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INTRODUCCION:

Desde el punto de vista terapéutico, el melanoma maligno supone un reto. Los métodos
utilizados para establecer el diagndstico y el prondstico de la enfermedad precoz, se
basan en criterios morfoldgicos y son muy imprecisos a la hora de evaluar el riego de
progresion de la enfermedad. Hasta hace muy poco, tampoco existian marcadores pre-
dictivos para individualizar la seleccion de tratamiento de manera racional. Los avances
en las técnicas gendmicas producidos durante la Ultima década han incrementado sus-
tancialmente el conocimiento de los fendmenos moleculares que ocurren durante la gé-
nesis y desarrollo del melanoma. A pesar de su solidez basada en la evidencia, la
clasificacion TNM se ha visto superada en los ultimos afos por la inclusion en la rutina
diagnostica de marcadores moleculares con importantes implicaciones carcinogénicas,
prondsticas y terapéuticas.

El hallazgo molecular mas importante en la patogénesis del melanoma ha sido el descu-
brimiento del papel clave que juega la via de la proteina cinasa activada por mitégenos
(MAPK) y el factor de transcripcion asociado a microftalmia (MITF) en el desarrollo de este
tumor, esto ha permitido desarrollar terapias dirigidas. La via de MAPK esta activada en
casi todos los melanomas lo que facilita su crecimiento y supervivencia. Los miembros
de la familia de los genes RAS integrantes de esta via, promueven proteinas que actuan
como mediadores criticos en la transduccion de senales (1).

Las mutaciones o aberraciones genémicas estan presentes en la mayoria de los mela-
nomas, lo que puede conducir a la activacion de la via MAPK, creando una adiccion on-
cogénica a la proteina hiperactivada. Las mutaciones de BRAF y NRAS son mas
frecuentes en melanomas que se desarrollan en piel intermitentemente expuesta al sol
pero sin dano solar crénico (2)(3). En el melanoma uveal, la via MAPK esta sobreactivada
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por la mutacion activadora en GNAQ o en GNA11, que se observan en el 80% de los
casos. Sin embargo, las mutaciones de BRAF, NRAS y KIT son infrecuentes en dichos
melanomas. Por ultimo, en los melanomas acrales y mucosos la mutacion mas frecuente
es la del gen KIT (entre el 15y el 40%), mientras que las mutaciones de BRAF y NRAS
ocurren en menos del 10%de los casos. (4)(5)

Ademas de las terapias dirigidas en el abordaje terapéutico del melanoma la inmunotera-
pia juega un papel muy relevante, posicionandose en primera linea en los pacientes que
no presentan mutaciones. En los pacientes con mutaciones tratables ain estamos pen-
dientes de los ensayos de secuenciacion que nos permitiran decidir cual es la secuencia
Optima de tratamiento, terapia dirigida seguida de inmunoterapia a la progresion o la in-
versa. Una de las limitaciones de la inmunoterapia es la ausencia de marcadores predic-
tivos de su eficacia. Si bien la expresion del ligando de PD-1 ha demostrado capacidad
predictiva en otras neoplasias, hasta el momento no ha sido asi en el melanoma.

BIOMARCADORES RUTINARIOS
MUTACION BRAF

La activacion de RAF, en su forma de homo o heterodimero, inicia la fosforilacion de la
MAPK cinasa (MEK), que induce a su vez la fosforilacion de la cinasa regulada por sefnales
extracelulares (ERK), la activacion de ERK promueve el crecimiento y la transformacion
de sefales a través de su interaccion con un numero de moléculas criticas en la patogé-
nesis tumoral. (6)(7)

La mutacion de BRAF parece ser un evento adquirido, que ocurre inicialmente en los
melanomas invasivos e induce la expansion clonal y la progresion tumoral. Sin embargo,
la mutacion de BRAF no es un evento decisivo en el desarrollo del cancer, sino que facilita
la transformacion maligna mediante la adquisicion de estimulos oncogénicos sucesivos.
Esto explica por qué las mutaciones de BRAF son tan frecuentes en nevus melanociticos
(70-80%), en melanomas en fase de crecimiento vertical 0 metastasicos (40-50%) Y sin
embargo son infrecuentes en melanomas en fase de crecimiento radial o in situ (6-10%).
(8)9)(10)

