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Abreviaturas y acronimos

AJCC American Joint Committee on Cancer

BAAF Puncion con Aguja Fina

BSGC Biopsia selectiva del ganglio centinela

ESMO European Society for Medical Oncology

BF-FDG F-18 fluorodesoxiglucosa

GLOBOCAN Global Cancer Observatory: CANCER TODAY
TARC Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
IC Intervalo de confianza

LDH Lactato deshidrogenasa

MDR Tasa de deteccion de metastasis

mSv Milisieverts

MTYV Volumen Tumoral Metabolicamente Activo

NCCN National Comprehensive Cancer Network

NICE National Institute for Health and Care Excellence

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PET-TAC Tomografia por Emision de Positrones con Tomografia Computarizada
REDECAN Red Espafola de Registros de Cancer

RNM Resonancia Magnética

RUYV Radiacion ultravioleta

SEER Surveillance, Epidemiology, and End Results Program

SEOM Sociedad Espafiola de Oncologia Médica



SNC Sistema Nervioso Central

S-100B Proteina fijadora de calcio S100B
SUV Valor de Captacion Estandarizado
TAC Tomografia Axial Computarizada

TNM Tumor (T), Node (N) Metastasis (M)
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1.1. Abreviaturas y acronimos de genes

BAPI Proteina asociada al cancer de mama 1

CDK4 Quinasa dependiente de ciclina 4

CDKN2A Quinasa dependiente de ciclina 2A

MCIR Receptor de melanocortina 1

MITF Factor de transcripcion asociado a microftalmia
POT1 Proteccion de telomeros 1

TERT Telomerasa transcriptasa inversa
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2. Publicaciones

La presente tesis doctoral se ha estructurado siguiendo la normativa interna de la Universitat

de Barcelona para la presentacion de tesis en formato de compendio de publicaciones.

La tesis consta de 6 objetivos y 2 articulos cientificos:

Riquelme-Mc Loughlin C, Podlipnik S, Bosch-Amate X, Riera-Monroig J, Barreiro A,
Espinosa N, Moreno-Ramirez D, Giavedoni P, Vilana R, Sanchez M, Vidal-Sicart S, Carrera
C, Malvehy J, Puig S. Diagnostic accuracy of imaging studies for initial staging of T2b to T4b
melanoma patients: A cross-sectional study. J Am Acad Dermatol. 2019 Dec;81(6):1330-1338.

Factor de Impacto: 8,277

Primer decil de la especialidad

Riquelme-Mc¢ Loughlin C, Sandoval-Clavijo A, Blanco de Tord M, Boada A, Alos L, Garcia
A, Carrera C, Malvehy J, Puig S, Toll A, Podlipnik S. Prognostic role of microsatellites in

melanoma and implications in the American Joint Committee on Cancer classification system:

A cohort study. J] Am Acad Dermatol. 2023 Feb;88(2):338-347.

Factor de Impacto: 15,487

Primer decil de la especialidad
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1. Introduccion

1.1. Melanoma: principales factores de riesgo

El melanoma es un tumor maligno derivado de los melanocitos, células procedentes de la cresta
neural que migran a la piel y a los foliculos pilosos durante el desarrollo embrionario.! Estas
células producen melanina, una molécula que puede absorber parte de la energia de los rayos

ultravioleta (RUV), y que proporciona pigmento a los queratinocitos circundantes.??

La mayoria de los melanomas se originan en la piel, pero también pueden ocurrir en mucosas,
en el globo ocular (Gvea, conjuntiva y cuerpo ciliar), ganglios linfaticos y en las
leptomeninges.* El melanoma es una de las formas mas agresivas de cancer de piel, con
potencial de desarrollar metéstasis sistémicas a través del sistema linfatico y el torrente
sanguineo, representando un 4-5% de los casos de cancer de piel y es responsable de la mayoria

de las muertes por esta enfermedad.’

La identificacion de factores de riesgo para el desarrollo de melanoma es importante desde el
punto de vista preventivo. Desde la perspectiva de salud publica, la identificacion y
caracterizacion de los factores de riesgo del melanoma permite una adecuada orientacion de
los recursos y esfuerzos hacia la educacion y la promocion de conductas saludables en la
poblacion general. La concienciacion de la poblacion sobre la importancia de la fotoproteccion
adecuada, la autoevaluacion y la deteccion temprana de lesiones sospechosas son un pilar
fundamental de las campafias de prevencion. Desde una perspectiva asistencial, el
conocimiento de los factores de riesgo, y por tanto de poblaciéon de mayor riesgo, podria
traducirse en una deteccion temprana mas efectiva y en la instauracion de medidas preventivas
especificas, adaptadas a las caracteristicas particulares de cada grupo de poblacion. Los

factores de riesgo se pueden dividir principalmente en genéticos, fenotipicos y ambientales.

e Factores de riesgo genéticos: en nuestro medio, entre el 5% y el 10% de los casos de
melanoma cutaneo se dan en contexto de melanoma familiar.® El melanoma familiar se
define por la presencia de melanoma en 2 o mas familiares de primer grado, o 3 o més
familiares con diagnostico de melanoma (independientemente del grado de
parentesco).” La susceptibilidad se ha asociado con mutaciones germinales en genes de
alto riesgo para el desarrollo de melanoma, principalmente el CDKN2A4%° (quinasa
dependiente de ciclina 2A) y, con menor frecuencia, en CDK4'? (quinasa dependiente

de ciclina 4), BAPI (proteina asociada al cancer de mama 1), TERT (telomerasa
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1.2.

transcriptasa inversa) y POTI (proteccion de teldémeros 1), o con variantes en genes de
riesgo intermedio como MCIR" (receptor de melanocortina 1) y MITF (factor de
transcripcion asociado a microftalmia).!?

Factores fenotipicos: el nimero total de nevus se correlaciona positivamente con el
riesgo de melanoma y varia en funcion del nimero, tamafio y el tipo de nevus.!? Sin
embargo, una minoria de casos de melanoma se desarrollan sobre un nevus preexistente
(aproximadamente 22-25%, dependiendo de la edad media en la poblacion
estudiada).'*'¢ El niimero total de nevus y la presencia de nevus clinicamente atipicos
se consideran el marcador fenotipico independiente y mas importante asociado al riesgo
de desarrollar melanoma. Ademas, el color de cabello pelirrojo, la piel clara, numerosas
efélides, ojos claros e incapacidad para broncearse, también aumentan el riesgo de
desarrollar cualquier cancer cutaneo inducido por la RUV, incluido el melanoma.!”
Factores de riesgo ambientales: el factor de riesgo ambiental méas importante y
potencialmente modificable para desarrollar un melanoma es la exposicion a la RUV.!8
Aunque parece ser una relacion compleja, la historia previa de exposicion solar intensa
e intermitente, asi como las quemaduras solares en la infancia se asocian con un mayor

riesgo.

Epidemiologia

El melanoma ha experimentado uno de los crecimientos mas rapidos en incidencia de

neoplasias en paises desarrollados.?’ Un modelo basado en las estimaciones generadas por

GLOBOCAN (Observatorio Global del Cancer) y por el Centro Internacional de

Investigaciones sobre el Cancer (IARC) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimo

que aproximadamente 324.635 personas fueron diagnosticadas de melanoma invasivo en todo

el mundo en 2020, con unas tasas estandarizadas por edad de 3,4 por 100.000 habitantes (figura

1.1). Se encontr6 una disparidad entre ambos sexos con una incidencia aproximadamente 30%

mayor en hombres (tasa estandarizada por edad = 3,8) comparado con mujeres (tasa

estandarizada por edad = 3,0).321:22
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Figura 1.1: Tasas estimadas de incidencia estandarizadas por edad a nivel mundial segin la Organizacion
Mundial de la Salud en 2020. La incidencia esta expresada en numero de casos por cada 100.000 habitantes.

Informacion estd extraida desde GLOBOCAN 2020.%

La incidencia varia significativamente entre diferentes regiones, debido en parte a las
diferencias raciales, siendo la raza blanca la mas afectada.”* Las tasas de incidencia
estandarizadas estimadas por edad tanto en mujeres como hombres, a nivel mundial en 2020
mostraron incidencias mas altas en Oceania con 30,1 casos por cada 100.000 habitantes/afio,
seguido por Norte América con tasas de 16,1 y Europa con tasas de 11,4 por 100.000
habitantes/afio. Las tasas de incidencia mas bajas ocurrieron en la mayoria de las regiones de

Africa y Asia, con tasas inferiores a 1 por cada 100.000 habitantes/afio (figura 1.2).%

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, melanoma of skin, both sexes, all ages

Oceania

Northern America

Latin America and the Caribbean

Africa

0 4.0 8.0 12 16 20 24 28 32

Data source: Giobocan 2020 reraons Agecy o Reserch on Carcer
Graph production: Global Cancer ASR (World) per 100 000 ) st
Observatory (http/gco jarc in

Figura 1.2: Nimero estimado de nuevos casos de melanoma por cada 100.000 habitantes en 2020. Informacion

extraida desde GLOBOCAN 2020.%
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Por otro lado, cabe destacar que la incidencia de melanoma en Australia ha ido disminuyendo
desde 2005 (0,7% menos al afio), atribuible a multiples causas, incluyendo los cambios
seculares en la actividad al aire libre y las intervenciones especificas de prevencion (campanas
en los medios de comunicacion, politicas de proteccion solar, entornos de apoyo como la
sombra y la disponibilidad de productos de proteccion solar).?*2> Aunque en otros paises
desarrollados también se estd ralentizando el crecimiento del melanoma, se prevé que la
incidencia en Estados Unidos alcance su punto maximo en torno a 2022-2026, y es poco

probable que la incidencia en Suecia y el norte de Europa se estabilice antes del 2030.2°

