotropismo.

- Los satélites microscépicos (ver mas adelante) no deben de incluirse en la medicion.

4. ULCERACION

Es uno de los tres factores prondésticos incluidos por la AJCC en el sistema de Estadificacion (3). La autén-
tica ulceracién debe de no ser confundida con una pérdida artefactual de la epidermis; por ello, es necesario
observar depdésito de fibrina o tejido de granulacién para confirmar la existencia de ulceracion. Algunos
autores recomiendan valorar la extensién de la ulceracion en mm é como porcentaje de la superficie de la
neoplasia ulcerada (5).

5. INDICE DE MITOSIS

Numerosos estudios indican que el nimero de mitosis es un importante factor prondstico, sin embargo
en el sistema de estadificacion de la AJCC solo es incluido en los casos T1, subclasificando en T1b cuando
existe solo una mitosis en el componente dérmico de un melanoma. El contaje de mitosis se recomienda
sea hecho comenzando por el campo con mayor nimero de mitosis (“hot spot”) y siguiendo en campos
consecutivos hasta completar T mm? (aproximadamente 5 campos de gran aumento). Puede facilitarse el
recuento con técnicas inmunohistoquimicas, con o sin técnicas digitales auxiliares, pero hasta la fecha no
han demostrado mayor fiabilidad que el sistema cldsico de valoraciéon con HE.

6. MARGENES QUIRURGICOS

El informe debe de incluir si los margenes, lateral y profundo, estan o no afectados por la neoplasia. En
los casos en los que éstos estén libres se recomienda incluir la distancia en mm desde el componente in situ
al margen lateral y desde el componente invasivo a los margenes lateral y profundo. Estos datos ayudan al
clinico en el manejo posterior del paciente y también a los patélogos en el estudio de piezas de re-escision
para determinar si una recidiva local del melanoma se trata de persistencia del primario o de una metastasis.

7.INVASION LINFOVASCULAR
Aunque es un hallazgo no muy frecuente, es importante por implicar un peor prondstico. El uso de
técnicas inmunohistoquimicas con marcadores de endotelio vascular facilita la busqueda de esta invasion.

8. NEUROTROPISMO

Puede observarse invasion peri o intraneural. La presencia de estructuras “neuroides” formadas por las
células neoplasicas se relaciona también con el neurotropismo. No debe de confundirse con el atrapa-
miento de nervios en el seno del melanoma. La presencia de neurotropismo se relaciona con recidivas
locales.
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9. MICROSATELITE

Se define como un nédulo neoplasico (> 0,05 mm) separado al menos 0,3 mm de la neoplasia prin-
cipal por dermis normal (sin fibrosis o inflamacién) o hipodermis. Los microsatélites y las metéstasis “en
trdnsito” tienen la misma consideracion como factores pronésticos en el sistema de estadificacion de la
AJCC (estadio N3). La existencia de un microsatélite en el margen de extirpacion debe de ser un indicador
para la re-escision.

B. DATOS RECOMENDADOS (NO OBLIGATORIOS)

1. SUBTIPO HISTOLOGICO DE MELANOMA

Los subtipos histoldgicos de melanoma descritos por Clark: de extension superficial, nodular, lentiginoso
acral y lentigo maligno melanoma, tienen poca relevancia pronéstica y para el manejo clinico. Ademas, su
interpretacion es subjetiva y poco reproducible. Es de mayor interés en la actualidad clasificar los melanomas
en invasivos y no invasivos, y si es posible en base a las mutaciones genéticas existentes (BRAF, NRAS, KIT
...), que estan en estrecha relacién con la localizacion anatémica.

2. NIVEL DE CLARK
Los niveles de invasion descritos por Clark han sido desplazados por el espesor de Breslow, aunque
pueden aportar informacién prondstica en los casos de dificil valoracién del espesor.

3. INFILTRADO INFLAMATORIO LINFOCITARIO

El interés pronostico del infiltrado inflamatorio es motivo de debate. La mayoria de los autores sugieren
que la existencia de un denso infiltrado se asocia a un mejor prondstico; el problema es la variabilidad in-
terobservador en la cuantificacién. Puede gradarse en ausente, escaso o llamativo; en este ultimo caso se
puede anadir si es peri o intratumoral.