Cuando se desarrollan mutaciones de BRAF en melanomas invasivos, estas inducen la
activacion de MEK, y subsecuentemente la de ERK, dando lugar a la oncogénesis a través
de la promocién del crecimiento celular y la inactivacion de la apoptosis. Las mutaciones
mas frecuentemente observadas en el gen BRAF son la V60OE (40-60%) y la V600K
(20%), y son mucho mas raras las V600D, V600E2, V600R, V600A, V600G y K6O1E. Las
mutaciones o aberraciones gendémicas estan presentes en la mayoria de los melanomas,
lo que puede conducir a la activacion de la via MAPK (11).
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Teniendo en cuenta que aproximadamente la mitad de los melanomas presentan una mu-
tacion activadora en BRAF y que esta mutacion parece un evento precoz en el desarrollo
del tumor y ha permitido el desarrollo de farmacos que inhiben especificamente esta pro-
teina mutada, podemos explicar la necesidad de su determinacion en la practica clinica
diaria.

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. Cuando vemurafenib fue comparado con dacarbacina, mostré una clara
superioridad, con una tasa de respuestas del 48% frente al 5%, una mediana de super-
vivencia libre de enfermedad de 5,3 meses frente a 1,6 meses y una SG de 12,5 meses
frente a 9,5 meses, respectivamente (12). Mas recientemente se han comunicado los re-
sultados obtenidos con otro inhibidor de BRAF denominado dabrafenib, al comparar da-
brafenib con dacarbacina, la mediana de supervivencia libre de progresion fue de 6,7
meses frente a 2,9 meses respectivamente (13).

Ademas de respuestas objetivas, los inhibidores de BRAF son capaces de inducir res-
puestas menores, de manera que el 90% de los pacientes experimenta algun grado de
reduccion en el tamafo del tumor. Considerando el beneficio clinico y la prolongacion de
la supervivencia obtenidos en estos pacientes, los inhibidores de BRAF se han convertido
en el tratamiento de eleccion para el melanoma avanzado con mutacion en BRAF. Pero,
a pesar de la elevada actividad de los nuevos inhibidores de BRAF, la mayoria de los pa-
cientes acaban sufriendo una progresion del tumor. Se estan estudiando los mecanismos
relacionados con la resistencia a estos farmacos. De esta forma, se ha observado que,
aungue suele mantenerse la mutacion en BRAF, aparecen o se seleccionan nuevas mu-
taciones que llevan a reactivar la via MAPK (14).

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.
Béasicamente se pueden clasificar en métodos de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y secuenciacion, y métodos basados en PCR en tiempo real (RT-gPCR). Ademas
de los estudios moleculares, recientemente se ha descrito la deteccion de la mutacion
BRAF V600E por inmunohistoquimica (VE1); no obstante, son necesarios nuevos estudios
confirmatorios para su implantacion en la préactica clinica habitual.

Entre los métodos de secuenciacion se encuentra la secuenciacion directa por el método
Sanger, que consiste en el analisis directo de la secuencia de ADN previamente amplifi-
cada 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 subop-
tima (25%), que puede dar lugar a falsos negativos. Otro método de secuenciacion es la
pirosecuenciacion, que se basa en una reaccion de PCR en la que, por cada nueva base
que se anade a la cadena de ADN, se libera un pirofosfato que se traduce en la emision
de luz ultravioleta. Puede identificar todas las mutaciones posibles dentro de una region
de interés. (15)(16)
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La técnica basada en la RT-gPCR es actualmente el método méas empleado en los servi-
cios de anatomia patoldgica para la identificacion de biomarcadores moleculares en tu-
mores, destaca la alta sensibilidad, su mayor 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 VBOOE (40-60%) y la VBOOK (20%) y que
ambas son subsidiarias de tratamientos con inhibidores de BRAF, esta técnica es 6ptima
para identificar este tipo de mutaciones. Existen 2 tipos de sondas para la determinacion
de mutaciones de BRAF, denominadas TagMan® y Scorpions®. El prototipo de sonda
TagMan® para la determinacion de mutaciones BRAF utiliza la prueba diagnéstica
cobas®4800BRAF/V600. A pesar de ser una prueba inicialmente disefada para deter-
minar mutaciones en V600E, también es capaz de detectar el 70% de las mutaciones
enV600K89, asi como las mutaciones de V600D y VEOOE2. Para la técnica RT-gPCR con
sondas Scorpions®, en la actualidad se utiliza la prueba BRAF gen rotor Q (RGQ) PCR
de Qiagen®. Se trata de un equipo disefiado para determinar la mutacion somatica VE0OE
de BRAF, que ademas detecta las mutaciones V600K, V60OE compleja (GAA) y VE0OD.
(17)(18)

