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EDUCACION MEDICA CONTINUA

Diagnostico de melanoma y nuevas tecnologias

Melanoma diagnosis and new technologies

Ana Clara Acosta' y César Chiappe?

RESUMEN

Se sabe que todas las lesiones tumorales, incluidas las melanociticas,
comienzan con alteraciones genéticas variadas que aumentan en na-
mero y caracteristicas desde la benignidad hasta la malignidad.

En los dltimos afos, y en base a esas alteraciones genéticas definidas,
se han desarrollado otros métodos de diagndstico. Estos nuevos test
moleculares serian de utilidad en aquel limitado ndmero de lesiones
donde la histologia y la inmunohistoquimica convencional no diferen-
cian benignidad de malignidad, y por lo tanto podriamos estar tratan-
do en més 0 en menos una lesion melanocitica.

ABSTRACT

It is known that all tumor lesions, including melanocytic ones, begin
with varied genetic alterations that increase in number and characte-
ristics from benignity to malignity.

In recent years, and based on these defined genetic alterations, other
diagnostic methods have been developed. These new molecular tests
would be useful in that limited number of lesions where histology and
conventional immunohistochemistry do not distinguish benignity from
malignity, and so we could be treating more or less a melanocytic lesion.
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Con esta combinacién de un diagndstico mds certero y temprano, y los
tratamientos dirigidos al blanco especifico, podremos lograr un mejor
prondstico para los pacientes con melanoma. El objetivo es consequir
que estos nuevos estudios moleculares tengan una utilidad clinica.
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With this combination of a more accurate and early diagnosis and tar-
geted white-specific treatments, we will be able to a better prognosis
for patients with melanoma. The aim is to make these new molecular
studies clinically useful.
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INTRODUCCION

El melanoma no es el cdncer cutdneo més frecuen-
te, pero si el de mayor mortalidad. Ante una lesién
sospechosa, es imperioso el estudio histolégico para
confirmar el diagnéstico. La histologfa ademds apor-
ta datos imprescindibles para la estadificacién y, por
lo tanto, puede diferenciar aquellos melanomas que
tendrfan menor o mayor riesgo de mortalidad. A pesar

100

de ello, no puede predecir con certeza su comporta-
miento futuro.

En la actualidad, constantemente se desarrollan
técnicas que analizan los cambios genéticos de las le-
siones melanociticas, identificindose algunas tipicas
para su clasificacién, diferenciacién y evolucién futura
que, por lo tanto, ayudarian a definir una terapéutica
dirigida a ese objetivo puntualmente alterado.
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Métodos habituales de diagnostico

La sospecha de melanoma es clinica, con la simple
observacion de la lesidn. Se tiene en cuenta el ABCDE:
asimetria (A), bordes irregulares (B), varios colores (C),
didmetro mayor a 6 mm (D) y cuando el paciente re-
fiere crecimiento y otros cambios en la lesién (E) (Foto
1). Aunque no siempre se cumple completamente con
el acrénimo (Foto 2), es importante su difusién entre
la poblacién general, médicos de otras especialidades y
demds personal de salud, dado que muchas veces alertan
al paciente y motivan la consulta con el dermatdlogo’?.

La dermatoscopia es un examen complementario,
no invasivo, con mayor sensibilidad para diferenciar le-
siones pigmentadas melanociticas benignas de malignas
por medio de la observacién de estructuras y patrones
especificos que no son visibles a simple vista, con un au-
mento habitual de 10X. Varios de ellos dan incluso una
idea de la localizacion en la piel, por ejemplo, que exista
un velo azul significa que la lesion llega al menos a la
dermis reticular (Foto 3). Es 1til en casi todas las formas
clinicas de melanoma, excepto en el melanoma nodular
donde no hay patrones especificos. Cabe aclarar que ne-
cesita un entrenamiento adecuado para su utilizacién'.

La microscopia confocal de reflectancia es otro
método no invasivo con el cual se obtienen imdgenes
in vivo de la lesién. Permite visualizar estructuras hasta
la dermis papilar con gran resolucién, en blanco y ne-
gro o en tonos de grises'.

