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LOS PACIENTES CON MUTACIONES DEL GEN BRAF
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RESUMEN

La mitad de los pacientes con melanoma avanzado o
metastdsico involucran mutaciones del gen BRAF. Esta
mutacién puntual es referida generalmente como BRAF
V600. El objetivo es definir los patrones de mutacién
del BRAF de los pacientes con melanoma de nuestra
poblacién. METODO: Investigacién de casos, descriptiva
y transversal. La muestra fue no probabilistica de 20
pacientes, evaluados en el periodo de mayo de 2013-2014.
RESULTADOS: La edad fue 52 +15 DE aifios; con un
Breslow de 7 mm con DE 4 mm, la sobrevida fue de 5 + 4
meses; el 55 % sexo masculino. La variedad histolégica
mas frecuente fue la nodular (45 %). E1 55 % de los casos
tuvo ulceracién. Los estadios mds frecuentes fueron IIIb
(30 %) y IlIc (30 %), solo 3 pacientes (15 %) en estadio I'V.
La edad result6 estadisticamente significativa (P = 0,009)
evidenciando que el grupo de pacientes con la mutacién
tuvo 44 + 12 afios; y los no mutados 61 + 13 afios. El
Breslow resulté menor en pacientes con la mutacién. Las
modalidades de tratamiento registradas fueron cirugia en
el 90 % de los pacientes, un 60 % recibi6 interferon, 45 %
ipilimumab y 15 % vemurafenib. No hubo seguimiento
del cumplimiento del tratamiento. CONCLUSION: La
mutacién BRAF fue de 50 %. Los datos son similares a los
publicados a nivel mundial, incluyendo las caracteristicas
clinicas e inclusive las histolégicas inherentes al tumor.
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SUMMARY

The half of patients with advanced or metastatic melanoma
has mutations of the BRAF gene. This mutation is referred to
asthe BRAFV600. The aimis to define the BRAF mutation
patterns of the patients with melanoma of our population.
METHOD: Case study, descriptive and cross sectional.
The sample was non probabilistic of 20 patients, evaluated
in the period of May 2013 to 2014. RESULTS: The age
was 52 + 15 years; with a Breslow of 7 mm with SD of 4
mm, the survival was 5 + 4 months; 55 % were male. The
most frequent histological variety was the nodular (45 %).
The 55 % of cases had ulceration. The most frequent stages
were the IIIb (30 %) and the Illc (30 %), only 3 patients
(15 %) in stage IV. The age was statistically significant
(P = 0.009), showing that the group of patients with the
mutation had 44 + 12 years; and those not mutated 61 +
13 years. The Breslow was lower in patients with the
mutation. The treatment modalities registered were surgery
in 90 % of the patients, 60 % received interferon, 45 %
ipilimumab and 15 % vemurafenib. There was no follow-
up of compliance with the treatment. CONCLUSIONS:
BRAF mutation was 50 %. The data are similar to those
published worldwide, including the clinical and even the
histological characteristics inherent to the tumor.

KEY WORDS: Melanoma, advanced, metastatic, BRAF
mutation, target therapies.
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INTRODUCCION

I melanomaen estadios avanzados
tiene un prondstico sombrio y
puede ser casi completamente
resistente a las modalidades
de tratamiento disponibles de
quimioterapia. El descubrimiento en 2002 de
las mutaciones activadoras del BRAF serina/
treoninakinasa (oncogén homoélogo v-raf murino
de sarcoma viral B1) en aproximadamente 50
% de los melanomas, dio inicio a una secuencia
de eventos en trabajos experimentales con
terapias target, lo cual llevd, luego de 10 afios,
al reconocimiento y aprobacién de la FDA para
uso de ciertas drogas como el vemurafenib @,

En melanoma, la prevalencia estimada de
mutacién del BRAF oscila entre 30 % a 70 %.
El ensayo clinico reportado con mayor nimero
de pacientes con mutaciones del BRAF V600OE
contemplé un 50 %. Es importante destacar,
que las mutaciones del BRAF son mds notorias
en un subgrupo de pacientes con melanoma,
cancer de tiroides y colon. Existe una fuerte
correlacién inversamente proporcional entre la
edad y la probabilidad de mutaciones del BRAF
en melanoma, mientras que es directamente
proporcional en el cancerdetiroides. En pacientes
con melanoma, las mutaciones del BRAF son de
lesiones con exposicién intermedia a los rayos
solares, como las de tronco y extremidades, por
el contrario,los melanomas de piel crénicamente
expuestaal sol olos de areas sin exposicion solar,
tienen una baja incidencia de mutaciones .

