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y citogenética
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INTRODUCCIÓN

A lo largo de las últimas décadas se han llevado 
a cabo numerosos esfuerzos para descifrar las ba-
ses moleculares implicadas en el melanoma uveal 
(MU) y su progresión metastásica. A pesar de que 
factores clínicos como el tamaño tumoral y su loca-
lización, o características histopatológicas como el 
tipo celular y su actividad mitótica se han asociado 
a un mayor riesgo de metástasis, los análisis del 
perfil molecular y citogenético del tumor primario 
confieren una mayor precisión a la hora de pronos-
ticar el riesgo de diseminación metastásica. Cono-
cer el perfil molecular del MU favorece un mejor 
manejo del paciente, permite identificar las vías de 
señalización alteradas, y el diseño de nuevas estra-
tegias terapéuticas que mejoren el pronóstico de 
los pacientes con enfermedad metastásica.

Alteraciones genéticas del melanoma uveal

A diferencia del melanoma cutáneo, el MU se 
caracteriza por una baja incidencia mutacional (14,4 
mutaciones/Mb versus 1,3 mutaciones/Mb, respec-
tivamente)(1). El inicio de la transformación maligna 
de los melanocitos que residen en el tracto uveal 
está asociada a la activación de la señalización 
downstream de los receptores ligados a proteínas 
G (GPCR). Más del 90% de los MUs presenta una 
mutación de forma mutuamente excluyente en los 
genes GNAQ o GNA11 principalmente afectando 
al codón G209, menos frecuentemente al codón 
R183, y excepcionalmente al codón G48  (2). Los 
genes GNAQ y GNA11 codifican para la subunidad 
alpha de las proteínas G (Ga) unidas al receptor 
GPCR. En condiciones normales el receptor GPCR 

es inactivado por la GTPasa intrínseca de la subuni-
dad Ga, pero estas mutaciones inhiben la actividad 
GTPasa dando lugar a la activación constitutiva del 
receptor. En los casos en los que GNAQ o GNA11 
no están mutados, se han observado alteraciones 
en CYSLTR2 (4%) o en PLCB4 (2,5%)(3). CYSLTR2 
es un receptor GPCR, cuando su codón L129 se 
ve afectado por una mutación puntual, el receptor 
pasa a estar permanentemente activado  (4). Algo 
similar sucede con el gen PLCB4, que codifica para 
una proteína downstream del receptor GPCR. Mu-
taciones que afecten el codón D630 derivan en 
la activación de vías de señalización downstream 
de este receptor  (3). Las variaciones en GNAQ y 
GNA11 también se han observado en nevus uvea-
les, indicando que son necesarias para el desarrollo 
del MU, pero no suficientes para dar lugar a una 
transformación maligna (5).

Mutaciones secundarias que sí derivan en la 
formación del tumor maligno y en mayor o menor 
medida en su diseminación metastásica, afectan a 
los genes BAP1, SF3B1 y EIF1AX (6). BAP1 está lo-
calizado en el cromosoma 3q21.3, y codifica para 
una proteína con función supresora tumoral que se 
localiza en el núcleo. En línea con el modelo Two-
Hit de tumorigénesis de Knudson, BAP1 está muta-
do en el alelo que persiste en aquellos tumores que 
presentan monosomía del cromosoma 3, derivan-
do en ausencia completa de proteína funcional e 
incrementando el riesgo metastásico (7). De hecho, 
más del 80% de las metástasis del MU retienen úni-
camente el alelo mutado (3).

Las metástasis del MU que no presentan muta-
ciones en BAP1, habitualmente presentan una mu-
tación en SF3B1 o en su defecto en el gen EIF1AX, 
aunque recientemente se ha reportado concurren-
cia de mutaciones en BAP1 y SF3B1  (8). Mutacio-
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nes en SF3B1 resultan en un splicing aberrante 
durante el proceso de traducción, dando lugar a 
proteínas defectuosas o a la degradación del RNA 
resultante  (9). SF3B1 está asociado a disomía del 
cromosoma 3, y al contrario de lo que sucede en 
los tumores deficientes de BAP1 los cuales están 
asociados a la detección temprana de metástasis 
(5 años de media)(7), en el caso de tumores con 
SF3B1 mutado el riesgo de metástasis es interme-
dio, y su manifestación clínica más tardía (8 años 
de media)(10). Mutaciones en EIF1AX alteran la ex-
presión génica, ya que EIF1AX está involucrado en 
el reconocimiento del codón de inicio durante el 
proceso de traducción. Pese a ello, los MUs con 
EIF1AX mutado raramente metastatizan (11).