4. REGRESION TUMORAL

El significado prondstico de la regresiéon también es controvertido. Algunos autores han demostrado
un peor pronoéstico en melanomas finos, probablemente por infravaloracion del espesor de Breslow. No
existen criterios definidos y reproducibles para su valoracion. Puede valorarse como mas o menos del 75%
de la neoplasia.

Es importante destacar que la existencia de regresiéon en los margenes de una pieza quirdrgica es indi-
cacién de re-escision.

5. LESION MELANOCITICA ASOCIADA
Es relevante solo por las consideraciones patogénicas del melanoma y también para estudios clinicos
de otra indole.

INFORME DEL GANGLIO CENTINELA

En relacion al informe anatomopatoldgico del ganglio centinela no existen protocolos estandarizados,
probablemente porque tampoco existe un procedimiento consensuado de tallado, inclusion, nimeros de
secciones histoldgicas y uso de técnicas inmunohistoquimicas. No cabe duda que el método utilizado puede
afectar a la tasa de positividad de metastasis (6).

El procedimiento de corte mas utilizado es la seccién en cortes transversales del ganglio linfatico, si-
guiendo su eje mayor, y su inclusién completa. En nuestra opinion, de cada bloque deben hacerse cortes
histolégicos al menos a 3 niveles (los dos primeros tefidos con HE y el tercero con Melan-A).
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El informe del ganglio centinela debe de incluir:
- Numero de ganglios centinelas
Numero de ganglios positivos

- Localizacion de la metastasis en el ganglio (subcapsular, intraparenquimatosa o ambas)
El didmetro méximo de la metastasis mayor
- La presencia o ausencia de extension extranodal.
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INTRODUCCION

La agresividad y la resistencia a la quimioterapia convencional del melanoma metastésico son un claro
reflejo de los complejos mecanismos de tumorigénesis u oncogénesis implicados en el melanoma. No ha
sido hasta los ultimos aflos cuando se han logrado identificar algunas de las aberraciones genéticas mas
relevantes que subyacen a esta neoplasia.

En el afo 2005, el grupo de Bastian et al. demostré la existencia de distintas vias moleculares de malig-
nizacion en el melanoma, cada una de ellas con una relacién diferente con la exposicion a la luz ultravioleta
y, por tanto, con el tipo de dafo solar. También abrié un nuevo paradigma diagnéstico y farmacoldgico que
ha causado uno de los cambios terapéuticos mas relevantes de los Ultimos afos'. Este estudio dio el soporte
conceptual para la identificacion de una serie de posibles dianas, y permitié el desarrollo de moléculas con
una actividad frente al melanoma absolutamente extraordinaria, dados los escasos avances obtenidos con
la quimioterapia convencional en los afios precedentes?.

Simultdneamente, tras la definicién de mecanismos y moléculas clave en la regulacién inmunitaria anti-
tumoral en modelos experimentales, se han desarrollado anticuerpos monoclonales que han demostrado
una actividad antitumoral y unas tasas de control de enfermedad superiores a las obtenidas mediante qui-
mioterapia®. Estos avances hacen necesaria la actualizacién de los protocolos diagnésticos y terapéuticos
en el melanoma metastasico”.

IMPORTANCIA CLINICA DE LOS BIOMARCADORES EN MELANOMA
Mutacién de BRAF
Aproximadamente la mitad de los melanomas presentan una mutacion activadora en BRAF. En tres cuartas

partes de los casos la mutacion corresponde a V600E, y con menos frecuencia a V600K y a otras variantes®.
Esta mutacién parece un evento precoz en el desarrollo del tumor y ha permitido el desarrollo de farmacos
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que inhiben especificamente esta proteina mutada. Los farmacos inhibidores de BRAF son mas eficaces
que la quimioterapia convencional en el tratamiento del melanoma diseminado. El primero de los nuevos
inhibidores de BRAF es Vemurafenib, que se administra de forma continua por via oral®. Mas recientemente
se han comunicado los resultados obtenidos con otro inhibidor de BRAF denominado Dabrafenib, que
también se administra por via oral.