El estudio de las mutaciones puntuales, en
este caso del BRAF, permiten conocer de forma
indirecta, la posibilidad de tratamiento de un
grupo de pacientes con diagndstico de melanoma
enestadios avanzados,y asu vez pueden funcionar
como factor prondstico. El BRAF se considera
actualmente un blanco o diana importante en
el tratamiento del cancer, en parte porque esta
presente en el 7 % de los pacientes afectados y
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también porque representa la primera moléculade
sefializacion intracelular activada por mutaciones
puntuales para las cuales la terapia con agente
unico pareciera tener eficacia . El tratamiento
para el melanoma ha tenido una progresion
lenta en las ultimas tres décadas, aunque en
otros canceres han habido avances importantes
en cuanto a terapias citotéxicas y target. Sin
embargo, en melanoma, la quimioterapia
citotéxica tiene severas limitaciones, no mejora
de forma convincente la historia natural de la
enfermedad metastdsica, y no tiene rol definido
en el escenario del tratamiento sistémico ©@. El
tratamiento con citoquinas tiene un nicho en
ambos dmbitos, pero solo confiere un beneficio
modesto a un grupo seleccionado de pacientes y
bajo un costo elevado de toxicidad. Todo esto,
aunado al creciente entendimiento de las rutas de
sefializacién y de cémo su red puede adaptarse
a la inhibicién del BRAF o de la actividad
mitogénicadependiente de proteinaquinasa, sera
el punto de investigacion de regimenes basados
en combinaciones racionales @,

En 2010 se llevaron a cabo tres ensayos
clinicos: el primero, de fase I, para tumores
sélidos, incluyendo cancer colorrectal ®, un
segundo ensayo de fase II para melanoma
metastasico ®; y un tercer estudio de fase
IIT (BRIM3), comparando vemurafenib
con dacarbazina en pacientes con melanoma
metastdsico sin tratar ¢7 que arrojo resultados
iniciales positivos, confirmados en 2012 con
mas datos ®.

En décadas pasadas, las mutaciones de
varios oncogenes tales como el BRAF, NRAS,
KIT, GNAQ y QNAC 11, ente otros, se han
identificadoen pacientes con melanoma. Detodas
estas, definitivamente la mutacion del BRAF ha
sido la mas frecuente . Aproximadamente la
mitad de los pacientes con melanoma avanzado
ometastisico involucran mutaciones del mismo.
La gran mayoria de las alteraciones del BRAF
presentan cambios o sustitucién en la posicion
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600 de la valina. Esta mutacién puntual es
referida generalmente como BRAF V600
19 BRAF codifica para una proteina quinasa
de serina/treonina del receptor del factor de
crecimiento epidérmico, y de la familia RAS
de las proteinas G “" los cambios del amino
4cido V600 lleva a un cambio conformacional
resultando en una actividad constitutiva de
quinasa y la fosforilacién de objetivos cascada
abajo. Aproximadamente 85 %-90 % de las
mutaciones del BRAF V600 resultan de la
sustitucién de valina por 4cido glutdmico (BRAF
V600E) 92,

Con el advenimiento de las terapias target
se ha incrementado el interés en el potencial
terapéutico sobre alteraciones genéticas
especificas entre los distintos tipos subclinicos
de melanoma. Los cuatro subtipos descritos
recientemente son: melanomas no expuestos
crénicamente al sol; melanomas en piel sin dafio
crénico foto inducido, melanomas en piel con
dafio crénico foto inducido (traducido por la
presencia de elastosis marcada); acral: palmar,
plantar, lecho ungueal, y melanoma mucoso “?.