ALTERACIONES EPIGENÉTICAS  
QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO  
DEL MELANOMA UVEAL

La metilación del DNA es un evento epigenéti-
co que puede dar lugar al silenciamiento de genes 
supresores de tumores o a la activación de onco-
genes. En el MU la hipermetilación del promotor 
del supresor tumoral RASSF1A da lugar a una des-
regulación del ciclo celular (12,13) favoreciendo la 
progresión neoplásica. Así mismo, la metilación del 
promotor de RASEF se ha asociado a la disminu-
ción de la supervivencia en pacientes con MU (14), 
y el silenciamiento epigenético de PTEN a la activa-
ción de señales antiapoptóticas y de proliferación 
celular vía AKT  (15). La metilación del promotor 
de TRAIL, p16INK4a o RAB31 entre otros, son a 
su vez alteraciones frecuentemente descritas en el 
MU (16,17).

La evolución oncogénica del MU también pue-
de estar asociada a la metilación de histonas. Por 
ejemplo, la modificación de la histona H3 mediante 
la trimetilación de su lisina 4 (H3K4m3) tiene como 
consecuencia un aumento de la expresión de HES1, 
un factor de transcripción asociado a incremento 
del riesgo metastásico en el MU (18).

Los microRNAs (miRs) también actúan como 
modificadores epigenéticos, y están involucrados 
en la señalización oncogénica en el MU. Los miRs 
son RNAs no codificantes que regulan la expresión 
génica a nivel post-transcripcional. De entre los 
miRs cuya expresión diferencial ha sido asociada 
al MU, se ha detectado un aumento en la expre-

sión de miR-20a, -125b, -146a, -155 y -223, impli-
cados en la desregulación de la respuesta inmune 
durante el proceso metastásico (19). Otro ejemplo 
es miR-124a, que actúa como supresor tumoral in-
hibiendo el crecimiento, la migración y la invasión 
celular, y que está silenciado epigenéticamente en 
el MU (20). Incremento en la expresión de let-7b, 
miR-199, -143, -193 y -652, se ha asociado a tumo-
res con monosomía del cromosoma 3 y alto riesgo 
metastásico  (21), poniendo de manifiesto que el 
análisis de la expresión diferencial de miRs puede 
ser una herramienta útil en la predicción del riesgo 
metastásico en el MU.

Vías de señalización implicadas en la progresión 
y metástasis del melanoma uveal

La progresión del tumor primario requiere de la 
activación de señales de supervivencia, crecimien-
to celular y proliferación. En la mayoría de los MUs, 
la proteína del RB (retinoblastoma) es funcional-
mente inactiva, debido a la sobreexpresión de la 
proteína Ciclina D1 (65% de los casos), o debido a 
la hipermetilación del promotor CDKN2A (32% de 
los casos), dando lugar a pérdida de la inhibición 
del ciclo celular y permitiendo la proliferación celu-
lar descontrolada (22,23).

En el MU, la activación de las vías de MAPK y 
PI3K/AKT promueven la proliferación autónoma 
de las células tumorales. La activación de la vía de 
RAF/MEK/ERK (MAPK) es debida a las mutacio-
nes en GNAQ y GNA11, aunque en su activación 
constitutiva están implicados otros factores (24). La 
activación de la vía de PI3K/AKT se asocia a la so-
breexpresión de receptores tirosina quinasa (RTK) 
característica de los MUs. c-Met está expresado en 
el 98% de los tumores primarios  (25), IGF-1R en 
más del 90% (26), y c-Kit en el 75% (27). Además de 
promover la proliferación celular, la desregulación 
de la vía de PI3K/AKT debido a la pérdida de fun-
ción de su inhibidor PTEN, resulta en la inhibición 
de la apoptosis celular favoreciendo la progresión 
del MU (28) (fig. 1). Por otro lado, VEGF (vascular 
endotelial growth factor) está presente en el 94% 
de los tumores primarios y el 37% de las metásta-
sis (29), viéndose favorecida la progresión tumoral 
y metastásica mediante la angiogénesis sostenida.