Segun datos aportados por la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) y la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) en Espaiia, entre 2002 y 2022, la tasa de incidencia
anual ajustada por edad por cada 100.000 personas se ha incrementado tanto en hombres como
en mujeres. En concreto, ha pasado de 10,5 a 16,3 casos en mujeres y de 10,8 a 14,6 en
hombres, lo que supone un incremento anual del 2,5% y del 1,6% respectivamente.?’” En la
poblacion de Catalufia durante el periodo de 2008 a 2017, ha habido un incremento
significativo en la tasa de incidencia estandarizada por edad del melanoma por cada 100.000
habitantes/afio, con un aumento de 11,56 (IC95%, 11,38—11,75) en 2008 a 13,78 (IC95%,
13,57-13,98) en 2017. Esto representa un incremento global del 19%, con un cambio
porcentual anual promedio del 3,5% (IC95%, 2,1%-5,0%) y un cambio porcentual anual del
4,9% (1C95%, 2,7%-7,0%).2® Estos datos concuerdan con informacién epidemioldgica
reportada en la literatura, con un aumento en la incidencia del melanoma de un 3% anual, y se
espera que en el afio 2030 el nimero de casos de melanoma se duplique en comparacion con
el 2016.%° Si estas predicciones son correctas, el aumento esperado en la prevalencia del
melanoma se asociard con mayores costes, recursos y sobrecarga asistencial, para el abordaje,

seguimiento y tratamiento de estos pacientes.

En 2020, aproximadamente 57.000 personas (32.000 hombres y 25.000 mujeres) fallecieron a
causa de melanoma a nivel mundial. De todos los casos diagnosticados en 2020, 259.000
(79,7%) eran personas mayores de 50 afios, y de todas las muertes en 2020, 50.000 personas
(87,7%) eran mayores de 50 afios.® A pesar del aumento en la incidencia de melanoma para
ambos sexos en la mayoria de los paises durante la ultima década, hay una tendencia a la
estabilidad o disminucion en las tasas de mortalidad.?! En la figura 1.3 se pueden apreciar datos
recientes del registro Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER) de
Estados Unidos, que muestran la tendencia al descenso en la mortalidad por melanoma. Estos

datos pueden ser el reflejo de diferentes factores implicados, pero posiblemente puedan
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atribuirse, en parte, a las nuevas terapias disponibles para el tratamiento del melanoma

localmente avanzado y metastasico que se han introducido en la ultima década.

30
25
20
15

10

Rate Per 100,000 Persons

VNV VYV VYV VYV VYV VYV VYV V VY Y VY VY ¥ VY

0
1992 1996 2000 2004 2008 2012 2016 2020
Year

Rate of New Cases v Death Rate

Figura 1.3: Tasas de incidencia y mortalidad ajustados por edad. Se puede observar la disminucioén en mortalidad

durante los ultimos afios, peses a un aumento de la incidencia. Datos obtenidos desde SEER.*

1.3. Estadificacion

El sistema de estadificacion internacional para el melanoma de la American Joint Committee
on Cancer (AJCC) se encuentra actualmente en su octava edicion, elaborada en 2017.3! La
clasificacion de la AJCC se basa en la evaluacion de tres factores que se denominan TNM

segun su significado en inglés: tumor (T), node (N) y metastasis (M).

El melanoma se divide en grupos de estadificacion clinico y/o patoldgico.?!

1.3.1. Estadificacion clinica

La estadificacion clinica incluye la evaluacion histopatoldgica del melanoma primario después
de su biopsia, y la evaluacion clinica/radiologica de la presencia o ausencia de metastasis
regionales y a distancia, asi como las biopsias realizadas para evaluar metastasis regionales y

a distancia, segin corresponda.
Los estadios clinicos se definen como:
Estadio 0: corresponde al melanoma in-situ (intraepitelial).

Estadios I y II: pacientes sin evidencia de metéstasis, regionales ni a distancia, tras la

evaluacion clinica, radiologica y/o de laboratorio.
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Estadio I1I: pacientes con evidencia clinica o radioldgica de metéstasis locorregionales, ya sea
en los ganglios linfaticos o como satelitosis 0 metéstasis en transito en el territorio anatomico

del tumor primario.

Estadio IV: son aquellos pacientes que han desarrollado metastasis a distancia del tumor

primario, incluyendo ganglios linfaticos distantes.

No hay una subclasificacion para el melanoma en los estadios clinicos III ni I'V.

1.3.2. Estadificacion patologica

La estadificacion patologica abarca toda la informacion de la estadificacion clinica, asi como
cualquier informacién adicional derivada de la muestra de la ampliacion de margenes e
informacion histologica sobre los ganglios linfaticos regionales clinicamente negativos
después de la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC), con o sin la diseccién completa
de los ganglios linfaticos terapéutica, en el caso de enfermedad ganglionar regional

clinicamente evidente. 3!

1.3.2.1 Caracteristicas del tumor (T)

La T hace referencia a las caracteristicas anatomo-patologicas del tumor primario, que segin

la AJCC &2 edicion son:
Indice de Breslow

El indice de Breslow indica la invasion del melanoma cutdneo en profundidad medida en
milimetros, con una precision de 0,Imm. El grosor del melanoma se mide de manera vertical
desde la parte superior de la capa granulosa de la epidermis (o si la superficie que recubre todo
el componente dérmico esta ulcerada, desde la base de la tlcera) hasta la célula invasiva mas
profunda de la base del tumor. El indice de Breslow se considera el factor prondstico mas

importante. *?

Los tumores son clasificados segun el indice de Breslow en: T1 ( < 1,0 mm), T2 (1,1-2,0 mm),

T3 (2,1-4,0 mm) y T4 (> 4,0 mm).
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Ulceracion

La ulceracion del melanoma se caracteriza por la combinacion de las siguientes caracteristicas:
la ausencia de espesor total de la epidermis (incluida la ausencia desde estrato corneo hasta la
membrana basal de la unién dermoepidérmica), evidencia de cambios reactivos (depdsitos de
fibrina y neutrofilos) y adelgazamiento, borramiento o hiperplasia reactiva de la epidermis

circundante en ausencia de trauma o de un procedimiento quirtrgico reciente.?!'?

€6 9

La ulceracion subclasifica la T en “a” o “b”, dependiendo de su ausencia o presencia,

34,35

respectivamente. La presencia de ulceracion (“b”) confiere un peor prondstico’*~> con una tasa

de supervivencia especifica similar a la de un paciente con un tumor primario no ulcerado en

la siguiente categoria de grosor tumoral.*¢

De forma diferencial, dentro de los melanomas T1, se clasifican T1a; no ulcerados y < 0,8 mm
de grosor, y T1lb todos los melanomas de 0,8 a 1,0 mm de grosor, independientemente del

estado de ulceracion, y los melanomas ulcerados de < 0,8 mm de grosor.

Los pacientes con estadificacion clinica T1b NO son incluidos en el estadio clinico IB. Por otro
lado, los pacientes con melanoma patolégico T1b NO son incluidos en el estadio patologico IA.
Esta agrupacion de estadios refleja la mejor supervivencia de los pacientes que tienen
melanoma T1b con ganglio centinela patolégicamente negativo, en comparacion con un grupo

de pacientes con melanoma T1b que solo se estadificaron clinica y radiolégicamente.

1.3.2.2 Enfermedad locorregional ganglionar y no ganglionar (N)

La N hace referencia a la afectacion ganglionar locorregional y a la afectacion regional no
ganglionar. La enfermedad regional no ganglionar incluye las microsatélites, las satelitosis y
las metastasis cutaneas y/o subcutdneas en transito. Se cree que todas representan metastasis

que son consecuencia de la diseminacion tumoral linfatica o posiblemente angiotropica.®’
Segun el tipo de afectacion la N se puede subclasificar en “a”, “b” o “c”.

a) La BSGC permite la deteccion de metéstasis ganglionares denominadas clinicamente

ocultas, que se subclasifican como N “a”.
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b) Si las adenopatias se detectan mediante la exploracion fisica o pruebas de imagen se
consideran metastasis ganglionares clinicamente aparentes, subclasificadas como N
“b”.

c) Si hay microsatélites, satélites o metdstasis en transito presentes, se asigna una
subcategoria N "c" segun el niimero de ganglios regionales afectos por el tumor,
independientemente de si son clinicamente ocultos o detectados clinicamente: Nlc,
N2c¢ o N3c si ninguno, uno, o dos o mas ganglios regionales son patologicos,

respectivamente.