METODO

El estudio es una investigacion de casos,
descriptiva y transversal. La poblacién estuvo
comprendida por los pacientes con diagndstico
de melanoma que ingresaron al servicio. La
muestra fue no probabilistica y de seleccion
intencional de 20 pacientes de cualquier género,
enestadios de laenfermedad III,IV o en estadios
precoces que hayan presentado progresion de
la enfermedad una vez que fueron tratados
inicialmente; y evaluados en el periodo de mayo
de 2013 a mayo de 2014.

CRITERIOS DE INCLUSION
Pacientes con melanoma en estadios precoces
que hayan progresado ya sea bajo tratamiento o

en observacion.
Pacientes con melanoma en estadios II1 y I'V.
Pacientes que hayan recibido cualquier linea
de tratamiento.
CRITERIOS DE EXCLUSION
Pacientes con melanoma sin tratamiento o
tratados en otra institucién.

PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

Una vez seleccionados los pacientes
cumplidos los criterios de inclusién y aceptado
el consentimiento informado delainvestigacion,
se procedié a evaluar las muestras de tejido
disponibles parabiopsia, precisando si se trataba
del tumor primario o de una lesién metastésica.
Unavez cumplido esto, se confirmé la calidad de
la muestra y se envié en conjunto con la [dmina
portaobjetos, el consentimiento informado y el
informe de labiopsia coloreada por hematoxilina/
eosina e inmunohistoquimica realizados,
directamente al laboratorio de biologia molecular,
el cual,cuentacon laautorizacién de laFDA para
aplicacion de la tecnologia COBAS.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se calcul6 el promedio y la desviacién
estandar de las variables continuas; en el caso
de las variables nominales, se calculé sus
frecuencias y porcentajes.

Los contrastes de las variables continuas entre
grupos se realizaron con la prueba t de Student
para muestras independientes; en el caso de las
variables nominales, se aplicé la prueba Chi-
cuadrado de Pearson.

Los datos fueron procesados con JMP-SAS
11, se consider6 un valor estadisticamente
significativo si P < 0,05.

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se muestran las variables
recogidas
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Cuadro 1. Caracteristicas de la muestra de los
pacientes con diagndstico de melanoma

Variables Estadisticos %
N 20

Edad (afios) 52+ 15

Breslow (mm) 7+3

Sobrevida (meses) 5+4

Sexo

Masculino 11 550
Femenino 9 45,0
Tipo histolégico

Acral 8 40,0
Extension superficial 2 10,0
Nodular 9 45,0
No especificado 1 5,0
Ulceracion

Ulcerado 11 550
No ulcerado 9 450
Regién anatémica

Antebrazo 1 50
Area pectoral 1 50
Cuello 2 10,0
Cuero cabelludo 2 10,0
Muslo 1 50
Pared costal 1 5,0
Primer dedo de la mano 1 5,0
Primer dedo del pie 2 100
Regién lumbar 1 50
Regién poplitea 1 5,0
Regién pre-esternal 1 5,0
Surco mamario 1 50
Talon 2 10,0
Tercer dedo de la mano 1 5,0
Tercer dedo del pie 2 10,0
Estadio

IIa 1 5,0
IIb 4 20,0
IIIb 6 30,0
Ilc 6 30,0
v 3 15,0

En el Cuadro 2 se muestra la relacion de la
mutacion BRAF respecto a las variables del
estudio.
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Cuadro 2. Relacién de la mutacién BRAF y las
variables del estudio

Variables Mutacion BRAF % % P
n Si (10) No (10)
Edad (afios) 44+12 6113 0,009

Breslow (mm) 6 +2 8+4 0,285
Sexo

1,000
Masculino 6 60,0 5 50,0
Femenino 4 40,0 5 50,0
Tipo histolégico
0,475
Acral 5 50,0 3 30,0
Extension
superficial 1 10,% 1 10,0
Nodular 3 30,0 6 60,0
No especificado 1 10,0 0 0,0
Estadio
0,675
IIa 0 0,0 1 10,0
IIb 3 30,0 1 10,0
IIIb 3 30,0 3 30,0
IIIc 3 30,0 3 30,0
v 1 10,0 2 20,0

Laedadresulté estadisticamente significativa
(P = 0,009) evidenciando que el grupo de
pacientes con la mutacién tuvo un rango de
edad comprendido entre 44 mds o menos 12
afnos; mientras que los no mutados (wild type)
mostraron una edad promedio de 61 mas o menos
13 afios, esto puede evidenciarse en la Figura 1.