En el MU las capacidades migratorias e invasi-
vas de las células metastásicas están mediadas por 
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la adquisición de la EMT (pseudo-transición epite-
lio mesénquima), la activación de las vías de KRAS, 
beta-catenina, y la sobreexpresión de MMPs (me-
taloproteinasas de matriz extracelular)(30-32). Las 
células tumorales circulantes utilizan la señalización 
mediada por citocinas para anidar de forma espe-
cífica en órganos secundarios (33). El MU muestra 
un patrón de metástasis órgano-específico, dise-
minando hacia el hígado en más del 90% de los 
casos (34). En el caso del MU, la expresión de los 
receptores IGF-1R, c-Met o CXCR4, favorecería la 
migración de las células tumorales hacia el híga-
do, el cual expresa elevados niveles de sus res-
pectivos ligandos IGF-1, HGF y CXCL12 (35,36). La 
subsecuente activación de las vías de señalización 
MAPK y AKT promovería la supervivencia y prolife-
ración celular  (36), requisitos indispensables para 
que se lleve a cabo la colonización del órgano se-
cundario.

ALTERACIONES GENÉTICAS EN EL 
PRONÓSTICO DE RIESGO METASTÁSICO

Existen diferentes herramientas que ayudan a 
predecir el riesgo de metástasis en el MU. La cla-
sificación del TCGA (The Cancer Genome Atlas) se 
basa en datos genéticos, epigenéticos y citogené-
ticos para dividir los tumores primarios del MU en 
cuatro subgrupos de riesgo (37). Los grupos A y B 
(también conocidos como clase 1A y clase 1B), es-
tán asociados a un riesgo bajo (A) o intermedio (B) 
de desarrollar metástasis, con mayor supervivencia 
de los pacientes. Los tumores del tipo A y B se ca-
racterizan por disomía del cromosoma 3 y ganancia 
del cromosoma 6p, y difieren en que los tumores 
de tipo A presentan EIF1AX mutado, mientras que 
los del tipo B presentan ganancia parcial del cro-
mosoma 8q y SF3B1 mutado (3,37). Los tipos C y 
D (también conocidos como clase 2A y clase 2B) se 

Fig. 1: Vías de señalización y factores involucrados en la oncogénesis del melanoma uveal. Las mutaciones en GNAQ/11 
activan la vía de señalización de MAPK (en verde), JNK/YAP (en azul), beta-catenina a través de ARF6 (en lila), y la señalización 
dependiente de calcio a través de PLCB4. Los receptores tirosina quinasa (RTKs) estimulan la vía de MAPK y AKT (en rojo).



356

Melanoma uveal. Bases moleculares y citogenética4.9

asocian a alto riesgo metastásico. En ambos casos 
los tumores se caracterizan por monosomía del cro-
mosoma 3, pérdida de expresión de BAP1, y ganan-
cia del cromosoma 8q. La diferencia entre ambos 
grupos reside en que el número de copias del cro-
mosoma 8q es mayor en el tipo D, y adicionalmente 
existe pérdida del cromosoma 6q (38) (fig. 2).

Además de las alteraciones génicas y cromo-
sómicas típicas del MU, PRAME se ha identificado 
como un marcador independiente de pronóstico 
en la diseminación metastásica  (39). De entre los 
tumores de menor riesgo metastásico, la expresión 
de PRAME se ha asociado a los del tipo B, mientras 
que entre los que mayor riesgo metastásico su ex-
presión se ha asociado a los del tipo D.

TÉCNICAS MOLECULARES DE RUTINA  
CON APLICACIÓN EN EL MELANOMA UVEAL

En el MU  existen una serie de indicadores de 
pronóstico de carácter molecular que permiten es-
tratificar a los pacientes en grupos de riesgo me-
tastásico y, por lo tanto, realizar un seguimiento 

estratégico de aquellos con pronóstico desfavora-
ble. Debido a ello surgió la necesidad de utilizar 
métodos de rutina en los laboratorios de Patología 
Molecular, que ofrecieran información sobre dichos 
indicadores.

A continuación, se comentarán las principales 
técnicas que están implantadas en los departamen-
tos de Anatomía Patológica y que pueden tener apli-
cación en el análisis molecular de muestras de MU.