Considerando el beneficio clinico y la prolongacion de la supervivencia global obtenidos en estos pa-
cientes, los inhibidores de BRAF se han convertido en el tratamiento de eleccién para el melanoma avanzado
con mutacién en BRAF. A pesar de la elevada actividad de los nuevos inhibidores de BRAF, la mayoria de los
pacientes acaban sufriendo una progresion del tumor. Por tal motivo, se estan estudiando los mecanismos
relacionados con la resistencia a estos farmacos. De esta forma, se ha observado que aunque suele mante-
nerse la mutacién en BRAF, aparecen o se seleccionan nuevas mutaciones que llevan a reactivar la via MAPK’.
Estos datos apoyan la investigacién con combinaciones de farmacos. Los inhibidores de BRAF producen
toxicidad cutdnea leve o moderada en la mayoria de los pacientes. Esta puede consistir en fotosensibilidad,
exantema, foliculitis, prurito y aparicion de queratoacantomas o carcinomas epidermoides. Otras toxicidades
frecuentes son la astenia, la artralgia y la elevacién de las enzimas hepaticas.

Alteraciones genéticas de KIT

Los melanomas que se originan en las mucosas, en las regiones acrales y en la piel crénicamente expuesta
al sol, presentan de manera infrecuente mutaciones en BRAF. Sin embargo, pueden albergar mutaciones
(10%) y/o amplificaciones (25%) del gen KIT?, un receptor transmembrana con actividad tirosina cinasa®.
Las mutaciones en KIT se detectan con distintas frecuencias en los siguientes exones: exon 9 (2%), exon 11
(60-70%), exén 13 (15-20%) y exones 17 0 18 (10-15%)'°. Dado el éxito clinico del tratamiento de los tumores
del estroma gastrointestinal (GIST) con inhibidores de la actividad tirosina cinasa de KIT, como imatinib y
sunitinib, se ha desarrollado una estrategia similar en el melanoma. Sin embargo, el tipo de mutaciones y
la frecuencia con la que se detectan en los exones es diferente. Ademas, el nimero aumentado de copias
de KIT que se ha observado en estos melanomas es un evento raro en los GIST, lo que anticipa que la ac-
tividad clinica de estos agentes en los pacientes con melanoma con el gen KIT mutado pueda ser inferior.
Los estudios que han evaluado el papel prondstico de las mutaciones de KIT en melanoma y la actividad
clinica de Imatinib en pacientes con melanoma y alteraciones genéticas en KIT'"'2 son controvertidos. En
general los datos indican que algunos pacientes con melanomas con el gen KIT mutado pueden responder
a inhibidores de KIT, aunque no existen datos concluyentes.

Alteraciones genéticas de NRAS

Entre los genes RAS, las mutaciones mas frecuentes en el melanoma son en NRAS (10-20%), mientras que
las mutaciones en HRAS y KRAS se detectan aproximadamente en el 1y el 2% de los melanomas, respecti-
vamente'2. La mayoria de las mutaciones de NRAS se detectan en el codén 60 0 61 del exén 2 (80%), y en el
coddén 12 0 13 del exdn 1(20%). Ademads, la presencia de mutaciones en NRAS y BRAF parece ser mutuamente
excluyente, observandose juntas en menos del 1% de los pacientes'®. Recientemente se ha descrito la pre-
sencia de mutaciones simultdneamente en BRAF y NRAS después del tratamiento con inhibidores selectivos
de BRAF, como Vemurafenib, aunque antes de iniciar el tratamiento solo era detectable la mutacion en BRAF.
La inhibicion farmacoldgica selectiva de NRAS ha tenido poco éxito hasta la fecha, debido a la dificultad de
disenar antagonistas de NRAS que inhiban su actividad guanosina trifosfatasa (GTPasa).

Alteraciones genéticas de GNAQ/GNA11

Hasta el 83% de los melanomas uveales tienen mutaciones en los genes GNAQ o GNA11. No parece que
la presencia de estas mutaciones se asocie con el pronéstico de la enfermedad’™, aunque su valor puede
venir dado por la posibilidad de desarrollar nuevas terapias dirigidas', como la de los inhibidores de MEK.
Sin embargo, en la actualidad, dada la ausencia de implicaciones terapéuticas o prondsticas relacionadas
con estos genes, no se considera necesaria su determinacién asistencial.
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Alteraciones genéticas de PTEN

En el 20-40% de los melanomas se puede determinar, mediante inmunohistoquimica, una pérdida o
reduccion significativa de la expresion de PTEN en muestras tumorales's. Tanto las mutaciones somaticas
puntuales del gen PTEN como las deleciones homocigéticas son raras. Dado que la via PI3K/AKT/PTEN puede
modularse farmacolégicamente, es previsible que sus integrantes principales se conviertan, en un futuro
préximo, en biomarcadores con potencial predictivo.