En cuanto al sexo, 6 varones y 4 pacientes
del sexo femenino presentaron la mutacion;
mientras que en los no mutados; hubo un 50 %
de hombres y un 50 % para el sexo femenino;
No se evidencié diferencias entre sexo (P =
1,000). El Breslow resulté menor en pacientes
con la mutacion, oscilando entre 6 mm *= 2
mm de espesor, mientras que los no mutados
midieron 8§ mm +4 mm; pero no fue significativo
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Figura 1. Relacién entre la edad de los pacientes y
la mutacién del gen BRAF.
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estadisticamente (P=0,285). El tipo histolégico
que se repitidé con mayor frecuencia fue el
acral en 5 pacientes (50 %) y el nodular en 3
pacientes (30 %), pero no se relacioné tampoco
con la presencia de la mutacién (P = 0,475).
Los estadios de la enfermedad que presentaron
relacion con el BRAF mutado fueron el IIB, I1I1B
y HIC (30 % cada uno), y el IV con 10 %, no
tuvo significancia estadistica (P = 0,675). Las
modalidades de tratamiento registradas fueron
cirugia en el 90 % de los pacientes, a pesar
de tratarse de casos de enfermedad avanzada,
inclusive metastasico, debido a que en algunos
casos hubonecesidad de reducirel tumor primario
porulceraciény sangrado anemizantes del mismo
(2 casos de estadio IV). Las otras modalidades
de tratamiento incluyeron la administracién de
bio-quimioterapia y terapias target, un 60 %
recibié interferén, 45 % ipilimumab y 15 %
vemurafenib (Figura 2).

90,0

00

20,0

400

60,0 80,0 100,0

% de pacientes

Figura 2. Distribucién de los pacientes con diagnéstico de melanoma en estadios avanzados segun tipo de

tratamiento.
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No hubo seguimiento del cumplimiento del
tratamiento. La presencia de la mutacion BRAF
tuvo igual distribucién (50 %) que su tipo no
mutado en la poblacién estudiada.

DISCUSION

La prevalencia de mutaciones en el codon
600 de BRAF en pacientes con melanoma va de
entre 40 % y 60 %. En nuestra investigacion,
encontramos un 50 % (n=10) de pacientes
portadores de la mutacion, coincidiendo en la
cifra con otros autores @. Las mutaciones mas
prevalentes en melanoma son BRAF V600E
(sobre el 80 %) y BRAF V600K (5 %-30 %);
otras mutaciones son raras, aun cuando se han
identificado mdas de veinte. En el ensayo de
fase 2 de vemurafenib, 8 % de los pacientes
tenia melanoma BRAF V600K. La habilidad
de detectar la mutacion BRAF V600K también
difiere de acuerdo a los métodos usados para
probar la mutacién. La prueba de mutacién
COBAS 4800 BRAF V600 (prueba cobas) a
pesar de ser especificamente diseflada para
detectar la mutacion BRAF V600E, detecta
70 % de las mutaciones BRAF V600K y esta
aprobada por la FDA. A diferencia de BRAF
V600E, la frecuencia de BRAF V600K parece
incrementarse con la edad (%,

Adiferenciade los trabajos publicados anivel
mundial, en los cuales se compara la eficacia del
uso de una droga vs., otra, nuestra investigacion
se centr6 en describir las caracteristicas de
los pacientes portadores de la mutacién, tanto
clinicas como demograficas. Porlo tanto,definir
qué evidenciamos a un grupo etario portador de
la mutacion que oscila entre 44 afios a diferencia
del grupo de los no mutados con 61 afios, tuvo
significancia estadistica (P=0,009); infiriendo
que los pacientes mas jévenes son mas propensos
a ser portadores de la mutacion; coincidiendo
con la literatura, en la cual existe una fuerte
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correlacién inversamente proporcional entre la
edad y la probabilidad de mutaciones del BRAF
enmelanoma; no asi paralos pacientes con cancer
de tiroides, en la cual la correlacién se cumple
en forma directa @.

Publicaciones mundiales refieren que
en general ha habido un repunte de casos
importante en la poblacién menor de 50 afios,
la cual constituye hasta el 28 % de la poblacion
afectada (1.