Técnicas de rutina para la detección  
de alteraciones citogenéticas en MU

Hibridación in situ fluorescente (FISH)

La hibridación in situ fluorescente (FISH) utiliza 
sondas de oligonucleótidos marcadas con fluoro-
cromos que hibridan sobre secuencias diana y por 
lo tanto permite detectar cambios cromosómicos 
numéricos (aneuploidías) o estructurales (transloca-
ciones e inversiones). Sus principales ventajas están 
relacionadas con su aplicación sobre núcleos en in-
terfase, y además, está ampliamente implementa-

Fig. 2: La adquisición secuencial de alteraciones genéticas y citogenéticas en el melanoma uveal define el riesgo de me-
tástasis. Mutaciones iniciales en GNAQ/11, CYSLTR2 o PLCB4 se acompañan de mutaciones y alteraciones cromosómicas 
secundarias estratificando los melanomas uveales en cuatro grupos según su riesgo metastásico, siendo el riesgo en A 
bajo, B intermedio y C/D alto.
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da en la mayoría de los laboratorios de Patología 
Molecular, permitiendo el uso de material de archi-
vo fijado en formol e incluido en parafina (fig. 3).

La monosomía del cromosoma 3 se puede iden-
tificar mediante el uso de una sola sonda centromé-
rica, pero esta estrategia puede no ser eficaz para la 
detección de deleciones parciales, es decir aquellas 
que afectan solo a regiones pequeñas localizadas 
en alguno de los dos brazos cromosómicos (3p o 3q)
(40). Una de las posibles soluciones a este problema 
es optar por utilizar más de una sonda que hibride 
en cada uno de los brazos cromosómicos. Recien-
temente se ha publicado acerca de la importancia 
de las deleciones parciales de la región del cromo-
soma 3 que contiene al gen BAP1 (3p21.31-p21.2) 
y cómo estos pacientes pueden tener una supervi-
vencia reducida frente a los pacientes con monoso-
mía 3 sin alteraciones de BAP1 (41).

Al utilizar esta técnica también se debe tener en 
cuenta que existe una variabilidad significativa en-
tre grupos de diferentes centros, debida a la subje-
tividad en el análisis de los resultados por parte del 
observador, y a la ausencia de una guía consenso 
sobre el número de núcleos a contar ni en el esta-
blecimiento de un punto de corte a partir del cual 
se considere que la muestra presenta una alteración 
determinada. A todo esto, hay que añadir el hecho 
de que es complicado abordar el análisis de aneu-
ploidías en varios cromosomas simultáneamente.

Análisis de microsatélites

El análisis de microsatélites (MSA) se ha utilizado 
a menudo para determinar la monosomía del cro-
mosoma 3 con fines pronósticos. Los microsatélites 
corresponden a un tipo particular de polimorfismo 
del ADN: son secuencias repetitivas, repartidas a 

lo largo del genoma y de tamaño distinto entre di-
ferentes individuos. Esto se traduce en un elevado 
grado de heterocigosidad en la población general 
y provoca que cada individuo presente dos alelos 
de distinto tamaño en la mayoría de los marcadores 
analizados.

El estudio citogenético se lleva a cabo median-
te la utilización de  cebadores de la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa (PCR) marcados con fluo-
rescencia, que amplifican una serie de marcadores 
repartidos a lo largo del cromosoma que se quiere 
analizar. Una vez amplificados, se realiza un análisis 
del tamaño de los fragmentos obtenidos median-
te electroforesis capilar. Este estudio se realiza en 
paralelo en la muestra tumoral y en la muestra de 
tejido normal del mismo individuo (habitualmente 
sangre periférica) y, de esta manera, se puede de-
tectar la pérdida de heterocigosidad (LOH) en el 
tumor al perder uno de los dos alelos presentes en 
el tejido normal (fig. 4).

Entre las ventajas del MSA está la posibilidad 
de detectar la homocigosidad adquirida (isodiso-
mía) del cromosoma 3 (43), que está presente en un 
5-10% de los casos. En estos se produce la pérdida 
de una copia del cromosoma 3 y se duplica la copia 
restante, siendo funcionalmente equivalente a una 
monosomía y que no es detectable por técnicas 
como la FISH.  Además, este análisis nos permite 
detectar deleciones parciales si tenemos la región 
de estudio bien cubierta por microsatélites.