El diagnéstico definitivo lo hace la histologia,
que utiliza de rutina la tincién con hematoxilina-eo-
sina. Con el microscopio dptico se identifican alte-
raciones citoldgicas y de la estructura lesional. La
histologia informa el tipo de melanoma, nivel de
Clark, espesor de Breslow, tipo celular, indice mité-
tico, grado nuclear, infilcrado inflamatorio linfocita-
rio, presencia de ulceracién, 4reas de regresion, an-
giotropismo y neurotropismo, entre otros (Fotos 4
y 5). Algunas de estas caracteristicas se utilizan para
la microestadificacién del melanoma. El espesor de
Breslow es el principal factor predictivo de supervi-
vencia; otros datos importantes son la ulceraciéon y
el indice mit6tico'>*°.

En algunos casos es necesario recurrir a la inmuno-
quistoquimica, por ejemplo, cuando estdn en consi-
deracién otros diagnésticos diferenciales y para deter-

minar la estirpe en lesiones metastdsicas.

FOTO 1: Lesion asimétrica, de bores irregulares y varios colores, mayor a
6 mm de didmetro que, segun el paciente, crecid en los dltimos meses.

FOTO 2: Melanoma nodular amelandtico, nivel IV de Clark, espesor de
Breslow 2,5 mm.

FOTO 3: Lesion pigmentada, melanocitica, con red de pigmento atipica y
velo azul. Melanoma extensivo superficial en fase de crecimiento vertical.
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FOTO 4: Melanoma extensivo superficial nivel Il de Clark, dispersion
pagetoide de melanocitos en la epidermis. Tincion con hematoxilina y eosina.
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FOTO5: Nidos de melanocitos atipicos epitelioides con citoplasma
pigmentado e infiltrado en dermis papilar. Tincién con hematoxilina y eosina.

Inmunohistoquimica en melanoma

La inmunoquistoquimica es de utilidad para de-
finir el origen de un tejido o la diferenciacién de las
células malignas; también para precisar el diagndstico,
los diagndsticos diferenciales y el prondstico de mu-
chas neoplasias cutdneas. Actualmente es una técnica
accesible que detecta anticuerpos marcados con sus-
tancias coloreadas contra antigenos especificos*”?.

Solo detecta alteraciones genéticas cuando tienen
repercusién en las proteinas (aunque muchas veces
no puede distinguir entre lo funcional y lo mutado).
Cuando la inmunohistoquimica es negativa, indica
la pérdida de expresion de la proteina estudiada, pero
cuando esa proteina es andmala, la inmunohistoqui-
mica puede ser equivocadamente positiva*"®.

Existen distintos marcadores para facilitar el
diagnéstico de melanoma: proteina S100, HMB45,
Melan-A, enolasa neuronal especifica, neurofilamentos
(marcadores con diferenciacién neuroectodérmica),
Melan-A/MART-1 vy tirosinasa (que junto con S100,
HMB45, MITF y SOX10 son antigenos de diferen-
ciacién del melanocito)*7#.

La proteina 8100 es el marcador de mayor sensibili-
dad para melanoma, mds del 90% la expresan, aunque
también lo hacen los nevos melanociticos. Tiene baja es-
pecificidad porque también es positiva en otras células de
origen neural (células de Schwann, células de Langerhans)
y ademds en otras neoplasias (tumores mioepiteliales, tu-
mores de musculo liso, tumores de la vaina tendinosa de
nervios periféricos) (Foto 6). Es negativa en casi todos los
tumores con los que se plantea el diagnéstico diferencial,
por lo que también es de gran ayuda en ese caso*”*.

FOTO 6: 5100 positividad citoplasmética y nucelar en melanocitos.