Con respecto al sexo, no evidenciamos
diferencias significativas en cuanto a su
presentaciéon (P=1,000). Sin embargo, el 55 %
(n=11) fueron del sexo masculino. En el trabajo
publicado por Ponti y col., de una muestra de 23
pacientes con lamutacién BRAF, el 56 % fueron
del sexo masculino 9.

En cuanto a la prevalencia anatémica de
aparicién del tumor primario, no conseguimos
reportes en la literatura, sin embargo, existe
una fuerte tendencia a aseverar que la mutacion
aparece en las zonas del cuerpo sin exposiciéon
crénica al sol como el térax y abdomen “®. En
nuestra investigacion las localizaciones fueron
muy variables,con 14 casos en dreas que pueden
considerarse de menor exposicion solar crénica
(pared costal, surco mamario, regién poplitea,
region lumbar) adiferenciade 6 localizaciones en
areas foto expuestas como los dedos de las manos
y antebrazos; y cabeza y cuello; sin presentar
significancia estadistica. Como se menciond
previamente,latendenciarevisadaen laliteratura
es que las mutaciones del BRAF en la poblacién
caucadsica y asidtica son de en areas del cuerpo
con exposicién solar intermedia “72:17),

En la muestra se evidenciaron caracteristicas
histolégicas como el Breslow promedio de 7 mm
(con n=13; 65 % menor de 7 mm), compatible
patolégicamente con un espesor tumoral extenso,
aunado a la ulceracion, en un 55 % de los casos.
Enlos andlisis cruzados, parecieraexistir relacion
entre los tumores con nivel de Breslow menor
y la presencia de la mutacién. Con respecto a
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esto, no existe reporte en la literatura.

Otro hallazgo de la investigacion, fue la
sobrevida global de los pacientes, en este
caso, se tomo el tiempo promedio desde el
momento del diagndstico de melanoma hasta
que fallecieron, observando que fue de 5 meses
con una desviacién estdndar de 4 meses. No fue
objetivo registrar sobrevida libre de progresion,
peroes pertinente mencionar lo trascendental del
ensayo BRIM-3.

BRIM-3 fue un ensayo de fase 3 aleatorizado
que compard el vemurafenib con dacarbazinaen
pacientes con melanoma inoperable, no tratados
previamente de estadio [IlcoI'V que eran positivos
para la mutacion BRAF V600. En los andlisis
iniciales, pre-especificados para los criterios de
valoracién co-primarios para la supervivencia
general y la supervivencia libre de progresion
(30 de diciembre de 2010), el vemurafenib se
asocié conreducciones significativasenelriesgo
de muerte y ya sea para la muerte o la progresién
delaenfermedad,en comparacién adacarbazina.
El beneficio con vemurafenib en comparacién
con dacarbazina se observd a través de los
subgrupos de pacientes, incluyendo aquellos
con la enfermedad en estadio Illc y estadio IV,
e independientemente de las concentraciones de
lactato dehidrogenasa (LDH) @4,

De nuestra investigaciéon podemos concluir
que existe una fuerte correlacion entre el
porcentaje de pacientes en nuestro pais,
portadores de melanoma, con la mutacién del
BRAPF, en relacién con los datos publicados a
nivel mundial, siendo las caracteristicas clinicas
e inclusive las histolégicas inherentes al tumor,
similares a la data publicada previamente, de
tal forma que los pacientes en nuestro pais
son susceptibles a recibir las nuevas lineas
de tratamiento, aprobadas para este grupo de
pacientes. Existe una diferencia en cuanto
a la sobrevida de los pacientes que se tratan
con la bio quimioterapia estandar vs., los que
reciben terapia dirigida a blancos especificos,

como es el caso de los BRAF mutados, por lo
que vale la pena incluirlos en los protocolos
de tratamiento. En todo caso, es pertinente
ampliar la investigacién hacia datos concretos
de la respuesta de los pacientes al tratamiento
con la terapéutica utilizada previamente y
con los regimenes establecidos recientemente
por las guias de tratamiento internacional; y
registrar los datos nacionales para fundamentar
las estrategias de manejo multidisciplinario de
nuestros pacientes.
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