El grupo “c” es el mas heterogéneo en su definicion y existen multiples particularidades que
dificultan su interpretacion. En 1981, Day y colaboradores introdujeron por primera vez el
término "microsatélites o satélites microscopicas" para representar un grupo de células de
melanoma separadas del tumor primario por un estroma de coldgeno o grasa subcutanea.’® En
ese entonces, se considerd que estas células eran una representacion microscopica del potencial
metastasico del tumor y, como tal, un posible marcador de la agresividad del tumor.?* Sin
embargo, no fue hasta la sexta edicion de la AJCC en 2002, que se reclasifico a las
microsatélites en el apartado N del sistema TNM ya que en la quinta edicion de 1997 las
satelitosis <2 ¢cm del tumor primario, se consideraban pT4b.*® Especificamente en la 6* edicion,
a los pacientes con microsatélites se les asigno la categoria de estadificacion patologica N2c y
clinica IIIB, situdndolos desde el punto de vista pronostico junto a los pacientes con metastasis
en transito y satelitosis detectadas clinicamente (macrosatélites).*' En la séptima edicion de la
AJCC, las microsatélites se definieron como cualquier nido discontinuo de células tumorales
con un diametro superior a 0.05 mm, claramente separadas del componente tumoral principal
por una distancia de al menos 0.3 mm de dermis normal, manteniéndolas en la categoria N2¢.#?
En la vigente 8" edicion de la AJCC, las microsatélites, presentan una definicion mas especifica
como células tumorales adyacentes o en profundidad al melanoma primario, completamente
discontinuas del tumor primario con un estroma no afecto, detectadas en el examen histoldgico
y no clinicamente. Asi mismo, no se determina un tamafo o distancia minima desde el
melanoma primario para definir las microsatélites.’! Las microsatélites se pueden observar en

la biopsia diagndstica del melanoma primario o en la muestra de la ampliacion de margenes.

Las satelitosis se definen como metastasis cutaneas y/o subcutaneas clinicamente evidentes que

ocurren dentro de los 2 cm del melanoma primario. 344
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Las metastasis en transito se definen como metastasis cutaneas y/o subcutaneas clinicamente
evidentes que ocurren a 2 cm o mas del melanoma primario en la region entre el tumor primario

y el primer escalon de los ganglios linfaticos regionales.*#4

La presencia de microsatélites segun la 8 edicion de la AJCC, se considera de un prondstico
comparable al de los pacientes con satelitosis o metastasis en transito detectadas clinicamente.*®
Razoén por la cual los pacientes son asignados a una subcategoria N “c” independientemente de
si son clinicamente ocultas (microsatélites) o detectadas clinicamente (satelitosis o metastasis
en transito). La decision de incluir las microsatélites en esta misma categoria se ha basado
principalmente en el entendimiento de que el desarrollo de microsatélites, satelitosis y
metastasis en transito, asi como metastasis ganglionares regionales son eventos biologicos

continuos y pueden ser considerados como una misma entidad.?!-3646

Figura 1.4: Imagen histologica de un paciente con diagnostico de melanoma. Se puede observar una microsatélite

de melanoma en dermis.

1.3.2.2 Metastasis (M)

La M se refiere a las metastasis en otros 6rganos y alteraciones analiticas en la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) como marcador indirecto del volumen tumoral.
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Estadios pronosticos de la AJCC

Teniendo en cuenta las caracteristicas del TNM mencionadas, la AJCC estratifica al melanoma

en cinco estadios patologicos pronosticos: 0, I, IT, IIT y IV.
Estadio 0: melanoma in-situ, limitado a la epidermis.

Estadio I: las células neoplasicas invaden las capas mas superficiales de las dermis. Se divide
en 2 subgrupos, A o IB, en funcion del grosor del melanoma y de la presencia o ausencia de

ulceracion. No presenta diseminacion locorregional o a distancia.

Estadio II: las células neoplésicas han invadido mas profundamente las capas de la piel. Se
divide en 3 subgrupos, A, B o C en funcioén del grosor del melanoma y de la presencia o

ausencia de ulceracion. No presenta diseminacion locorregional o a distancia.

Estadio III: pacientes con evidencia clinica o radiografica de metastasis locorregionales, ya
sea en los ganglios linfaticos regionales o satellitosis, metéstasis en transito o microsatélites.
El estadio III se divide en 4 subgrupos, A, B, C o0 D, segun el grosor y ulceracion del melanoma
primario, el numero de ganglios linfaticos afectados, y la presencia de microsatélites,

satellitosis, metastasis en transito.

Estadio IV: existe compromiso a distancia en la piel, ganglios linfaticos o a otros érganos
solidos. Se divide en 4 subgrupos en funcion de la ubicacion de las metastasis a distancia. M 1a,
diseminacion piel, tejido celular subcutdneo, musculo, ganglios linfaticos a distancia; M1b,
diseminacion a pulmoén con o sin metastasis de localizacion Mla; Mlc diseminacion a
cualquier otro drgano excepto sistema nervioso central (SNC) y M1d metastasis al SNC. Asi
mismo, con la determinacion de la LDH, se designa un cero (0) si la LDH no esté elevada y un

uno (1) si se encuentra elevada, para cada subcategoria de metastasis.

1.4. Componentes de la estadificacioén inicial

1.4.1. Anamnesis general

La anamnesis general adquiere una relevancia importante en el estudio y diagnoéstico del
melanoma, especialmente en la identificacion de signos y/o sintomas compatibles con
metastasis a distancia. Es importante poder integrar tanto la historia clinica del paciente como

sus antecedentes familiares y la exposicion a factores de riesgo. Asi mismo, es primordial el
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interrogatorio y exploracion dirigida en cuanto a signos y sintomas como la presencia de
adenopatias, dolor 6seo y alteraciones neuroldgicas o respiratorias de reciente aparicion. La
identificacion temprana de tales indicativos puede tener una importancia fundamental en la
deteccion precoz de posibles metastasis a distancia, y, por consiguiente, orientar la seleccion

de examenes diagndsticos y la actitud terapéutica.

1.4.2. Examen fisico

El examen fisico completo al diagnéstico es importante para detectar posibles melanomas
primarios sincronicos,?’ satelitosis 0 metastasis en transito. Asimismo, es importante palpar
cuidadosamente todas las areas de los ganglios linfaticos, prestando especial atenciéon a los

ganglios linfaticos regionales. **

1.4.3. Biomarcadores tumorales

Se han investigado varios biomarcadores tumorales para la estadificacion de los pacientes con

melanoma.
Lactato deshidrogenasa sérica

La glicolisis aerdbica, también conocida como el efecto Warburg es una de las vias propuestas
para proporcionar la energia metabolica que requieren las células neoplasicas y asi permitir una
rapida proliferacion y desarrollo de metastasis. La enzima LDH es esencial durante el efecto

Warburg, catalizando la conversion reversible del piruvato en lactato.*’

En los pacientes con melanoma, la actividad de la enzima LDH adquiere una relevancia clinica
significativa. Los niveles séricos elevados de LDH son un marcador importante de pronostico
y respuesta terapéutica en pacientes con melanoma. La presencia de niveles elevados de LDH
se ha asociado con una mayor carga tumoral y una peor supervivencia.’®*! Esta relacion entre
los niveles de LDH y la evolucion clinica del melanoma destaca su papel como indicador de
carga tumoral y la respuesta del sistema inmunoldgico, lo que a su vez podria tener
implicaciones en la toma de decisiones terapéuticas y en la evaluacion de la eficacia de los
tratamientos.*” Por ejemplo, la elevacion de LDH sérica es un factor prondstico y predictivo
relevante que se correlaciona con una menor supervivencia en pacientes con melanoma, tanto

en el contexto de tratamiento con terapias dirigidas como con inmunoterapia.’>—>*

33



Proteina fijadora de calcio S100B

El grupo de proteinas S100 son proteinas multifuncionales con un papel regulador en una
variedad de procesos celulares. Los niveles de la proteina S100B en concreto, se han estudiado
en diversas enfermedades neurolégicas, melanoma y otras neoplasias, asi como enfermedades

inflamatorias. >3

La determinacion de la proteina S100B basal y en el seguimiento de los pacientes con
melanoma es recomendado por algunas guias internacionales.’®>” Se han publicado estudios
que sugieren que una elevacion de la proteina S100B basal o un aumento durante el
seguimiento se asocia con un mayor riesgo de progresion de la enfermedad y un peor
pronostico.>¥603861 Asi mismo, se ha propuesto valorar los cambios mensuales de la proteina
S100B, en lugar de determinar un valor positivo o negativo, lo que podria mejorar la

sensibilidad de esta prueba.!

1.4.4. Pruebas de imagen para la estadificacion clinica inicial de pacientes con
melanoma
A lo largo de los afios, se ha producido una continua evolucion y perfeccionamiento en las
pruebas de diagndstico por imagen. Este avance tecnoldgico ha contribuido a la mejora de la
capacidad para detectar metastasis a distancia, asi como enfermedad locorregional, idealmente
cuando presentan un bajo volumen tumoral y, en el mejor de los casos, cuando se manifiestan

de manera asintomatica.

De acuerdo con la clasificacion de la AJCC 8* edicion, la estadificacion del melanoma se basa
predominantemente en la confirmacion histoldgica de la presencia de enfermedad, con algunas
excepciones. Por ejemplo, se recomienda que la mayoria de los pacientes con sospecha de
melanoma en estadio IV deben someterse a una biopsia de al menos una localizacion de
enfermedad metastasica para confirmarlo. Sin embargo, en la diseminacion al SNC, las pruebas
de imagen como la resonancia magnética (RNM) o tomografia axial computarizada (TAC)
craneales, sugestivas de metastasis en el SNC, sin confirmacion histologica, son aceptables
para clasificar al paciente como M1d clinico, incluso si el paciente no tiene ninguna otra

localizacion metastésica confirmada por biopsia.*

La decision de solicitar pruebas de imagen en cada paciente debe considerar un equilibrio entre
los siguientes factores: la probabilidad de presentar metdstasis clinicamente ocultas, la

posibilidad de detectar las metastasis considerando las limitaciones de cada prueba de imagen,
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el potencial de hallazgos falsos positivos, el costo y la posible morbilidad asociada a la
realizacion de cada estudio.®? Asi mismo, es importante determinar si identificar metastasis
clinicamente ocultas mediante estudios de imagen cambiaria la actitud terapéutica. Con el
desarrollo de la inmunoterapia y terapias dirigidas, la evidencia de los ensayos clinicos ha
demostrado que los tratamientos sistémicos en el melanoma son mas efectivos en pacientes con
metastasis detectadas precozmente, asintomaticas y de bajo volumen.®~% Por lo que en la era
del tratamiento sistémico actual, la estadificacion con técnicas de imagen que tengan la
capacidad de detectar metastasis clinicamente ocultas, podria cambiar el abordaje del paciente

y ademas podria tener implicaciones en el desarrollo de futuras guias clinicas.