DETERMINACION DE BIOMARCADORES EN MELANOMA

I. FASE PREANALITICA

Para obtener un éptimo rendimiento en las técnicas moleculares es esencial que se cumplan los maximos
estandares de calidad en todas las etapas y, sin duda, obtener un diagndstico histopatoldgico correcto es
el primer paso. Para ello:

1.

Siempre que exista sospecha clinica o radioldgica de metastasis es recomendable la confirmacién
diagndstica mediante la realizacién de una biopsia o puncidn citolégica. Este abordaje permite, ademas,
disponer de material representativo de la fraccion metastatizante del tumor. Aunque es deseable
disponer de la méaxima cantidad posible de tumor, también se pueden obtener buenos resultados
con muestras muy pequenas, tales como las preparaciones citoldgicas fijadas en alcohol y tefidas
con Papanicolaou procedentes de improntas tumorales o mediante puncién y aspiracion'.

Cuando el estudio se realiza en un centro de referencia, es aconsejable que el diagnéstico sea ratificado

por patélogos o dermatopatélogos expertos.

La mayor parte de las muestras relacionadas con el melanoma proceden de tejido fijado en formol y

conservado en parafina.

- Lafijacién debe realizarse inmediatamente después de la obtencién de la muestra, usando formal-
dehido tamponado al 10% durante 24 h, intentando no superar las 48 h. La seleccion del bloque
de parafina mas idoneo para el estudio posterior debe realizarse examinando una seccion tefida
con hematoxilina-eosina que sea representativa del tejido presente en el bloque en el momento
del estudio. La seccién original en la que se realizé el diagnéstico inicial puede diferir mucho del
tejido restante, sobre todo si después de su obtencién se han cortado secciones adicionales para
realizar técnicas especiales.

- Laintegridad de los dcidos nucleicos en el material parafinado se pierde con el tiempo, por lo que
se debe elegir la muestra mds reciente.

- Los mejores resultados se obtienen cuando el tiempo de fijaciéon ha sido 6ptimo y cuando la muestra
contiene una gran cantidad de tumor y poca necrosis'®

- Se deben escoger los bloques que contengan menos pigmento meldnico, ya que es capaz de inhibir
por si solo las enzimas acido desoxirribonucleico (ADN)-polimerasas, invalidando los resultados.

Una vez seleccionado el bloque, se obtienen secciones de 5 um que se depositan en tubos o sobre

laminillas y se fijan mediante estufa a 37 + 2 °Ctoda la noche 0 a 56 + 2 °C durante 30 min. Si el tamafio

del tejido tumoral es igual o mayor a 1 cm2, es suficiente con una Unica seccion, pero sila muestra es
de tamano inferior se deben usar mas secciones. Después de la obtencién de las secciones el proceso
de extraccién de dcidos nucleicos se debe realizar con prontitud, no retrasdndolo mas de 48 h. En caso
de no poder efectuar la extraccidn rapidamente, la muestra se debe conservar en nevera a 2-8 °Cy
preferiblemente apartada de la luz. Para evitar contaminaciones cruzadas, las superficies de trabajo

y el micré6tomo se pueden limpiar con una disolucidn descontaminante de nucleasas (10% de lejia y

70% de etanol, por ejemplo). Después, se puede aplicar agua libre de nucleasas y secar con una toalla

de papel. Es aconsejable utilizar una cuchilla desechable nueva en el micrétomo para cada caso y

manipular los bloques con guantes desechables. Los resultados son mds precisos cuanto mayor sea

la proporcién de tumor en la muestra. Por este motivo, si el tumor viable supone menos del 80% del
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tejido en el bloque de parafina, se debe efectuar una macrodiseccion para seleccionar la mayor cantidad
posible de tumor viable, desestimando el tejido normal y las zonas con necrosis o con hiperpigmen-
tacién meldnica. La zona de interés se marca con un rotulador permanente sobre una preparacion
histolégica tefiida con hematoxilina-eosina y se compara con la superficie del bloque o la seccién sin
tefir depositada sobre una laminilla. La macrodiseccién puede realizarse sobre esta seccion, rascando
el tumor con el extremo de un bisturi, o bien reblandeciendo el bloque de parafina en la estufa a 65 °C
durante una hora, y separando con un bisturi la zona de estudio del resto de la muestra.