RECOMENDACION

La determinacion de mutaciones en el gen BRAF de pacientes con melanoma avan-
zado se debe realizar de modo prioritario, ya que su resultado va a condicionar el
tratamiento farmacologico. Por tanto, el tiempo de realizacion de la determinacion
no deberia retrasarse. Para consequirlo, en estos casos es de vital importancia el
trabajo multidisciplinar conjunto a través de comités de tumores especificos.

BIOMARCADORES RECOMENDABLES
MUTACIONES KIT

Un subconjunto pequeno de melanomas muestra alteraciones en KIT. Los melanomas
que se originan en las mucosas, en las regiones acrales y en la piel cronicamente expuesta
al sol presentan de manera infrecuente mutaciones en BRAF. Sin embargo, pueden al-
bergar mutaciones (10%) y/o amplificaciones (25%) del gen KIT. Las alteraciones en KIT
ocurren selectivamente en el 17% de los melanomas con dano solar crénico. (19)

KIT es un receptor transmembrana con actividad tirosinacinasa 50. La unién con su li-
gando, induce la dimerizacion y la autofosforilacion del receptor, que da lugar a la activa-
cion de las vias de senalizacion de MAPK 'y PISK-proteina cinasa B (AKT) que median la
supervivencia y la proliferacion celular. Las mutaciones en KIT se detectan con distintas
frecuencias en los siguientes exones: exén 9 (2%), exdon 11 (60-70%), exon 13(15-20%)
y exones 17 0 18 (10-15%). (20)(21)

Los estudios que han evaluado el papel prondstico de las mutaciones de KIT en mela-
noma difieren. Asi, Kong et al estudiaron 502 pacientes con melanoma entre los que habia
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un 38,4 y un 33,3% de pacientes con melanomas acrales y de mucosas, respectivamente.
En este estudio se observd que la presencia de una mutacion en KIT se asociaba con
una supervivencia global mas corta comparada con la observada en pacientes con me-
lanoma no mutado (22). Sin embargo, en un estudio sueco que incluyd 71 pacientes con
melanomas de mucosas con mutaciones en KIT (35%), NRAS (10%) y BRAF (6%), el es-
tado mutacional de KIT no se asocio con la supervivencia (23).

Dos estudios prospectivos fase Il han evaluado la actividad clinica de imatinib en pacien-

tes con melanoma vy alteraciones genéticas en KIT. Las tasas de respuesta observadas
fueron aproximadamente un 22%. Ambos estudios sugieren una mayor actividad de ima-
tinib en tumores con mutaciones en los exones 11 o 13, mientras que su actividad era
mas variable en pacientes con otras alteraciones. Estos datos indican que algunos pa-
cientes con melanomas con el gen KIT mutado pueden responder a inhibidores de KIT
(24)(25). Si bien 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 inhibi-
doresde KIT.

Las mutaciones ocurren con mas frecuencia en el exdn 11 y con menos frecuencia en
los exones 9, 13, 17 y 1851. En el exdn 11, la mayoria de las mutaciones (34%) causan
la sustitucion de una leucina por una prolina en el coddn 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 exones 9y
11 (21)(25).

Los dos métodos mas utilizados para la determinacion de las mutaciones de KIT son la
secuenciacion directa y la RT-gPCR. El limite de deteccion de la técnica, definido como
el porcentaje minimo de células tumorales requerido dentro de una muestra, varia en fun-
cion del método empleado v el laboratorio. En cualquier caso, independientemente de la
técnica realizada, es importante seleccionar la muestra con un porcentaje adecuado de
células tumorales. Es importante destacar que la deteccion por inmunohistoquimica de
la proteina KIT (CD117) no es fiable para predecir mutaciones, lo que conlleva la necesidad
de hacer pruebas moleculares (26).