HMB-45 (human melanoma black) identifica pre-
melanosomas. Es un marcador organela especifico por
lo que es il para confirmar el origen melanocitico
del tumor; identifica melanocitos activados, inmadu-
ros, intraepidérmicos, pero no es til para diferenciar
entre lesiones benignas y malignas. Tiene una sensibili-
dad del 78-93% en el diagnéstico de melanoma, sobre
todo en tumores melanociticos de histogénesis dudosa.
Posee alta especificidad contra las células del melano-
ma; la excepcién es el melanoma desmopldsico ya que
el HMB45 solo marca el componente intraepidérmico
y juntural, mientras que el componente dérmico es ne-
gativo (Foto 7). También marca nevos de Spitz, nevos
azules y nevos displdsicos, y puede ser positivo en le-
siones no melanociticas que tengan premelanosomas
fagocitados o transferidos a queratinocitos*”*.

Melan-A (melanocyte antigen) es el componente
del premelanosoma, producto del gen MARTI. Es de
diferenciacién melanocitica, por lo que detecta nevos
melanociticos, nevos displdsicos, nevos de Spitz y me-
lanoma (Foto 8). Junto con S100 son los m4s utilizados
para demostrar la estirpe melanocitica de una neoplasia;
es util ademds en el estudio del ganglio centinela. Los
melanomas desmopldsicos y algunos melanomas de cé-
lulas fusiformes son las tnicas neoplasias melanociticas
en las que no son detectados. Melan-A/MART1 es mds
sensible que HMB45 y mds especifico que S100 para
melanoma*”5.

MITF1 (microphtalmia transcription factor I) es
una proteina nuclear (a diferencia de los demds marca-
dores) implicada en el desarrollo embriolégico de los
melanocitos y en la regulacién de la sintesis de me-
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FOTO 7: HMBA45 positividad citoplasmatica en melanocitos.

lanina. Es de utilidad principalmente en melanomas
amelanéticos y en el melanoma desmopldsico en los
cuales la tincién suele ser negativa, pero variable. Se
expresa en la mayoria de las proliferaciones melanoci-
ticas, aunque tiene poca especificad ya que es también
positiva en macréfagos, linfocitos, fibroblastos, mus-
culo liso y células de Schwann'378.

SOX10 (sex-determining region Y-box 10) es un
factor de transcripcién de la cresta neural, importante
para la diferenciacién, maduracién y mantenimiento
de estas células pluripotenciales hacia la formacién
de melanocitos y células de Schwann. Se expresa en
neoplasias melanociticas benignas y malignas, y tam-
bién en las neoplasias de las células de Schwann. Tiene
expresién nuclear como MITE Ademds de su sensi-
bilidad, es mds especifico que la proteina S100 como
marcador de melanocitos, ya que algunos melanomas
desmopldsicos negativos para la proteina S100 son
SOX10 positivos. Es ttil también en el diagndstico de
melanomas de células fusiformes y en la evaluacién de
metdstasis ganglionares*”®.

Merece especial atencién el anticuerpo PRAME
(preferentially expressed antigen in melanoma), positivo
en los nicleos de melanocitos atipicos y negativo en
lesiones melanociticas benignas. Es de utilidad en la
medicién del espesor y en la presencia de metdstasis
ganglionares”®.

La proteina p16 es codificada por el gen supresor
CDKNZ2. Sus mutaciones incrementan el riesgo de va-
rias neoplasias, especialmente de melanoma. Cuando
pierde su expresién, es un marcador de progresién de
este, sobre todo si se acompafa del aumento de p53
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FOTO 8: Melan-A positividad citoplasmatica en melanocitos.

(otro supresor tumoral) y Ki67 (indice de prolifera-
cién). Hay que tener presente que su expresién es po-
sitiva en el nevo de Spitz, pero negativa en tumores
spitzoides de potencial maligno incierto”®.

En sintesis, la inmunohistoquimica de melanoma
es positiva para S100, HMB45, Melan-A/MART1 y
SOX10. El melanoma amelanético es MITF1 positi-
vo y el melanoma desmoplisico es positivo con S100 y
SOXI10, pero negativo con HMB45, MITF y Melan-A,
ademds de vimentina positivo"”%.

Nuevos métodos de diagnéstico

Queda claro que el diagnéstico de melanoma se
basa en el andlisis histolégico y en el apoyo de técnicas
de inmunohistoquimica cuando es necesario. Aun asi,
hay lesiones borderline dificiles de diagnosticar o de di-
ferenciar de otras lesiones melanociticas como el nevo
de Spitz atipico. Ademds, estas técnicas no predicen el
comportamiento biolégico del tumor'”’.