Por otra parte, entre los inconvenientes que pre-
senta esta técnica podemos destacar que la detec-
ción de monosomía puede verse afectada por la 
heterogeneidad tumoral, que no resulta adecuada 
para estudiar ganancias cromosómicas y solo per-
mite analizar un número limitado de marcadores 
simultáneamente.

Amplificación de sondas multiplex dependiente 
de ligación (MLPA)

En 2002 MRC Holland desarrolló la técnica del 
MLPA (Multiple ligation probe amplification) como 
un método de detección de variaciones en el nú-
mero de copias tanto de cromosomas completos 
como de exones individuales (44). El MLPA es una 
técnica de PCR multiplex simple que utiliza un solo 
par de cebadores para amplificar hasta 60 son-
das, cada una con una longitud y una diana única.  

Fig. 3: Hibridación in situ fluorescente (FISH). A. Núcleos 
que muestran pérdida de la región del cromosoma 1p 
(flechas). B. Núcleos que muestran ganancia del gen 
MYC, localizado en la región cromosómica 8q24 (flechas).

A B
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Los amplicones de PCR se marcan con fluorescen-
cia y se separan y cuantifican mediante electrofore-
sis capilar. En este caso se necesita comparar el pa-
trón de picos resultante de la muestra tumoral con 
un grupo de muestras de referencia que se analizan 
conjuntamente. Existe un ensayo comercial especí-
fico para MU (SALSA MLPA Probemix P027 Uveal 
melanoma, ©MRC Holland) (fig. 5) que permite de-
tectar, en un sólo análisis, alteraciones en el número 
de copias de los cromosomas 1, 3, 6 y 8 (45). Esta 
técnica posee algunas ventajas frente a otras que 
permiten analizar simultáneamente varias regiones 
cromosómicas, como los arrays-CGH, ya que se tra-
ta de una técnica sencilla, rápida y de bajo coste, y 
que requiere una menor cantidad de ADN, siendo 
especialmente útil en muestras pequeñas. Además, 
utiliza equipos que son accesibles para la mayoría 
de los laboratorios de Patología Molecular.

Como inconveniente principal cabe destacar que 
los resultados obtenidos pueden verse afectados por 
cambios en la secuencia específica de ADN donde 
se une la sonda del MLPA, provocados por la presen-
cia de una mutación o de una variante polimórfica.

Técnicas de rutina para la detección  
de mutaciones en genes implicados  
en el desarrollo del melanoma uveal

Como se ha comentado anteriormente, la de-
tección de mutaciones en los genes EIF1AX (pre-
sente en aproximadamente el 15% de los casos de 
MU), SF3B1 (25%) y BAP1  (50%) tiene implicación 
pronóstica y determina tres categorías de riesgo de 
desarrollar enfermedad metastásica (riesgo bajo, 
medio y alto, respectivamente).

Fig. 4: Caso de MU que muestra pérdida del cromosoma 3 utilizando en el análisis 8 microsatélites informativos. Se mues-
tra pérdida de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 3 entero, al comparar para cada marcador la pérdida alélica en las 
células del tumor indicado mediante flechas con una muestra de sangre periférica del mismo individuo. Los marcadores 
utilizados fueron seleccionados del panel ABI PRISM® Linkage Mapping Set (Applied Biosystems), visualización de los 
alelos mediante el programa GeneMarker v3.01 (SoftGenetics). El idiograma cromosómico con los marcadores analizados 
se obtuvo mediante karyoploteR (42), se indica mediante rectángulo azul las zonas delecionadas.
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Por otra parte, existen una serie de mutacio-
nes activadoras de los genes de la vía de señaliza-
ción de los receptores acoplados a proteínas Gα q 
(GPCR), cuya presencia no ha sido relacionada con 
el pronóstico. El 92% de los casos de MU, presentan 
mutaciones en GNAQ o GNA11 (de manera exclu-
yente) y el 2% y 4% mutaciones en los genes PLCB4 
y CYSLTR2. En este caso, la detección de estas mu-
taciones ayuda a caracterizar el tumor y es útil para 
validar los resultados de las pruebas moleculares, 
especialmente en muestras donde se obtiene muy 
poco material y falta la correlación histopatológica 
(como en las muestras que provienen de punciones 
de aguja previas a la braquiterapia) (fig. 6).