Distintas pruebas de imagen se encuentran disponibles que permiten detectar enfermedad
metastasica tras un diagnostico de melanoma. Una estadificacion basal precisa es crucial para
garantizar que los pacientes reciban el tratamiento mas adecuado y eficaz. Establecer la
precision diagnostica de la ecografia locorregional, la tomografia axial computarizada, la
resonancia magnética y la tomografia por emision de positrones con tomografia computarizada
(PET-TAC) para la deteccion de metéstasis ganglionares, a distancia, o ambas, es fundamental
para comprender si estas pruebas deben solicitarse, en qué momento y en qué estadio de la

AJCC.

1.4.3.1 Ecografia ganglionar locorregional

La ecografia es una técnica de diagnostico por imagen no invasiva que utiliza ondas sonoras
de alta frecuencia para producir imagenes de o6rganos, tejidos y estructuras corporales. Las
sondas de ultrasonidos, denominadas transductores, producen ondas sonoras que tienen
frecuencias superiores al umbral de audiciéon humano (por encima de 20.000 Hz), aunque la
mayoria de los transductores que se utilizan actualmente funcionan a frecuencias entre 2 y 10
millones de Hz (MHz). Cada uno de los distintos tejidos del cuerpo proporciona unas
determinadas propiedades acusticas en virtud de lo cual la ecografia genera unas imagenes que

representan a un 6rgano.®

La ecografia se utiliza ampliamente en el campo de la medicina para diversos fines, entre ellos
la estadificacion y el seguimiento de pacientes con melanoma. Sin embargo, la utilizacion de
la ecografia ganglionar locorregional en la estadificacion basal del melanoma es heterogénea.

En ocasiones se solicita de manera sistematica previo a la realizacion de la biopsia selectiva de
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ganglio centinela, mientras que en otras lo indican en aquellos pacientes cuya exploracion fisica

es dudosa.”®

La ecografia ofrece varias ventajas que incluyen: la ausencia de radiacion ionizante, no requiere
utilizacion de contraste, es una técnica no invasiva e indolora, tiene una alta disponibilidad en
la mayoria de los centros, la rapidez de interpretacion, utilidad para la valoracion de tejidos
blandos, su bajo coste y portabilidad. Ademas esta técnica permite de forma minimamente
invasiva, la obtencion de material para analisis de adenopatias sospechosas mediante la puncion

con aguja fina (BAAF) o gruesa, para poder determinar si hay afectacion ganglionar.”!

Figura 1.5: Imagen ecografica de metastasis ganglionar de melanoma en un paciente asintomatico. Zona A: area
hipoecogénica periférica correspondiente a la corteza ganglionar. Zona B: éarea hiperecogénica central
correspondiente a médula ganglionar. Circulo rojo: imagen hipoecogénica con dimensiones de 1.6 x 1.8 mm

compatible con metastasis ganglionar de melanoma confirmada histologicamente.

Varios trabajos’>”” indican un mejor rendimiento de la ecografia sobre la exploracion fisica en
la deteccion de ganglios linfaticos patoldgicos con una mayor precision cuando se combina con
la BAAF.7®"7 Por lo tanto, seria recomendable que los hallazgos anormales o sospechosos en
la ecografia locorregional ganglionar puedan confirmarse histologicamente, siempre que sea
posible. Sin embargo, a pesar de que existe la posibilidad de confirmar la presencia de
metastasis en los ganglios linfaticos clinica o radioldégicamente sospechosos mediante la

78-80

biopsia con aspiracion con aguja fina o biopsia con aguja gruesa guiada por ecografia, es

importante sefialar que la ecografia no debe ser considerada como una alternativa a la BSGC.
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Este concepto se sefala en guias como la de la National Comprehensive Cancer Network

(NCCN).3!

La principal ventaja de la ecografia con biopsia eco-dirigida previa a la BSGC es que hace
innecesaria la realizacion de la BSGC en aquellos casos en los que se detectan metastasis
mediante la biopsia eco-dirigida y permite que los pacientes puedan participar en ensayos de
terapia neoadyuvante, o se realice una linfadenectomia terapéutica.’>#3 Una de las potenciales
limitaciones de la ecografia es la dependencia del operador, ya que su habilidad y experiencia
desempefia un papel crucial en la precision y sensibilidad de la ecografia para identificar
adenopatias en pacientes con melanoma. Esto implica que las tasas de deteccion de adenopatias
patoldgicas pueden variar significativamente entre distintos centros, especialmente en centros
de referencia que cuentan con radidlogos expertos en el manejo de pacientes con melanoma.
Por lo tanto, es esencial considerar este factor al evaluar los resultados de los estudios y al

tomar decisiones clinicas basadas en los hallazgos de la ecografia.”

1.4.3.2 Tomografia axial computarizada

La TAC es una técnica de diagnostico por imagen que emplea rayos X que se emiten hacia el
paciente desde una variedad de angulos, y los detectores del escaner miden la diferencia entre
los rayos X que absorbe el cuerpo y los que se transmiten a través del cuerpo. Mediante la
adquisicion de proyecciones desde diferentes dngulos y mediante un proceso de reconstruccion,

los datos tridimensionales se pueden ver en un monitor bidimensional. 34

La tomografia puede ser especialmente util en la estadificacion y seguimiento del paciente
afecto de melanoma, siendo su mayor relevancia en identificar metéstasis a distancia y
enfermedad ganglionar. Sin embargo, el uso del TAC en la estadificacion de melanoma
también ha sido objeto de controversia, debido al cuestionamiento de su precision, coste y
exposicion a la radiacion.®® A pesar de que los niveles de radiacion se consideran generalmente
seguros, contintia existiendo un riesgo de exposicion a la radiacion ionizante. Esto puede ser
especialmente preocupante para los pacientes que se someten a multiples TAC a lo largo de su
seguimiento, ya que los efectos acumulativos de la exposicion a la radiacion pueden aumentar
el riesgo de cancer u otros problemas de salud.® El riesgo estimado de cancer a lo largo de la
vida atribuible a un TAC de cuerpo completo anual durante 10 afios se ha estimado en 0,9 %

hombres y 1,3% para mujeres.®” La tomografia computarizada de baja dosis reduce la radiacion

37



en comparacion con la tomografia computarizada convencional. La Academia Nacional de
Ciencias de Estados Unidos defini¢ las dosis bajas de radiacion como aquellas de hasta ~100
milisieverts (mSv).¢ Una tinica tomografia computarizada convencional varia de 2 a 20 mSv,
con una dosis promedio de 10 mSv por cada TAC abdomino-pélvico, y 2 mSv por cada TAC
de cabeza.’® Asi mismo, se han introducido nuevas técnicas de TAC con dosis ultra bajas de
radiacion, emitiendo dosis en sub-milisieverts en los cuales un TAC de térax equivaldria a la

dosis de radiacion de dos radiografias de torax.®

Al realizar pruebas de imagen, también debe considerarse el hallazgo de anomalias incidentales
que pueden identificarse en el diagnostico por imagen y que no afectan a la salud pero requieren
una evaluacion adicional (por ejemplo otros procedimientos de diagnostico por imagen o
intervencionistas) que pueden dar lugar a costes asociados adicionales, complicaciones y

ansiedad del paciente.”®

Figura 1.6: Imagen axial de tomografia computarizada con contraste endovenoso en un paciente con diagndstico

de melanoma donde se observan metastasis en ambos 16bulos hepaticos.

1.4.3.3 Tomografia por emision de positrones y tomografia computarizada

La tomografia por emision de positrones con tomografia computarizada (PET-TAC) son dos
técnicas de diagndstico por imagen muy utilizadas. Una de las principales ventajas del PET-

TAC en el melanoma es su capacidad para detectar células neoplésicas en una fase temprana.
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En el PET se utilizan trazadores débilmente radiactivos que se inyectan en el cuerpo y son
atraidos por las células neoplasicas. El radiotrazador mas frecuentemente utilizado es la F-18
fluorodesoxiglucosa ('*F-FDG), una molécula similar a la glucosa. Estos trazadores emiten
energia que puede ser detectada por el PET, produciendo imagenes detalladas de las células
metabolicamente activas. Por su parte, el TAC ayuda a mejorar la calidad de la imagen y a
localizar con mayor precision las zonas que utilizan mas FDG. Cuando se combinan, las
exploraciones el PET-TAC pueden proporcionar una vision detallada tanto de las células
neoplasicas como del tejido circundante, lo que facilita la identificacion y el diagnostico del

melanoma en sus fases iniciales.”!