Se sabe que el melanoma tiene una gran cantidad de
mutaciones genéticas, cada vez mayores a medida que
se hace mds agresivo. Los cromosomas 6 y 11 son los
que tienen las mutaciones genéticas mds importantes.
Esos cambios genéticos se pueden detectar por técnicas
moleculares que no son exclusivas de melanoma, sino
que también sirven para identificar nevos con sus tipicas
alteraciones cromosémicas. Los principales test molecu-
lares son: a) Comparative genomic hybridization (CGH,
hibridizacién genémica comparada); b) Fluorescent in
situ hybridization (FISH, hibridizacién fluorescente in
situ); ©) Epidermal genetic information retrieval (EGIR;
recuperacién de informacién genética epidérmica)®?.
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Comparative genomic hybridization

Es una técnica desarrollada en 1992 por Kallionie-
mi. Se utilizan tejidos fijados en formol y parafina, por
lo que permite el andlisis retrospectivo. La deteccién
se realiza a través de muestras “control” de una célu-
la normal adyacente a la lesién y se comparan con el
ADN completo en la metafase del tumor. Se exponen
luego a fluorocromos que marcan la amplificacién o
eliminacién de genes (no detecta mutaciones pun-
tuales ni traslocaciones, sino la ganancia o pérdida de
segmentos cromosémicos grandes). Se requiere una
muestra considerable o tumor puro para evitar falsos
negativos en caso de una muestra insuficiente o con-
taminada con células no tumorales. Las alteraciones
pequefias pueden no identificarse”'’.

La utilidad de la CGH en melanoma comenzé con
los trabajos de Bastian en 1998 cuando detectd la pér-
dida de 9q y 10, y ganancia en el cromosoma 7, y de-
mostré que hay distintos patrones genéticos asociados
a subtipos particulares de melanomas'’. Por ejemplo,
la mutacién con pérdida de la funcién del gen supre-
sor PTEN (phosphatase and tensin homolog) es una
manifestacién temprana en la deteccién de melanoma
(cromosomas 9 y 10), mientras que la ganancia o am-
plificacién de algunos oncogenes como BRAF (B-Raf)
y MITF (melanocyte inducing transcription factor) es
tardia en la progresién de melanoma (cromosoma 7).
También detecta regiones de genes supresores de tu-
mores (CDKN2A, cyclin-dependent kinase inhibitor
24) y PTEN eliminados'®!'.

La CGH detecta también pérdidas y aberraciones
cromosdémicas aisladas en los nevos. Comparativamen-
te, el 96% de los melanomas tienen aberraciones cro-
mosémicas (numéricas con segmento de cromosomas
o cromosomas enteros) frente al 13% solamente de los
nevos (todos los casos estudiados fueron nevos de Spitz
que mostraban ganancias en 11p). Los nevos congéni-
tos y los nevos penetrantes profundos tienen perfiles
distintos al melanoma. Es necesario el seguimiento a
largo plazo para establecer una correlacién entre la cli-
nica y los cambios moleculares de los nevos'®!!.

La técnica tendria utilidad como predictor de pro-
néstico de melanoma: el grado de inestabilidad cro-
mosémica puede correlacionarse con peor prondstico
(1,6/caso tiene mejor prondstico versus 13,9/caso de
peor prondstico). Las deleciones homocigotas serfan
predictoras especificas de peor pronéstico, la ganancia
de 6p indicarfa mayor espesor de Breslow, la ganancia
de 6p y 1q mostrarfa menores tasas de sobrevida'®!.

En resumen, la CGH tiene gran utilidad acadé-
mica; se puede realizar en muestras actuales y pasadas
siempre que sean de tamafo suficiente, pero tiene in-

suficiente evidencia de efectividad y si bien tiene valor
predictivo de prondstico, no tiene aporte terapéutico.
Es la técnica de mayor utilidad para el diagnéstico di-
ferencial entre nevos y melanomas en casos dificiles'.