ALTERACIONES GENETICAS DE NRAS:

La familia de proteinas RAS incluye a NRAS, KRAS y HRAS. Las proteinas RAS pueden
activar las vias de senalizacion de MAPK y PI3K por la interaccion de factores de creci-
miento extracelulares con receptores transmembrana o por la adquisicion de mutaciones
activadoras. 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 aproxi-
madamente en el 1y el 2% de los melanomas, respectivamente (27) (28.)

La mayoria de las mutaciones de NRAS se detectan en el coddn 60 o 61 del exdn 2
(80%), y en el coddn 12 o0 13 del exdn 1 (20%). Ademas, la presencia de mutaciones en
NRAS y BRAF parece ser mutua-mente excluyente, observandose juntas en menos del
1% de los pacientes (29).
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La inhibicion farmacolégica selectiva de NRAS ha tenido poco éxito hasta la fecha, debido
a la dificultad de disenar antagonistas de NRAS que inhiban su actividad guanosina tri-
fosfatasa. Tipifarnib es un inhibidor de la enzima farnesil-transferasa, implicada en la mo-
dificacion postraslacional de RAS. Tipifarnib se ha evaluado como monoterapia en un
estudio fase Il en pacientes con melanoma metastasico, sin objetivarse respuestas en los
pacientes incluidos, por lo que el estudio se cerrd prematuramente (30).

Dada la falta de disponibilidad de inhibidores de RAS especificos, se ha empezado a in-
vestigar el bloqueo de otras moléculas efectoras de la via de RAS, como el beneficio que
pueden obtener los pacientes con melanoma que albergan una mutacion en NRAS me-
diante el tratamiento con inhibidores de la cinasa MEK (31). Recientemente un inhibidor
de MEK el bininetinib ha demostrado eficacia superior a la quimioterapia en un ensayo
randomizado fase lll llamado NEMO (32). En este ensayo se compard dacarbacina con
binimetinib y este ultimo fue superior en tasa de respuestas, control de la enfermedad y
supervivencia libre de progresion. Los datos de supervivencia global ain no estan madu-
ros ya que no hay suficientes eventos. Con estos resultados la FDA ha autorizado bini-
metinib en el tratamiento de melanomas con mutacion de NAS.

EXPRESION DE LIGANDO DE PD-1

El ligando de PD-1 esta demostrando cada vez mas valor en la prediccion de la respuesta
a farmacos anti PD-1, en diferentes tumores tratados con inmunoterapia. En el caso del
melanoma su valor es controvertido ya que en el melanoma se demuestra una gran he-
terogeneidad de los resultados e incluso falta concordancia entre el primario y las metas-
tasis (33). A pesar de esta heterogeneidad es posible que este marcador acabe
implantandose en melanoma dada la importancia que ha adquirido en otros tumores so-
lidos, y a que en algunos estudios se apunta a que el mayor beneficio de tratamientos
de inmunoterapia combinada se observan en la poblacion que demuestra una ausencia
de expresion de este ligando (34).

RECOMENDACION

El analisis de alteraciones genéticas de KIT puede ser razonable en pacientes con
tumores primarios de localizacion acral, en mucosas o en piel cronicamente ex-
puesta al sol, en situacion avanzada, pero no en pacientes con otro tijpo de mela-
nomas. El analisis mutacional de NRAS, esta indicado en pacientes con melanoma
b-raf wild type, metastasico ya que el tratamiento con binimetinib, se ha demostrado
superior a la quimioterapia en términos de SLP y respuesta. El analisis de expresion
de PD-L1 es razonable en pacientes con melanoma sin mutacion tratable en que
se plantee el uso de una inmunoterapia de combinacion.
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BIOMARCADORES EN INVESTIGACION
ALTERACIONES GENETICAS DE GNAQ/GNA11:

Los genes GNAQ y GNA11 codifican una parte de la proteina de union a GTP que permite
la sefalizacion de la superficie celular a la via de proteinas cinasas, siendo por tanto un
importante regulador de la senalizacion. Hasta el 83% de los melanomas uveales tienen
mutaciones en uno de estos 2 genes, que ocurren en los codones 209 y 18319. Las mu-
taciones de GNAQ aparecen en el 45% de los melanomas uveales primarios y en el 22%
de sus metastasis. Por otra parte, las mutaciones de GNA11 aparecen en el 32% de los
tumores primarios y en el 57% de sus metastasis. (35)(36)