Il. FASE ANALITICA

1. Determinacién de mutaciones en BRAF

En la actualidad, los métodos moleculares que se utilizan para determinar las mutaciones de BRAF son
los mismos que se emplean para otros estudios de patologia molecular. Existen publicados numerosos pro-
tocolos para identificar mutaciones de BRAF, tanto en tejido tumoral como en sangre periférica, en ADN y
en acido ribonucleico (ARN). Sin embargo, nos centraremos en los sistemas de identificacién de mutaciones
que se aplican de forma rutinaria en los laboratorios de anatomia patoldgica, y que basicamente se pueden
clasificar en métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion, y métodos basados en
PCR en tiempo real (RT-qPCR).

Entre los métodos de secuenciacién se encuentra:

- La secuenciacion directa por el método Sanger, que consiste en el analisis directo de la secuencia de
ADN previamente amplificada por PCR. Este es un método de alta especificidad con el que se pueden
detectar todas las mutaciones posibles. Sin embargo, es una técnica con una sensibilidad subdptima
(25%), que puede dar lugar a falsos negativos. Requiere equipamientos especificos, por lo general au-
sentes en los laboratorios de anatomia patoldgica, y para la interpretacion del resultado es necesario
personal técnico experimentado.

- Otro método de secuenciacion es la pirosecuenciacion, que se basa en una reacciéon de PCR en la que,
por cada nueva base que se aflade a la cadena de ADN, se libera un pirofosfato que se traduce en la
emisidn de luz ultravioleta. Tiene como ventajas ser una técnica en tiempo real, con una alta sensibilidad
analitica, sencilla y coste-efectiva. Puede identificar todas las mutaciones posibles dentro de una regién
deinterés. Entre sus inconvenientes destacan que los reactivos pueden resultar caros y que requiere un
pirosecuenciador, que no es habitual en los laboratorios convencionales de anatomia patolégica. Uno
de los equipos comerciales mas empleados es el Therascreen BRAF Pyro® de Qiagen, que cumple la
directiva europea de diagnostico in vitro. Por ultimo, en la actualidad se estan desarrollando diferentes
plataformas de secuenciacidon masiva para la practica asistencial.

- Latécnica basada en la RT-gPCR es actualmente el método mdas empleado en los servicios de anatomia
patoldgica para la identificacién de biomarcadores moleculares en tumores. En esta técnica se utiliza un
termociclador que lleva incorporado un lector de fluorescencia con el que es posible cuantificar el ADN
sintetizado en cada momento. Entre las ventajas del método de RT-qPCR destaca la alta sensibilidad,
que es mayor que con la secuenciacién bidireccional de Sanger. Es un método sencillo y rapido, que
permite utilizar plataformas preexistentes en los servicios de anatomia patoldgica para la determina-
cién de otras mutaciones, como KRAS en carcinoma colorrectal y EGFR en carcinoma de pulmén no
microcitico. Sumayor inconveniente es que solo detecta mutaciones conocidas. Sin embargo, teniendo
en cuenta que en el momento actual las mutaciones de BRAF mas frecuentes son la V600E (40-60%) y
la V600K (20%)'*?', y que ambas son subsidiarias de tratamientos con inhibidores de BRAF, esta técnica
es Optima para identificar este tipo de mutaciones. Existen 2 tipos de sondas para la determinacién de
mutaciones de BRAF, denominadas TagMan® y Scorpions®.

« El prototipo de sonda TagMan® para la determinacién de mutaciones BRAF utiliza la prueba diag-
noéstica cobas® 4800 BRAF/V600, que estd aprobada por la Agencia de Alimentos y Medicamentos
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de Estados Unidos (FDA) y tiene el sello de Conformidad Europea (CE). A pesar de ser una prueba
inicialmente disefiada para determinar mutaciones en V600E, también es capaz de detectar el 70%
de las mutaciones en V600K22, asi como las mutaciones de V600D y V600E2.

- Para la técnica RT-qPCR con sondas Scorpions®, en la actualidad se utiliza la prueba BRAF gen rotor
Q (RGQ) PCR de Qiagen®. Se trata de un equipo disefado para determinar la mutacidon somatica
V600E de BRAF, que ademas detecta las mutaciones V600K, V60OE compleja (GAA) y V60OD. En la
actualidad dispone de sello CE para diagnéstico. Para la identificacién de las mutaciones es conve-
niente saber interpretar las curvas de amplificacion, para lo que se requiere experiencia.