Fluorescent in situ hybridization

La describié Gerami para melanoma en 2011. Como
la CGH, también permite el andlisis retrospectivo (se
realiza en tejidos fijados en formol y parafina). Utiliza
la hibridizacién de sondas genéticas coloreadas para
identificar segmentos especificos de ADN a estudiar
(cuatro para una misma muestra, cada una con distinto
fluorocromo). Comparativamente con la CGH, detecta
traslocaciones y mutaciones puntuales, la técnica es mds
simple y necesita poca celularidad tumoral"*!".

También sirve para diferenciar tumores melanoci-
ticos benignos y malignos. Se concentran en el locus
cromosémico afectado frecuentemente por cambios
en el nimero de copias en el melanoma. Tiene gran
sensibilidad y especificidad, pero su limitante es que
solo detecta ganancias y pérdidas en un nimero limi-
tado de cromosomas (4). La deteccién de mas de 2 dots
(puntos coloreados) significa ganancia o amplificaciéon
de la secuencia especifica de ADN, mientras que la de-
teccién de menos de 2 dots significa la pérdida o delec-
cién de la secuencia especifica de ADN. Los rargets se
realizan a partir de las aberraciones cromosémicas de-
tectadas previamente por CGH, identificindose dreas
frecuentemente afectadas por melanoma'.

Hay cuatro probes disponibles para genes en: 6p25
(RREB1), 6923 (MYB), 11q13 (CCNDI1) y centr6-
mero 6. La mayoria de los melanomas tienen aumento
en 11q y 6p, y se distinguen ficilmente de los nevos.
Hay que tener presente que puede haber falsos positi-
vos cuando hay poliploidia (cuando se originan células,
tejidos u organismos con tres 0 mds juegos completos
de cromosomas de la misma o distintas especies, o con
dos o mds genomas de especies distintas). Esos cuatro
probes tienen una sensibilidad del 86,7% y una especi-
ficidad del 95,4% para el diagnéstico de melanoma®'2.

Distingue melanocitos benignos de malignos, y entre
nevos de Spitz y melanomas spitzoides. Unos pocos casos
de nevos displdsicos tienen FISH positivo. Tiene utilidad
en la microestadificacién, para determinar la profundidad
de invasién y en la deteccién de metdstasis ganglionares®.

La limitante es que detecta solamente esos cuatro
probes definidos, por lo que el desarrollo de nuevos pa-
neles mejoraria su sensibilidad y especificidad. Debe
analizarse en conjunto con la histologfa, y hay que te-
ner presente que una sola traslocacién no es sinénimo
de melanoma y que la ausencia de varias traslocaciones
no significa benignidad®%.
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Epidermal genetic information retrieval

La muestra analiza ARN del estrato cérneo para
determinar los niveles de expresién genética. Se obtie-
ne mediante una cinta adhesiva. Utiliza sondas para
detectar la expresién de un conjunto de genes prede-
terminado, cuyo ndmero puede variar entre 2 y més de
30 (la mayoria examina 23 genes). De todas formas,
la discriminacién absoluta parece poco probable. Sirve

como predictor de lesiones metastdsicas ganglionares,

con un ganglio centinela negativo*".

Hay dos genes con valor predictivo: CMIP (C-Maf
inducing protein; downregulated en melanoma) y
LINC00518 (upregulated en melanoma). La sensibi-
lidad y especificidad son variables segin los estudios
actuales, pero tendria un alto valor predictivo negativo
(probabilidad de no tener la enfermedad si el resultado
de la prueba es negativo)®®.

Es una técnica no invasiva para el andlisis de lesio-
nes clinicamente sospechosas que podria disminuir el
nimero de biopsias y/o escisiones, aunque para definir
su real utilidad se precisan mds estudios'.