Secuenciación de primera generación

La técnica de secuenciación de primera genera-
ción, o secuenciación Sanger (46) ha sido aplicada 
con éxito en la detección de mutaciones en los ge-
nes de interés implicados en el MU. En la actualidad, 
dicha técnica se basa en la amplificación del ADN 

mediante PCR y en la utilización de dideoxinucleó-
tidos (ddNTPs) fluorescentes terminadores que se 
analizan en un secuenciador mediante electroforesis 
capilar. Como resultado se obtiene un cromatogra-
ma o electroferograma de la secuencia estudiada.

Fig. 5: Amplificación de sondas multiplex dependiente de ligación (MLPA). Análisis mediante el software Coffalyser (©MRC 
Holland), mostrando la pérdida completa del cromosoma 3 y la ganancia del brazo corto del cromosoma 6 (+6p).

Fig. 6: Dispositivo para obtener muestra para estudio 
molecular de MU (citogenética y mutaciones) mediante 
punción de aguja.
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Existen otras variantes más recientes, como la 
pirosecuenciación, que se basa en el principio de 
secuenciación por síntesis y proporciona resultados 
cuantitativos. En este caso la incorporación de los 
nucleótidos está acompañada por la liberación de 
grupos pirofosfato (PPi), en presencia de ATP sul-
furilasa y luciferasa generando una señal lumino-
sa que es proporcional al número de nucleótidos 
incorporados y que se visualiza como un pico en 
el pirograma (fig. 7). Esta técnica resulta práctica, 
rápida y de costos reducidos para estudiar genes 
en los que se producen mutaciones puntuales (que 
afectan a un nucleótido) y que se concentran en 
unos pocos codones (hotspots).

Entre los inconvenientes de la secuenciación de 
primera generación destacan: la calidad del DNA 
obtenido a partir de material de archivo fijado en 
formol e incluido en parafina, que el estudio se 
debe realizar de manera secuencial  (o sea que el 
análisis de cada gen se debe abordar de manera in-
dividual), y que la secuenciación de hotspots pue-
de obviar mutaciones poco frecuentes que afectan 
a otras regiones del mismo gen.

Como podemos ver en las figuras 8 y 9 los ge-
nes GNAQ, GNA11, SF3B1 y EIF1AX, presentan 
unos pocos hotspots mutacionales, mientras que 
en el caso del gen BAP1, las mutaciones se en-
cuentran repartidas a lo largo de toda la secuencia 
del gen.

En resumen, la necesidad de analizar la secuen-
cia de varios genes (a nivel de hotspot o de se-
cuencia completa) para caracterizar el tumor y es-
tablecer el pronóstico del paciente puede resultar 
laborioso y poco costo-eficaz utilizando técnicas de 
secuenciación de primera generación.

Secuenciación de nueva generación (NGS)

El desarrollo de las plataformas de secuencia-
ción denominadas de alto rendimiento o de nueva 
generación (Next-Generation Sequencing o NGS) 
han permitido la secuenciación de forma masiva 
y en paralelo de millones de fragmentos de ADN 
en un único proceso. Frente a los sistemas clásicos 
de secuenciación, la NGS ofrece un mayor rendi-
miento y sensibilidad. Existen varias plataformas de 
secuenciación que se diferencian entre ellas por la 
técnica empleada para la preparación de las libre-
rías y en la química utilizada para la propia secuen-
ciación (47).

Las dos plataformas de secuenciación masiva 
que han tenido más éxito en su distribución en el 
ámbito hospitalario de diagnóstico molecular, han 
sido comercializadas por las compañías de Ther-
moFisher e Illumina. En concreto las plataformas 
tipo Ion Torrent™ (ThermoFisher) funcionan con 
secuenciadores que utilizan chips semiconducto-
res. Durante la síntesis de la secuencia de ADN, 
cada vez que se incorpora un nuevo nucleótido a la 
cadena, se libera un protón (H+), lo que modifica el 
pH. La detección de estos cambios de pH es lo que 
permite determinar la secuencia.

Por otro lado, los secuenciadores de Illumina se 
basan en la síntesis de ADN, a través de la termi-
nación cíclica reversible: se incorporan nucleótidos 
terminadores marcados con fluorescencia que son 
retirados para que se pueda continuar con la sínte-
sis. Este proceso tiene lugar sobre un soporte físi-
co denominado Flow cell. El secuenciador capta la 
fluorescencia emitida durante la síntesis del ADN 
en forma de imágenes a través de canales ópticos 
de las cámaras LED.