- Existen mas métodos basados en la técnica PCR, entre los que se encuentran las pruebas diagnésticas
basadas en la PCR convencional, propias de cada laboratorio y también comerciales, que detectan la
presencia de mutaciones puntuales de BRAF y el andlisis de las curvas de fusion de alta resolucion.

2. Determinacién de otros biomarcadores

Sibien en el melanoma no esta clara la importancia clinica de las mutaciones en KIT, el 20% de los casos con
estas mutaciones son sensibles a Imatinib y a otros inhibidores de KIT, aunque en la actualidad esta indicacion
no esta registrada. Las mutaciones ocurren con mas frecuencia en el exén 11y con menos frecuencia en los exo-
nes 9, 13,17y 18 En el exdn 11, la mayoria de las mutaciones (34%) causan la sustitucion de una leucina por
una prolina en el codén 576.En cualquier caso, se debe realizar el estudio mutacional de los 5 exones del gen.En
los casos en que la cantidad o calidad del ADN sea un factor limitante, se evaluaran de forma preferente los exo-
nes 9y 11. Los 2 métodos mas utilizados para la determinacion de las mutaciones de KIT son la secuenciacion
directay la RT-gPCR. En cualquier caso, independientemente de la técnica realizada, es importante seleccionar
la muestra con un porcentaje adecuado de células tumorales. En algunos casos es conveniente llevar a cabo
una microdiseccion para limitar la presencia de alelos nativos (wild-type) de células no tumorales. Las muestras
citologicas son también Utiles, y puesto que no estan sujetas a la fijacion con formol, la calidad del ADN es
generalmente superior'’. Es importante destacar que la detecciéon por inmunohistoquimica de la proteina KIT
(CD117) no es fiable para predecir mutaciones, lo que conlleva la necesidad de hacer pruebas moleculares®.

Ill. FASE POSTANALITICA
La Tabla 1 muestra un listado de los datos que debe incluir un informe anatomopatoldgico en la fase
postanalitica.
Tabla 1. Informe anatomopatolégico de melanoma en la fase postanalitica

Identificacion del paciente y médico solicitante

Origen anatémico de la muestra

Meétodo de obtencion de la muestra ®

Resultado del estudio inmunohistoquimico °

Pruebas moleculares

Tipo de muestra ¢

Calidad de la muestra ¢

Identificacidn de la técnica realizada para la determinacion del biomarcador/es
Resultado de mutaciones y/u otras alteraciones detectadas
Identificacion del laboratorio responsable del estudio molecular
Comentarios adicionales de interés para el peticionario ©
Informacion sobre acreditacion de programas de calidad
Diagndstico anatomopatoldgico final

2Mediante cirugia, biopsia, puncién, etc.

bSi se hubiera realizado.

Tejido fresco, congelado, parafina, extensiones citoldgicas, etc.
4Porcentaje de tumor, microdiseccion, etc.

¢Si se considera necesario.
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IV. CONTROLES DE CALIDAD EXTERNOS

Los laboratorios que realicen determinaciones de biomarcadores moleculares que sean dianas tera-
péuticas para el tratamiento de los pacientes con melanoma, deben utilizar tecnologias validadas, tanto
en su especificidad y sensibilidad, como en su valor predictivo. Ademds, es recomendable que dichos labo-
ratorios participen en programas de control de calidad externos, como el implantado por la SEAP, para el
estudio mutacional de EGFR en los pacientes con adenocarcinoma de pulmoén y de KRAS en los pacientes
con adenocarcinoma colorrectal. Este programa evalua la calidad preanalitica, analitica y postanalitica de
cada laboratorio. Para ello, los laboratorios participantes reciben casos mutados y sin mutar seleccionados
previamente por el centro coordinador del programa, que deben ser estudiados siguiendo los protocolos
habituales de trabajo. Los resultados obtenidos por cada laboratorio son evaluados y discutidos por el comité
de expertos de la SEAP. En el caso de existir centros de referencia para la determinacién de biomarcadores,
estos deben poseer la acreditacion y certificacion necesarias seguin los estandares exigidos por la autoridad
sanitaria de cada comunidad auténoma.