Estos y otros métodos diagndsticos desarrollados
en las dltimas décadas se pueden clasificar en cuatro
categorias: a) test utiles en la diferenciacién entre ne-
vos y melanomas (para las lesiones melanociticas difi-

ciles de definir con la histologfa): CGH, FISH, TERT,
GEP, IMS; b) test que predicen el prondstico de me-
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CUESTIONARIO DE EVALUACION

1) En relacion con los métodos no invasivos de diagndstico de melanoma,
marque la opcidn correcta:
A-Ninguna de las caracteristicas clinicas (A, B, C, Dy E) es mds impor-
tante que las otras.
B- La dermatoscopia es (til para todos los tipos de melanoma.
(- La dermatoscopia permite hacer una correlacién histoldgica segin
las estructuras y los patrones observados.
D- Ay Cson correctas.

2) En cuanto a los métodos de diagndstico de melanoma, marque la opcién
correcta:
A- El diagnéstico es histoldgico.
B- El diagndstico es histoldgico, pero siempre deben hacerse técnicas
de inmunohistoquimica.
(- Lainmunohistoquimica define el prondstico de la lesion.
D- Ninguna es correcta.

3) ;Qué datos son mds importantes en el diagndstico histoldgico de un
melanoma?

A-Tipo de melanoma, nivel de Clark, ulceracidn.

B- Espesor de Breslow, ulceracién, indice mitético.

(-Tipo de melanoma, nivel de Clark, espesor de Breslow.

D- Espesor de Breslow, indice mitético, dreas de regresion.

4) ;Cudles son los marcadores inmunohistoquimicos de diferenciacion del
melanocito?

A- 5100, HMB45, Melan-A, vimentina.

B- Enolasa neuronal especifica, citoqueratina 7.

(- Melan-A, 5100, HMBA45, SOX10, MITF.

D-Todas son correctas.

5) Con respecto a la inmunohistoquimica del melanoma, marque la respues-
ta correcta:
A- Es positiva para $100, HMB45, Melan-A y SOX10.
B- El melanoma amelanético es MITF1 positivo.
(- El anticuerpo PRAME y la proteina p16 son dtiles para diferenciar
melanocitos benignos de malignos.
D- Ay Cson correctas.

6) Marque la respuesta correcta en relacién a la (GH:
A-Es de utilidad para el diagnéstico diferencial de nevos y melanomas.
B- Detecta aberraciones cromosémicas grandes, comunes en los me-
lanomas. Necesita mucha celularidad tumoral para su estudio.
(- Tendria utilidad como predictor de prondstico, pero sin aplicacion
terapéutica.
D-Todas son correctas.

7) Marque la respuesta correcta en relacion a FISH:
A- Permite hacer un diagndstico de las lesiones actuales o pasadas,
aunque haya poca celularidad tumoral.
B- Detecta traslocaciones y mutaciones puntuales que deben anali-
zarse en conjunto con la histologia.
(- Su limitante es la deteccion de alteraciones en un nimero limitado
de cromosomas.
D-Todas son correctas.

8) Marque la respuesta correcta en relacion a EGIR:
A- La muestra analizada es la capa cérnea obtenida mediante una
cinta adhesiva.
B- Detecta la expresion en més o en menos de genes predeterminados.
(- Seria de utilidad para evitar biopsias en lesiones clinicamente
sospechosas.
D-Todas son correctas.

9) iCudl seria la utilidad de estos nuevos métodos de diagndstico?
A- Diferenciar lesiones benignas (nevos) de malignas (melanomas),
dificiles de discriminar con los métodos habituales.
B- Facilitar la clasificacion de lesiones melanociticas.
(- Predecir el prondstico del melanoma y la respuesta al tratamiento
instaurado.
D-Todas son correctas.

10) En relacion con el diagndstico del melanoma en general, marque la res-
puesta correcta:
A- Ante una lesion sospechosa de malignidad realizar CGH y FISH, y
EGIR confirma el diagnéstico y define el prondstico.
B- Ante una lesion sospechosa de malignidad hay que realizar inmu-
nohistoquimica que, ademds de confirmar el diagndstico, define el
prondstico.
(- Ante una lesién sospechosa de malignidad, la dermatoscopia siem-
pre confirma el diagnéstico y define el prondstico.
D- Ante una lesién sospechosa de malignidad, la histologia confirma
el diagndstico y predice el prondstico.
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