Figura 1.7: Imégenes fusionadas de PET-TAC en cortes coronales en un paciente con diagnostico de melanoma,
donde se observa una captacion en region axilar derecha con valor de captacion estandarizado (SUV) de 15,7

compatible con metastasis de melanoma.

De forma similar al TAC, en la realizacion del PET-TAC también preocupa la exposicion a
radiacion ionizante. El riesgo estimado de cancer a lo largo de la vida atribuible a un PET-TAC
anual durante 10 afios se ha estimado en 1,6 % para hombres y 1,9% para mujeres,

respectivamente.?’

Una de las limitaciones mas relevantes del PET-TAC en la valoracion de melanoma, es la

deteccion de metastasis a distancia a nivel cerebral.”? La alta captacion fisioldgica del cerebro
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dificulta la deteccion, y el uso del TAC sin contraste para la correccion de la atenuacion aporta
poco. El PET-TAC puede detectar metastasis cerebrales normalmente mayores de 2
centimetros,” convirtiendo a la resonancia magnética en el estudio ideal en la sospecha de

metastasis cerebrales tempranas.**

1.4.3.4 Resonancia magnética nuclear cerebral

La resonancia magnética es una modalidad de imagen que no utiliza radiacion ionizante y es
util para visualizar la estructura y funcion del cerebro. En la RNM se crea un campo magnético
que alinea los protones de los atomos de hidrogeno en los tejidos del cuerpo. Al aplicar pulsos
de radiofrecuencia al paciente, los protones absorben energia y entran en un estado excitado.
Cuando los pulsos se detienen, los protones liberan esta energia en forma de ondas de radio,
que son detectadas por receptores que permiten reconstruir imagenes detalladas del cerebro.
Diferentes tipos de secuencias de RNM pueden ser utilizadas para resaltar aspectos especificos
de la anatomia o funcion cerebral. Por ejemplo, las imagenes ponderadas en T1 ofrecen un
mayor detalle anatomico, mientras que las imagenes ponderadas en T2 son sensibles a cambios
en el contenido de agua de los tejidos y pueden ayudar a identificar anormalidades como edema
o inflamacién. Sin embargo, también existen algunas limitaciones relacionadas con la RNM.
Las exploraciones pueden ser prolongadas, los pacientes deben permanecer inmdéviles durante
la exploracion para evitar artefactos por movimiento, lo que puede afectar la calidad de la

imagen y los pacientes con claustrofobia pueden no ser candidatos adecuados para la RNM.
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Figura 1.8: Resonancia magnética cerebral en paciente con diagndstico de melanoma. Lesion en region occipital

derecha con edema perilesional y centro necrético compatible con metastasis cerebral de melanoma.

La presentacion de metéstasis cerebrales como primer lugar de diseminacion de melanoma es
infrecuente (0% a 1,1%).%>¢ La mayoria de las guias internacionales recomiendan el cribado
de metéstasis cerebrales en pacientes en estadio IV, sin embargo no hay un consenso de cribado
de metastasis cerebrales en estadios menores.’”8%7 La NCCN?®! y la European Society for
Medical Oncology (ESMO)*” afirman que el cribado con resonancia magnética cerebral en
pacientes con melanoma en estadio IIB y superior es opcional, mientras que la reciente guia
basada en el consenso interdisciplinar europea de 2022 recomienda el cribado en todos los
pacientes con melanoma en estadio III y IV.*® El National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) recomienda el cribado en el estadio IV, pero no se especifica en los estadios

inferiores.”’

1.5. Limitaciones de las clasificaciones en la estadificacion inicial

Existen ciertas limitaciones en las clasificaciones de la estadificacion inicial derivadas de la
propia biologia tumoral, la heterogeneidad en la practica o guias clinicas divergentes, asi como
por la busqueda constante de una mayor precision prondstica y estrategias terapéuticas

optimizadas.
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A pesar del papel demostrado de la biopsia selectiva del ganglio centinela como predictor fiable
de la afectacion ganglionar y del pronostico global de la enfermedad, su indicacion cada vez
comporta mayores interrogantes. La aprobacion de terapias adyuvantes en pacientes sin
afectacion ganglionar, desde estadios IIB y IIC, asi como el prometedor papel de la
neoadyuvancia en melanomas de alto riesgo gruesos abre un debate sobre la indicacion de
BSGC en melanomas de alto riesgo (a partir de IIB). Por otro lado, su realizaciéon en pacientes
con melanomas T1b de Breslow menor a 1 mm, con baja probabilidad de metastasis
ganglionares, también plantea dudas y se han de tener en cuenta otros factores de riesgo. Mas
alla de la discusion de su valor prondstico, los detractores argumentan que el uso de la BSGC
es un procedimiento invasivo que no implicaria diferencia en el abordaje y seguimiento de
estos pacientes, sin embargo los defensores subrayan su potencial curativo al identificar y
extirpar metastasis clinicamente ocultas que pudieran influir en la evolucion y pronostico de

un porcentaje de pacientes que no recaeran.

Por otro lado, actualmente no existe un consenso unanime sobre la estrategia Optima de
estadificacion, cudles serian las pruebas de imagen que deben solicitarse o incluso si es
realmente necesario realizarlas.”® Los protocolos de estadificacion actual, estan sujetos a una
amplia variacion ya sea geografica por la variedad de guias internacionales publicadas,’¢-31-9
103 o incluso entre distintas especialidades. Esta variacion es mas evidente, en lo que respecta

a la recomendacion de pruebas de imagen a realizar y en qué estadios clinicos deben realizarse.

Otro aspecto es la delimitacion de las clasificaciones en subestadios en el marco del sistema de
estadificacion de la AJCC. La determinacion de pacientes con alto riesgo de recidiva es
importante para determinar el seguimiento y el acceso a tratamientos como la inmunoterapia
que han demostrado aumentar la supervivencia libre de enfermedad. Sin embargo, a medida
que avanza el conocimiento de factores prondsticos y acceso a nuevos tratamientos, la
discriminacion entre distintas subcategorias se torna progresivamente intrincada. Esta
complejidad suscita interrogantes respecto a la utilidad clinica de estas divisiones mas
minuciosas, dado que podrian no correlacionarse de manera uniforme con diferencias
significativas en el prondstico ni orientar las decisiones terapéuticas. Por ejemplo, en principio
a mayor estadio tumoral, el prondstico de la enfermedad se asumiria que es peor, sin embargo,
grupos considerados de alto riesgo como el IIIA o IIIB tienen curvas de supervivencia
superponibles a los estadios IIA, IIB y IIC, que en algunas guias no son considerados de alto

riesgo (figura 1.9)3
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En los ultimos afios, la introduccion de la inmunoterapia y las terapias dirigidas han originado
nuevas complejidades en la estadificacion y el tratamiento de los pacientes con melanoma. A
medida que las nuevas terapias cuestionan las nociones tradicionales en cuanto a progresion de
la enfermedad, emergen debates en torno a su integracion en la estadificacion actual y el
consiguiente impacto en el manejo clinico de los pacientes. Para ser util, cualquier sistema de
estadificacion debe ser clinicamente relevante, reflejar la practica contemporanea e irse

perfeccionado a medida que nuestra comprension de la enfermedad se desarrolla.

La optimizacion de protocolos de estadificacion basal en pacientes diagnosticados de
melanoma es esencial para seleccionar correctamente aquellos que podrian beneficiarse de
tratamiento adyuvante con un impacto en las tasas de recaida y/o de muerte por melanoma,
facilitar la estandarizacion de protocolos de seguimiento acorde al prondstico de la enfermedad,
reportar informacion prondstica en registros de cancer cutaneo y finalmente mejorar el disefio,

realizacion y anélisis de ensayos clinicos.*¢
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2. Hipotesis

1. Definir la prevalencia de metastasis a distancia en el momento de la estadificacion inicial
de pacientes diagnosticados de melanoma cutaneo de riesgo intermedio-alto es fundamental

para determinar el enfoque mas adecuado en el proceso de estadificacion de estos pacientes.

2. Optimizar los protocolos de pruebas de imagen en la estadificacion inicial de los pacientes
con melanoma cutaneo, permitiria detectar metastasis subclinicas en el momento del
diagnodstico modificando decisiones terapéuticas que mejoren la supervivencia de los

pacientes, y optimizando recursos hospitalarios.

3. Laexistencia de microsatélites en el tumor primario podria representar un factor pronostico
independiente en los pacientes con melanoma, que influya en el periodo libre de

enfermedad asi como en la supervivencia global y especifica por melanoma.
4. El melanoma con afectacion locorregional de debut (estadio III) podria tener un

comportamiento diferente dependiendo de si existe afectacion Unicamente ganglionar,

ganglionar y cutdnea microscopica, o unicamente cutanea.
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3. Objetivos

I.

Evaluar la precision diagnostica de las pruebas de imagen utilizadas en el protocolo de

estadificacion inicial de pacientes con melanoma cutaneo de riesgo intermedio a alto.

Definir los estudios de imagen 6ptimos a realizar en el momento de la estadificacion inicial

en los pacientes diagnosticados de melanoma cutaneo segun su estadio tumoral.

Identificar los casos que debutan con microsatélites en el melanoma primario y comparar

las caracteristicas basales de los pacientes segun la presencia o ausencia de microsatélites.

Analizar la supervivencia global, la supervivencia especifica por melanoma y la
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con melanoma, mediante la comparacion

de pacientes con y sin microsatélites.