V. ASPECTOS PRACTICOS

1. Flujo de trabajo y lugar para la realizacion de las determinaciones

La determinacion de mutaciones en el gen BRAF de pacientes con melanoma metastdsico se debe rea-
lizar de modo prioritario, ya que su resultado va a condicionar el tratamiento farmacoldgico. Por tanto, el
tiempo de realizacién de la determinacion no deberia retrasarse. Para conseguirlo, en estos casos es de vital
importancia el trabajo multidisciplinar conjunto a través de comités de tumores especificos integrados por
oncélogo médico, patdlogo, oncélogo radioterdpico, dermatdlogo, cirujano, biélogo molecular, técnico de
anatomia patoldgicay el resto del personal implicado. Es bésico que en los comités de tumores, donde se va
a discutir la actitud a tomar con cada paciente, estén representados los responsables de realizar los analisis
moleculares. En cualquier caso, los estudios moleculares se deben realizar con la supervision de especialistas
de anatomia patolégica que puedan garantizar la seleccién de la mejor drea tumoral, con menor necrosis o
pigmentacién y maximo componente celular neoplasico.

2. Tiempos recomendadosy aceptables

El tiempo es trascendental para estos pacientes, por tanto, una vez se decida que es imprescindible
realizar la determinacién molecular, el patélogo debe elegir el tejido histolégico 6ptimo disponible. Para
ello, debe tener en cuenta que aunque en principio las mutaciones de BRAF suelen ser bastante constan-
tes, es preferible utilizar siempre que sea posible el material tumoral mas reciente. En cuanto al tiempo
Optimo recomendable, entre la peticidn al servicio de anatomia patoldgica hasta la emision del informe
con el resultado del andlisis de la mutacién molecular en el gen BRAF, deberia ser de 4 a 5 dias y no exce-
der nunca los 7 dias.

3. ;Qué pacientes requieren un estudio de biomarcadores?

Los resultados de los recientes ensayos clinicos con inhibidores de BRAF y MEK han sido tan relevantes
desde el punto de vista estadistico y clinico, que la incorporacién del estudio de mutaciones en BRAF en
el melanoma metastasico debe ser considerado hoy dia una practica rutinaria??, Asi, cuando los servicios
de anatomia patolégica no tengan la experiencia o la infraestructura necesarias para realizar estos analisis,
deben contactar con laboratorios de referencia para realizarlos. En nuestro pais, muchos laboratorios estan
acreditados para el estudio molecular de mutaciones de BRAF, y recientemente se ha puesto en marcha
la plataforma BRIGHT (www.biomarkerpoint.com) como punto de referencia para realizar estos estudios.
Ademas de los estudios moleculares, recientemente se ha descrito la deteccion de la mutacion BRAF V60OE
por inmunohistoquimica (VE1); no obstante, son necesarios nuevos estudios confirmatorios para suimplan-
tacion en la practica clinica habitual.
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El interés del estudio de las mutaciones en NRAS en pacientes con melanoma metastasico no portado-
res de mutaciones de BRAF esta vinculado al contexto del ensayo clinico. Esto mismo se puede decir del
andlisis mutacional de GNAQ/GNA11 en melanomas oculares, cuyo papel en la seleccién de tratamiento
estd actualmente siendo evaluado en estudios clinicos prospectivos, sin que todavia haya evidencias que
justifiquen su realizacién rutinaria.

El estudio de mutaciones de KIT puede considerarse en pacientes con enfermedad irresecable y tumores
primarios con localizacion acral o en mucosas, sin que pueda recomendarse su estudio en otros melanomas.
La deteccién por inmunohistoquimica del ligando de la proteina de muerte programada 1 (PD-L1) podria
ser de interés, si se confirma la actividad de los anticuerpos monoclonales anti-PD-1 y de anti-PD-L1 en
melanoma metastésico?.

CONCLUSIONES

A la hora de planificar el tratamiento de cualquier paciente con melanoma metastasico es recomendable
conocer previamente el estado mutacional de BRAF V600E, cuyo andlisis debe ser realizado en laboratorios
acreditados y suficientemente experimentados en no mas de 7 dias. La determinacién de otros biomarcadores
como KIT o PD-L1 podria ser util en casos especificos de melanomas avanzados, o si se confirma la actividad
de los anticuerpos monoclonales anti-PD-1y de anti-PD-L1, aunque por el momento no se considera que
deba formar parte de la practica clinica rutinaria.
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