Fig. 7: Pirogramas característicos de muestras de MU 
con mutaciones en GNAQ (A y B), en GNA11 (C) y en 
SF3B1 (D). Los cambios en la secuencia se indican con 
flechas azules, hacia abajo reducción del nucleótido de la 
secuencia normal y hacia arriba el aumento del nucleóti-
do de la secuencia mutada.
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Hoy en día las técnicas de NGS nos permiten 
secuenciar: 1. El genoma completo (regiones co-
dificantes y no codificantes), 2. El exoma completo 
(solo regiones que codifican para proteínas) y 3. 
Paneles de genes dirigidos (selección de genes de 
interés enteros o solo hotspots). Son precisamente 
estos últimos los que han demostrado ser de gran 
utilidad en el estudio integral de los tumores al 
combinar la secuenciación de ADN o/y RNA, pu-
diendo dar información sobre mutaciones, altera-
ciones en el número de copias o fusiones y reorde-
namientos génicos (fig. 10).

Una de las principales ventajas que ofrece la 
NGS es la posibilidad de diseñar paneles especí-
ficos que contengan los genes más relevantes en 

MU y que simultáneamente ofrezcan información 
completa sobre las alteraciones cromosómicas (48). 
Además, cuenta con la posibilidad de aumentar o 
modificar los genes de interés que contiene el pa-
nel en función de los conocimientos disponibles en 
ese momento.

Entre los inconvenientes a destacar, está el 
hecho de que esta tecnología no siempre está 
disponible en todos los centros, ya que los equi-
pos son caros y se requiere de soluciones infor-
máticas para el análisis de los resultados de la 
secuenciación. Además, existen pocos paneles 
con marcaje IVD (In Vitro Diagnostic Medical De-
vices), por lo que se requiere de un proceso de 
validación técnica.

Fig. 8: Representación gráfica de la distribución de mutaciones puntuales de los genes GNAQ (A) y GNA11 (B) en 
MU utilizando la base de datos COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/) y la aplicación web ProteinPaint, https://
pecan.stjude.org/proteinpaint/. Las mutaciones en GNAQ y GNA11 se presentan de manera mutuamente excluyente y 
afectan casi en su totalidad al codón Q209 (exón 5). En un porcentaje menor de los casos el codón afectado es el R183 
(exón 4).
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Fig. 9: Representación gráfica de la distribución de los distintos tipos de mutaciones en los genes SF3B1 (A), BAP1 (B) 
y EIF1AX (C) en MU utilizando la base de datos COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/) y la aplicación web Pro-
teinPaint, https://pecan.stjude.org/proteinpaint/. En el gen SF3B1 el codón R625 (exón 14) concentra la mayoría de las 
mutaciones missense, y en EIF1AX se localizan en el exón 1 y 2. En BAP1 las mutaciones se encuentran repartidas a lo 
largo de todo el gen.
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MENSAJES CLAVE A RECORDAR

•  Las mutaciones en GNAQ, GNA11, CYSTLR2, PLCB4, BAP1, SF3B1 y EIF1AX están implicadas en el desarrollo 
del MU.

•  La metilación del DNA, la modificación de histonas y los miRNAs son alteraciones epigenéticas que favorecen 
la evolución oncogénica del MU.

•  Las vías de señalización aberrantes MAPK y AKT están involucradas en la progresión del MU y su metástasis.
•  Existen diferentes aproximaciones para el análisis de las alteraciones moleculares ligadas a MU.
•  Las nuevas técnicas moleculares permiten un estudio integrado tanto de las alteraciones citogenéticas como 

de las mutaciones, las cuales resultan determinantes para predecir el pronóstico del paciente y poder realizar 
un seguimiento individualizado dentro de lo que representa la medicina de precisión.

Fig. 10: Perfil obtenido por NGS (Action OncoKitDx, Imegen) de tumor de MU, mostrando monosomía del cromosoma 3 
entero e isocromosoma 8q (pérdida del brazo corto del cromosoma y duplicación del brazo largo). Las pérdidas se indican 
mediante barras horizontales azules y la ganancia con barras en color rojo.
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