Evaluar el impacto especifico de las microsatélites en las diferentes subcategorias del
estadio III de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) y comparando la octava y

séptima edicion de dicha clasificacion.

Analizar el valor de la biopsia selectiva de ganglio centinela en pacientes con microsatélites

en el tumor primario.
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4. Material, Métodos y Resultados
4.1. Articulo 1
Diagnostic accuracy of imaging studies
for initial staging of T2b to T4b
melanoma patients: A crosssectional

study

Constanza Riquelme-Mc Loughlin, Sebastian Podlipnik, Xavier Bosch-Amate, José¢ Riera-Monroig,
Alicia Barreiro, Natalia Espinosa, David Moreno-Ramirez, Priscila Giavedoni, Ramon Vilana,

Marcelo Sanchez, MD, Sergi Vidal-Sicart, Cristina Carrera, Josep Malvehy, Susana Puig
Journal of the American Academy of Dermatology. 2019 Dec;81(6):1330-1338

Factor de Impacto: 8,277

4.1.1. Resumen del articulo 1

Se han estudiado varias pruebas complementarias para la estadificacion inicial de los pacientes
con melanoma. Sin embargo, tanto las guias internacionales como los estudios reportados en
la literatura difieren en cudles son los estudios de imagen Optimos a realizar al diagnostico.
Actualmente con el desarrollo de la inmunoterapia y las terapias dirigidas, los tratamientos
sistémicos son mas eficaces en pacientes con metastasis detectadas de forma temprana, cuando
son asintomaticas y de bajo volumen. Por lo que la deteccion temprana de metastasis

asintomaticas podria eventualmente mejorar el pronodstico de los pacientes.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la precision diagnostica de los estudios de imagen
siguiendo un protocolo de estadificacion inicial en pacientes con melanoma de riesgo
intermedio-alto segun su estadio tumoral, que incluy6 la realizacion de ecografia ganglionar

locorregional, TAC toracoabdominal, PET-TAC y RNM craneal.

Durante el periodo de enero 2011 a abril 2017 se incluyeron 308 pacientes en estadio clinico
T2b a T4b de la clasificacion de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) 2009, sin

evidencia de metastasis. Se detectaron 16,6% de metastasis a distancia y 5,8% resultados falsos
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positivo, de manera global. La ecografia de ganglios linfaticos locorregional tuvo una tasa de
deteccion de metastasis (MDR) de 12,8%, tasa de falsos positivos de 0,8% y una precision de
96,0%. La tomografia computarizada y el PET-TAC tuvieron tasas de deteccion mas altas en
pacientes en estadio T4b: MDR 13,3%; tasa de falsos positivos de 8,9% y precision de 91,1%
y MDR 6,9%, tasa de falsos positivos 0% y precision de 93,1% respectivamente. La resonancia

magnética cerebral tuvo una MDR de 2,0% en pacientes T4b.

En conclusién, esta publicacion propone que la realizacion de pruebas de imagen en la
estadificacion inicial de pacientes con melanoma de riesgo intermedio-alto permite detectar
metastasis de forma asintomatica y se recomienda la realizacion de distintas pruebas de imagen

dependiendo de la estadificacion tumoral.
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Diagnostic accuracy of imaging studies
for initial staging of T2b to T4b
melanoma patients: A cross-
sectional study

Check for
Updates

Constanza Riquelme-Mc Loughlin, MD," Sebastian Podlipnik, MD,™" Xavier Bosch-Amate, MD,"

José Riera-Monroig, MD," Alicia Barreiro, MD,"" Natalia Espinosa, MD,"” David Moreno-Ramirez, MD, PhD,"
Priscila Giavedoni, MD,* Ramon Vilana, MD,”“ Marcelo Sinchez, MD, Sergi Vidal-Sicart, MD, PhD,”
Cristina Carrera, MD, PhD,*" Josep Malvehy, MD, PhD,"”¢ and Susana Puig, MD, PhD*"*¢
Barcelona, Spain

Background: There is no consensus on the imaging tests that should be performed at the initial staging of
melanoma patients.

Objective: To evaluate the diagnostic accuracy of 4 imaging studies for the initial staging of melanoma patients.

Methods: Cross-sectional study with prospectively collected data, from January 2011 to April 2017,
including patients with clinical stage T2b to T4b according to 2009 American Joint Committee on Cancer,
without evidence of metastasis.

Results: Initial staging of 308 patients detected 16.6% of metastases and 5.8% false-positive results, overall.
Regional lymph node ultrasonography showed a metastasis detection rate (MDR) of 12.8%, false-positive
rate of 0.8%, and accuracy of 96.0%. Computed tomography (CT) and positron emission tomography-CT
had the highest detection rates at stage T4b: MDR, 13.3%; false-positive rate, 8.9%; accuracy, 91.1%; and
MDR, 6.9%; false-positive rate, 0%; and accuracy, 93.1%, respectively. Brain magnetic resonance imaging
showed a MDR of 2.0% in T4b.

Limitations: Single-center study.

Conclusion: Performing ultrasound scans for assessing lymph node metastasis in patients with American
Joint Committee on Cancer T2b stage and above is advisable. In patients with stage T4b, CT or positron
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emission tomography-CT are suitable for the detection of metastasis. Brain magnetic resonance imaging at
T4b deserves further discussion, considering the ultimate clinical benefit in management and therapeutic
options for asymptomatic patients. (J] Am Acad Dermatol 2019;81:1330-8.)

Key words: clinical decision making; computed tomography; diagnostic tests; magnetic resonance
imaging; melanoma; metastasis; positron emission tomography; prognosis; staging; ultrasonography.

Malignant melanoma
denotes an important public
health problem, particularly
in terms of potential years of
life lost, because it represents
one of the most frequent
forms of cancer in young
adults." Several complemen-
tary tests have been studied
for both the initial staging
and the follow-up of patients
with high-risk melanoma.
The staging assessment can
include or combine imaging
studies such as computed tomography (CT), regional
lymph node ultrasound imaging, positron emission
tomography-computed tomography (PET-CT), brain
magnetic resonance imaging (MRI), scintigraphy,
and total-body MRI, among others.”” However, there
is no current consensus on the optimal initial staging
strategy, which staging procedures should be
routinely performed, or whether they should be
performed at all.” Different international guidelines
for the surveillance and management of melanoma
patients have been proposed, and most of them
differ in the basal imaging studies that should be
performed in these patients.”!

The decision to perform imaging tests should
consider the probability of clinically occult metastases
being present, the likelihood of detecting the metas-
tases given the limitations of each imaging test, the
potential for false-positive findings, and the cost and
morbidity of the study.'” It is important to determine
whether identifying clinically occult metastases by
performing imaging studies would change the man-
agement plan. Presymptomatic detection of distant
metastasis has not yet demonstrated improvement of
patient prognosis. However, with the development of
immunotherapy and targeted therapies, evidence
from clinical trials shows that systemic treatments in
melanoma are more effective in patients with earlier,
asymptomatic, low-volume metastasis.'” "
Therefore, staging and follow-up with imaging tech-
niques could have implications in the development of
future clinical guidelines.

This study evaluated the diagnostic accuracy of
regional lymph node ultrasound imaging, CT, PET-

protocols.

CAPSULE SUMMARY

« There is no consensus on the optimal
initial staging protocol in patients
diagnosed with high-risk melanoma.

« Initial staging detected metastases in
16.6% patients with stage T2b to T4b.
This information may assist in the
development of optimal staging

CT, and brain MRI used in the
initial staging of patients with
intermediate- to high-risk
melanoma  according  to
Breslow depth.

METHODS
Study design

This was a cross-sectional
study of patients treated at the
Hospital Clinic of Barcelona,
Spain, from January 2011 to
April 2017. The basal demo-
graphic characteristics, clin-
ical and histopathologic features, recurrence time,
and site were prospectively recorded. This registry
mainly includes patients of Mediterranean origin
living in the Catalonia region. The Hospital Clinic of
Barcelona Clinical Research Ethics Committee
approved the study and research protocol. All pro-
cedures performed in studies involving human par-
ticipants were in accordance with the 1964
Declaration of Helsinki and its later amendments or
comparable ethical standards. This study was per-
formed following the 2015 Standards for Reporting of
Diagnostic Accuracy Studies (STARD) guidelines."”

Patients

All patients who were diagnosed with an invasive
primary melanoma were staged according to the
2009 American Joint Committee of Cancer classifica-
tion. Patients eligible for inclusion were those with a
diagnosis of melanoma with >pT2a (Breslow depth
>2 mm, regardless of ulceration, or >1 mm with an
ulcerated primary tumor) without clinical evidence
of metastasis after a complete physical examination.
In sentinel lymph node biopsy candidate patients,
basal imaging studies were performed mainly before
the procedure. Only imaging studies performed
within the first 4 months after the primary melanoma
diagnosis were included in the statistical analysis.
Exclusion criteria included patients who presented
with palpable lymph nodes or clinically evident
metastasis before the imaging studies were per-
formed. T1 and T2a subgroups were excluded
because imaging studies for initial staging in these
patients were not routinely requested.
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Abbreviations used:

CT: computed tomography

FPR: false-positive rate

MRI: magnetic resonance imaging
MDR: metastasis detection rate

PET-CT: positron emission tomography-
computed tomography
PPV: positive predictive value

Staging protocol

Imaging studies (regional lymph node ultrasound
imaging, CT, PET-CT, and brain MRI) were requested
according to the standardized protocol of our center
(Table D). Ultrasound imaging was performed in
patients with T2b and T3a tumors, whereas the rest
of the imaging tests were indicated beyond T3b. The
patient’s clinical history and results of other imaging
tests were available to the radiologists and nuclear
medicine physicians.