No parece que la presencia de estas mutaciones se asocie con el pronéstico de la enfer-
medad,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 au-
sencia de implicaciones terapéuticas o prondsticas relacionadas con estos genes, no se
considera necesaria su determinacion asistencial. (37)(38)

ALTERACIONES GENETICAS DE PTEN:

El sistema PI3K/AKT/fosfatasa y homologo de tensina (PTEN) desempena un papel critico
en la modulacion de funciones celulares, como la proliferacion, el crecimiento, la supervi-
vencia y el metabolismo, en respuesta a estimulos extracelulares mediados por los re-
ceptores de membrana citoplasmatica y las proteinas G. (39)

La inactivacion de PTEN se asocia con varios tipos de cancer. En el 20-40% de los me-
lanomas se puede determinar, mediante inmunohistoquimica, una pérdida o reduccion
significativa de la expresion de PTEN en muestras tumorales. Tanto las mutaciones so-
maticas puntuales del gen PTEN como las deleciones homocigéticas son raras. Como
consecuencia de su funcion, el 82% de los melanomas con pérdida de PTEN tienen in-
crementos en la expresion de la proteina cinasa B fosforilada (pAKT). (40) (41)

Mas del 70% de los melanomas primarios y metastasicos presentan un incremento de la
actividad de AKT detectada mediante inmunohistoquimica. Puede existir una falta de re-
gulacion de AKT en los pacientes con melanoma asociada a una mutacion de BRAF (42).

Se ha descrito una mayor expresion de PI3K en los melanomas, en comparacion con los
nevus azules, asi como una asociacion con peor pronoéstico. Sin embargo, las mutaciones
puntuales activadoras de PIBK son muy raras (1% de los melanomas primarios) y los es-
tudios de hibridacion gendmica comparada no han mostrado amplificacion génica. (43)

Tanto la pérdida de funcion de PTEN como la activacionde AKT se han asociado con la
mutacion de BRAF. En modelos murinos con mutacion de BRAF en sus melanocitos se
requiere el silenciamiento génico de PTEN para la transformacion maligna. Asimismo, hay
modelos preclinicos que implican la activacion de este sistema en la adquisicion de resis-
tencia a la inhibicion de BRAF. Por todo lo anterior, y dado que la via PIBK/AKT/PTEN
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puede modularse farmacoldgicamente, es previsible que sus integrantes principales se
conviertan, en un futuro préoximo, en biomarcadores con potencial predictivo. (44)(45)(46)

ALTERACIONES GENETICAS MITF:

MITF regula el desarrollo, la diferenciacion y el mantenimiento de los melanocitos. MITF
se activa por el sistema de MAPK o por la via del adenosin monofosfato ciclico y conduce
a la transcripcion de genes asociados a la pigmentacion, a la progresion del ciclo celular
y a la supervivencia. Ademas, puede contribuir al aumento de la actividad de Bcl-273y a
la transcripcion de la cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2). Se ha detectado que el
locus de MITF esté frecuentemente amplificado en el melanoma. La amplificacion de MITF
se correlaciona con una menor supervivencia y con un incremento de la resistencia a la
quimioterapia. (47)

ALTERACION GENETICA p16INK4:

La delecion de p16INK4 esta descrita en aproximadamente el 50% de los melanomas y

su mutacion puntual en un 10% de ellos. Ademas, este gen puede estar silenciado por
metilacion de su promotor. La reduccion de los niveles de p16INK4 se correlaciona con
peor prondstico (48)(49).

RECOMENDACION

No es recomendable fuera del campo de la investigacion el estudio de otras altera-
ciones genéticas, como pueden ser el estado mutacional de NRAS en pacientes no
portadores de mutaciones de BRAF, el analisis mutacional de GNAQ/GNAT1 o las
alteraciones geneéticas de PTEN, ya que hoy por hoy sus resultados no influyen en
la planificacion del tratamiento de estos pacientes.
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