Ultrasound imaging was performed before lym-
phoscintigraphy and sentinel lymph node biopsy.
The regional lymph node areas that were explored
according to protocol were the ipsilateral axillary
group for upper limb melanoma, ipsilateral inguinal
group for lower limb melanoma, bilateral neck and
supraclavicular groups for head and neck mela-
noma, and bilateral axillary and inguinal groups for
trunk melanoma. Total-body CT scans were per-
formed of the chest, abdomen, and pelvis. Whole
body PET-CT scans were performed using a hybrid
PET-CT system (Biograph; Siemen, Erlangen,
Germany) equipped with an ECAT EXACT
HR+ BGO PET scanner and point spread function
algorithms with low-resolution CT without contrast.

Analysis

Sensitivity, specificity, positive predictive value
(PPV), negative predictive value, likelihood ratio,
true-positive rate or metastasis detection rate (MDR),
false-positive rate (FPR), and accuracy were calcu-
lated for each of the 4 imaging index tests. The MDR
and diagnostic accuracy measures for CT and PET-
CT were calculated excluding lymph node metasta-
ses and only considering distant metastases. The
study excluded patients with missing data for the
reference standard tests. To handle the missing tests
in stage T3b patients and above, we evaluated the
patterns of missingness of the independent variables
of these patients. If the studies were missing
completely at random or missing at random (MAR),
a pairwise deletion analysis was performed.

For each index test, the definitions of false-
negative, false-positive, true-positive, and true-
negative results are included in Table II. Imaging

] AM AcAD DERMATOL
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Table 1. Standardized staging protocol from our
center

Protocol Tla-T2a T2b-T3a T3b-T4a T4b
Serum biomarkers + + + +
Ultrasonography + + +
cr* + +
PET-CT* + +
Brain MRI + +

CT, Computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging;
PET-CT, positron emission tomography computed tomography.
*CT or PET-CT was performed, depending on availability.

studies that were “indeterminate” by the radiologist
or nuclear medicine physician were not contem-
plated as positive studies. By contrast, imaging
reports informed as “suspicious for” or “consistent
with” metastatic melanoma were considered positive
imaging studies.

RESULTS

The study included 308 patients. Figure 1 shows a
flowchart of patients throughout the study. Baseline
characteristics of the patients are reported in Table
III. Participants were a median age of 63 years
(interquartile range, 49-74 years), with a male pre-
dominance (55.5%). Mean Breslow index was
4.8 mm (standard deviation, 3.4 mm), and ulceration
was present in 202 tumors (65.6%). The primary
melanoma was most frequently located on the trunk
(39.3%), and the most frequent histologic subtype
was superficial spreading (37.3%). Globally, initial
staging detected metastases in 16.6% of the patients,
and an FPR of 5.8% was observed. Table IV reports
MDR, FPR, sensitivity, specificity, PPV, negative pre-
dictive value, likelihood ratio, and accuracy of the
tests performed at each clinical staging.

Lymph node ultrasound imaging was performed
in 250 patients. Metastases were detected in 6.3% of
T2b to T3a, in 5.8% of T3b to T4a, and in 30.4% of
T4b. An overall global MDR of 12.8%, FPR of 0.8%,
and accuracy of 96.0% was identified. For ultrasound
imaging at stages T3b to T4b for the detection of
regional lymph nodes, 58 ultrasound studies were
missing. We observed that values were missing
completely at random from our data set; therefore,
those patients were excluded from the analysis.

CT was performed in 95 patients. Distant metas-
tases were detected in 4.0% of T3b to T4a and in
13.3% of T4b. An overall global MDR of 8.4%, FPR of
11.6%, and accuracy of 88.4% was identified. PET-CT
was performed in 61 patients. Distant metastases
were detected in 3.1% of T3b to T4a and in 6.9% of
T4b. An overall MDR of 4.9%, FPR of 3.3%, and
accuracy of 93.4% was identified. In addition, for
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Table II. Definition of true positive, false positive, true negative, and false negative for each index test

Index test True positive False positive

True negative

False negative

us US suggesting abnormal

lymph nodes or in
transit or satellitosis,
confirmed by
pathology (fine-needle
aspiration biopsy, Tru-
Cut,* open biopsy,
SLNB) or clinical
follow-up.

CT suggesting distant
metastases, confirmed
by another imaging
study, pathology, or
clinical follow-up.

PET-CT scan suggesting
distant metastases,
confirmed by another
imaging study,
pathology, or clinical
follow-up.

MRI suggesting brain
metastases confirmed
during follow-up.

US suggesting abnormal

lymph nodes or in
transit or satellitosis
but disproved by
pathology (fine-needle
aspiration biopsy, Tru-
Cut, open biopsy,
SLNB) or follow-up
within 4 months.

CT suggesting distant

metastases, but
disproved by
pathology, another
imaging study, or
clinical/same imaging
follow-up within

4 months.

PET-CT scan suggesting

distant metastases, but
disproved by
pathology or another
imaging study or
clinical follow-up
within 4 months.

MRI suggesting brain

metastases but
disproved by follow-
up within 4 months.

US with no signs of

abnormal lymph
nodes or in transit or
satellitosis, who
remained without
recurrence detected
by any method within
the first 4 months of
follow-up.

CT with no signs of

distant metastases,
which remained
without recurrence
detected by any
method within the first
4 months of follow-up.

PET-CT scan with no

signs of distant
metastases, which
remained without
recurrence detected
by any method within
the first 4 months of
follow-up.

MRI with no signs of

brain metastases,
which remained
without recurrence
detected by any
method within the first
4 months of follow-up.

US with no signs of

abnormal lymph
nodes or in transit or
satellitosis, with later
detection by other
imaging study or
clinical follow-up with
histopathologic
confirmation within

4 months.

CT with no signs of

distant metastases,
with later detection by
imaging study or
clinical follow-up with
histopathologic
confirmation, within

4 months of follow-up.

PET-CT scan with no

signs suggesting
distant metastases,
with later detection by
imaging study or
clinical follow-up with
histopathologic
confirmation within

4 months.

MRI with no signs

suggesting brain
metastases, with later
detection by imaging
study or at clinical
follow-up within

4 months.

CT, Computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging; PET-CT, positron emission tomography computed tomography; SLNB,

sentinel lymph node biopsy; US, ultrasound.
*Merit Medical, South Jordan, Utah.

PET-CT and CT in stages T3b to T4b for the detection
of distant metastasis, 66 tests were missing. We
performed the same analysis for missingness, and
the data were missing completely at random. We
executed the same criteria as for ultrasound imaging.

Brain MRI was performed in 95 patients. Distant
metastases were detected in only 1 patient (2.0%) at
stage T4b. An overall MDR of 1.1%, FPR of 2.1%, and
accuracy of 97.9% was identified.

No significant adverse events occurred as a result
of the imaging tests performed.

DISCUSSION

Some authors have suggested that preoperative
imaging studies are associated with substantial costs
and slight benefit in most patients with melanoma,

arguing that the detection rate of metastatic disease
with preoperative imaging has been reported to be
lower than the rate of false positivity."*’ In our
study, the MDR was higher than the FPR for all stages
when performing an ultrasound scan for locore-
gional lymph node metastases. When analyzing the
other imaging tests, the global MDR was lower than
the FPR for CT (MDR, 8.4%; FPR, 11.6%), and similar
for PET-CT (MDR, 4.9%; FPR, 3.3%) and brain MRI
(MDR, 1.1%; FPR, 2.1%). However, when we further
analyzed this by stages, the MDR was higher than the
FPR for CT, brain MRI, and PET-CT in stage T4b,
suggesting that although globally the MDR and FPR
are similar to those reported in the literature, the
performance of CT, PET-CT, and MRI on the sub-
group of T4b patients is adequate.
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n=

Potentially eligible participants

450

Excluded (n= 142)

Stage IV at diagnosis n=16
Staging performed at another n=2383
center (%)

Staging study performed outside n=43
the time frame ()

A

A

n=

Eligible participants

308

l l

Ultrasound CT
overall = 250 overall = 95
T2b-T3a T2b-T3a
n=95 -
T3b-T4a T3b-T4a
n=86 n=50
L T4b L T4b
n=69 n=45

l l

PET/CT Brain MRI
overall = 61 overall = 95
T2b-T3a T2b-T3a
T3b-T4a T3b-T4a

n=32 n=45

I T4b I T4b

n=29 n=50

Fig 1. Flowchart of eligible patients. *Where images were not available. “Time frame of

4 months since the diagnosis of the primary
magnetic resonance imaging; PET-C1; positron

Ultrasound imaging

The value of preoperative ultrasound imaging in
different series has been contradictory. Several re-
ports*** have shown the better performance of
ultrasound imaging over physical examination in the
detection of pathologic lymph nodes, with a higher
accuracy when combined with fine-needle aspira-
tion biopsy.zs’% In addition, a meta-analysis found
ultrasound imaging was superior to CT, PET, and
PET-CT in the assessment of lymph node
metastasis.”’

In our study, the MDR was higher that the FPR,
and specificity and accuracy were above 95% in all
stages. Bearing in mind that all of our ultrasound
studies were performed before lymphoscintigraphy,
our results are similar to or higher than other series.
Voit et al*® included 127 patients and Testori et al*” 88
patients, reporting a sensitivity of 79% and 94.1%, a
specificity of 72% and 89.9%, a PPV of 100% and 64%

melanoma. C7, Computed tomography; MRI,
emission tomography-computed tomography.

(after sentinel lymph node biopsy), and a negative
predictive value of 85% and 98.7%, respectively.

Based on these results, we currently favor preop-
erative ultrasound imaging with fine-needle biopsy
(when indicated) in all melanoma patients with
stages T2b and above.

CT and PET-CT

Some studies advocate the futility of CT and PET-
CT for asymptomatic patients.””?" Yancovitz et al®'
reported a 0% positive rate for CT and only 1 patient
with a true-positive value for PET-CT. However, they
only included patients with T1b to T3b melanomas,
and only 21 patients belonged to the T3b group.
Hafner et al’* reported for PET-CT only 2 FPR of 100
patients. However, they only included 19 patients
with T4b melanomas. In our study, the T4b group is
where we found MDR to be higher than the FPR. The
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Table III. Baseline characteristics of patients

Variable Patients (N = 309)
Sex, No. (%)
Male 171 (55.5)
Female 137 (44.5)
Age, median (IQR), y 63 (49-74)
Tumor location, No. (%)
Trunk 121 (39.3)
Head and neck 59 (19.2)
Lower extremities 50 (16.2)
Upper extremities 34 (11)
Acral 32 (10.4)
Mucosa 12 (3.9)
Breslow, mean (SD), mm 4.8 (3.4)
Ulceration, No. (%)
Present 202 (65.6)
Absent 104 (33.8)
Missing values 2 (0.6)
Mitosis, median (IQR), No. 5 (2-9)
Histologic subtype, No. (%)
Superficial spreading 115 (37.3)
Nodular 102 (33.1)
Acral lentiginous 23 (7.5)
Lentiginous malignant 16 (5.2)
Desmoplastic 8 (2.6)
Mucosal 7 (2.3)
Spitzoid 3(M
Nevoid 1(0.3)
Other 24 (7.7)
Missing values 9 (2.9)
AJCC staging group, No. (%)
T2b-T3a 95 (30.8)
T3b-T4a 117 (38)
T4b 96 (31.2)
Metastasis at initial staging, No. (%)*
No metastasis 257 (83.4)
Metastasis 51 (16.6)

AJCC, American Joint Committee on Cancer; IQR, interquartile
range; SD, standard deviation.
*Including lymph node metastasis detected by imaging methods.

MDR was 13.3% for CT and 6.9% for PET-CT, with a
lower FPR of 8.9% and 0%, respectively.

When we compared CT with PET-CT in our T4b
patients, CT showed a higher MDR (13.3% for CT vs
6.9% for PET-CT), a lower PPV (60% vs 100%), and
lower accuracy (91.1% vs 93.1%). CT also had a
higher FPR (8.9% vs 0%). Brady et al*® found that PET
scanning was more sensitive than CT in detecting
occult disease (68% vs 48%), but both tests were
highly specific (92% vs 95%). We found CT was more
sensitive than PET-CT (100% vs 50%), with less
specificity (89.7% vs 100%). However, contrary to
our study, Brady et al* included regional nodal
disease, and this was the second most frequent
location of distant metastatic disease.

Riquelme-Mc Loughlin et al 1335

PET and CT have both been found to be cost-
effective for evaluating high-risk melanoma patients.
Bastiaannet et al’* performed a study of 253 patients
with stage III melanoma, where PET exhibited a
greater sensitivity and higher predictive value,
although CT had a higher specificity for the detection
of distant metastasis. Available evidence in a meta-
analysis has suggested that a modern PET-CT scan
can provide the greatest diagnostic value for detect-
ing distant metastasis for intermediate- to high-risk
patients.”’

Another factor to consider when performing CT
and PET-CT is the lifetime risk of cancer attributable
to radiation. An estimated lifetime risk of cancer
attributable to an annual total-body CT and PET-CT
for 10 years has been estimated as 0.9% and 1.6% for
male patients and 1.3% and 1.9% for female patients,
respectively.”’

According to our results, we support total-body
CT or PET-CT for T4b patients and individualizing
the indications in T3b-T4a. The tests could be
performed depending on the center’s availability of
imaging tests.

Brain MRI

Studies have suggested that the occurrence of
brain metastases as the first site of dissemination is
infrequent (0% to 1.1%).”"° These results are similar
to our series, where we found only 1 patient in stage
T4b with brain metastasis during initial staging (2% of
this subgroup). However, these findings need to be
taken with precaution. Determining the threshold of
advisable MDR is complicated. The only alternative
detection of brain metastasis would be the onset of
symptomatic disease, associated with a high
morbidity and mortality, especially in the current
era where offering immunotherapy or target therapy
at an early stage would benefit the patient’s out-
comes.'

Podlipnik et al*® recently analyzed the perfor-
mance of the same tests during the follow-up of stage
1B, TIC, and IIT in patients with melanoma, showing
the cost-effectiveness during the first year of follow-
up. In this context, the possibility to have basal
explorations should be considered, reinforcing its
use not only for the initial staging but also as the
starting point for further follow-up. Future studies
are needed to validate our findings in larger pop-
ulations and across different geographic institutions.
In addition, a cost-effectiveness analysis should be
considered.

Limitations
Ultrasound imaging was performed on regional
lymph node areas, according to our protocol, before
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Table IV. Diagnostic accuracy by T stage
Imaging study Overall T2b-T3a T3b-T4a T4b
Ultrasound (N = 250) (n = 95) (n = 86) (n = 69)
Metastasis detection rate, % 12.8 6.3 5.8 304
False-positive rate, % 0.8 1.1 0 14
Sensitivity, % 80.0 66.7 62.5 91.3
Specificity, % 99.0 98.8 100 97.8
Positive-predictive value, % 94.1 85.7 100 95.5
Negative-predictive value, % 96.3 96.6 96.3 95.7
Likelihood ratio 84.0 57.3 42.0
Accuracy, % 96.0 95.8 96.5 95.7
cT* (N = 95) (n = 50) (n = 45)
Metastasis detection rate, % 84 4.0 133
False-positive rate, % 11.6 14.0 8.9
Sensitivity, % 100 100 100
Specificity, % 87.4 85.4 89.7
Positive predictive value, % 42.1 22.2 60.0
Negative predictive value, % 100 100 100
Likelihood ratio 7.9 6.9 9.8
Accuracy, % 88.4 86.0 91.1
PET-CT* (N =61) (n =32 (n =29)
Metastasis detection rate, % 4.9 3.1 6.9
False-positive rate, % 33 6.3 0.0
Sensitivity, % 60.0 100 50.0
Specificity, % 96.4 93.5 100
Positive predictive value, % 60.0 333 100
Negative predictive value, % 96.4 100 92.6
Likelihood ratio 16.8 15.5
Accuracy, % 934 93.8 93.1
Brain MRI (N = 95) (n = 45) (n = 50)
Metastasis detection rate, % 1.1 0 2.0
False-positive rate, % 2.1 44 0
Sensitivity, % 100 100
Specificity, % 97.9 95.6 100
Positive predictive value, % 333 0 100
Negative predictive value, % 100 100 100
Likelihood ratio 47.0
Accuracy, % 97.9 95.6 100

CT, Computed tomography; MRI, magnetic resonance imaging; PET-CT, positron emission tomography-computed tomography.

*CT and PET-CT excluding lymph node metastasis.

lymphoscintigraphy. However, lymph node basin
metastasis is not predictable on the sole basis of
anatomic proximity of a lymphatic area.

The quality and expertise in radiologic imaging
could be center and physician dependent, respec-
tively. Extrapolating our data to other settings should
consider the high-level of expertise in melanoma
imaging of our hospital radiologists and nuclear
medicine physicians.

The time frame of 4 months assigned to determine
whether a test result was true or false positive does
not warrant the result. Low-burden metastatic dis-
ease and slow progressive disease could occur, and
long-term follow-up is needed to confirm the out-
comes of melanoma patients.

This was a protocolized staging system; neverthe-
less, following the guidelines in all of the patients is
not always possible in real clinical practice.
However, the missing imaging tests in patients from
stages T3b and above were further analyzed and
considered to be missing completely at random.

Conclusion

There are currently no consistent or collectively
agreed guidelines concerning the stage-specific use
of imaging studies for patients with melanoma.
Based on our results, the review of the literature,
and extrapolating the results to be compatible with
the new American Joint Committee of Cancer
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classification, we support the following protocol for
staging in melanoma patients.

In all patients from T2b onward, ultrasound
imaging is favored for the assessment of lymph
node metastasis.

In patients with a T3b to T4a tumor, an individ-
ualized decision is advised. It can be discussed that
CT or PET-CT can be performed only in symptomatic
patients. In addition, it can be argued that an initial
staging examination involving CT scans is reason-
able to provide a baseline. This may be particularly
useful during follow-up in case suspicious findings
occur; thus, false-positive scans will be discarded by
being unchanged at follow-up. In patients with stage
T4b, CT or PET-CT are suitable for the detection of
distant metastases or when distant metastases are
clinically detected.

An MRI should be performed depending on the
MDR threshold that one wishes to detect and on the
expected clinical benefit for asymptomatic patients.
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tion. We thank our patients and their families who are the
main reason for our studies; the nurses from the Hospital
Clinic of Barcelona Melanoma Unit: Maria E. Moliner, Pablo
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