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Resumen

Introduccion: El melanoma presenta una elevada heterogeneidad clonal que sigue un patrén geografico. Con el adveni-
miento de los inhibidores especificos del BRAF, se han realizado multiples esfuerzos para explorar el genotipo de estas neo-
plasias a nivel mundial, documentando las alteraciones puntuales V600E y V600K en cerca del 50% de los afectos nacidos
en los Estados Unidos, Europa occidental y Australia. Pocos estudios han evaluado la presencia de alteraciones en el BRAF y
en el KIT en poblacién hispana, encontrando una frecuencia entre el 39y 77%, y 0%, respectivamente.

Materiales y métodos: Se exploré en 81 pacientes la presencia de mutaciones en el BRAF (V600E/V600K), NRAS (exones
1y 2)y cKIT (exones 9y 11) usando técnicas de secuenciacién y RT-PCR (COBAS), previa confirmacién de la histologia y
microdiseccion.

Resultados: El promedio de edad fue de 53 afios (DE +14,5) y el 59% tenfa mas de 50 afos al momento del diagnéstico;
47 casos (58%) eran mujeres y el resto hombres. Segun el origen del melanoma, el 39,5% presentaba tumores originados
en piel cronicamente expuesta a la luz solar, el 19,8% no fueron tipificables, el 19,8% tenia neoplasias lentiginosas acrales,
el 7,4% tenia primarios de mucosas y el 1,2% tumores uveales. En general, la representacién tumoral en el tejido embebido
en parafina fue buena (80%), el sitio para la toma de la muestra fue en la gran mayoria la piel (42%), los ganglios (26%) y
el pulmodn (9,8%). En el 70% de los casos, el estado tumoral fue mayor que 3 y en el 30% fue imposible obtener la infor-
macion concerniente a este item. La frecuencia de mutaciones en BRAF fue 24,7% (n = 20), para cKIT fue del 4,9% (n = 4)
y para NRAS fue del 6,1% (n = 5). El 69,4% (36 casos evaluables) tuvo un KI67 mayor al 20%, hallazgo que fue mayor en
los pacientes con lesiones originadas en piel crénicamente expuesta (p = 0,052) y entre los mutados del BRAF (p = 0,048).
Conclusiones: El perfil mutacional de los pacientes colombianos con melanoma es diferente al descrito previamente en la
literatura, en especial para BRAF. Estos hallazgos son concordantes con una mayor prevalencia de lesiones originadas en mu-
cosas y del tipo lentiginoso acral.
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Abstract

Introduction: Melanoma has high clonal heterogeneity which follows a geographical pattern. The advent of therapy involv-
ing BRAF-specific inhibitors has enabled many efforts at exploring these neoplasias’ genotype around the world, document-
ing V600E and V600K alterations in about 50% of affected patients born in the USA, Western Europe and Australia. Few
studies have evaluated the presence of alterations in the BRAF and KIT in the Hispanic population, finding a frequency be-
tween 39 and 77%, and 0%, respectively.
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Materials and methods: 81 patients were explored for BRAF (V600E/V600K), NRAS (exons 1 and 2) and cKIT (exons
9, 11, 13 and 17) mutations using sequencing and RT-PCR (COBAS) techniques, following confirmation of histology and
micro-dissection.

Results: The patients were aged 53 years old on average (SD+14,5) and 59% were older than 50 when diagnosed; 47 cases
(58%) were female. When ascertaining the origin of the patients’ melanomas 39,5% of the tumours were found in skin
which had been chronically exposed to sunlight, 19,8% could not be typed, 19,8% were acral-lentiginous melanomas, 7,4%
were primary mucosal melanomas and 1,2% were uveal tumours. Tumour representation in paraffin-embedded tissue was
good (80%), the site from which the sample was taken was usually the skin (42%), lymph nodes (26 %) and the lungs (9.8%).
Tumour stage was greater than 3 in 70% of the cases; however, information concerning this item could not be obtained for
30% of the patients. BRAF mutation frequency was 24,7% (n = 20), 4,9% (n = 4) for cKIT and 6,1% (n = 5) for NRAS. 69,4%
(36 evaluable cases) had greater than 20% KI67; this finding was greater in patients suffering lesions in chronically-exposed
skin (p = 0,052) and in those carrying a BRAF mutation (p = 0,048).

Conclusions: The mutational profile of Colombian melanoma patients reported in this study differ with that described previ-
ously, especially for BRAF; however, such findings did agree with greater prevalence of mucosal and acral-lentiginous lesions.

Key words: melanoma, genotipying, mutation, oncogen, BRAF.

Introduccion

El melanoma es la forma maés agresiva del cancer de
piel y una de las enfermedades oncolégicas con mayor
letalidad; aunque representa solo el 4% de los tumores
malignos de este origen, es responsable del 75 al 90%
de las muertes por esta causa'. Su incidencia y mortalidad
a nivel mundial esta aumentando a una tasa superior
a la de cualquier otro tumor; entre los afos 1985 y
2005, el riesgo de desarrollar un melanoma a lo largo
de la vida pasé de ser 1/150 a 1/37 en los hombres y
de 1/600 a 1/56 en las mujeres. Por esta proyeccion, se
estima una duplicaciéon de los casos incidentes cada 10
a 20 afnos'. Actualmente, se diagnostican 75.000 casos
nuevos y 9.000 muertes por melanoma a nivel mundial
cada ano*3. La mayoria de los pacientes con enferme-
dad temprana presentan recurrencia local o a distancia
a pesar de la cirugia, radiacién y/o inmunoterapia, con
una supervivencia global a cinco afios cercana al 40%*.
Al desarrollarse las metéastasis, el melanoma se torna
refractario a la mayoria de las estrategias terapéuticas
convencionales, manifestando respuestas inferiores al
10 al 15%, de forma que la supervivencia global a cinco
afnos en este escenario disminuye al 15%?°7. Segun datos
de Globocan para el 2008 en Colombia, la incidencia y
mortalidad por melanoma fue de 1,9y 0,5 casos por cada
100.000 habitantes, respectivamente; esto significa que
la enfermedad afecta a 855 personas cada afo y es la
causa de muerte en 215 de ellas en el mismo periodo.

Durante la Ultima década, la investigacién se ha con-
centrado en determinar el perfil genémico que favorece
el desarrollo del melanoma, al igual que entender su
compleja heterogeneidad clonal para encontrar nuevas
estrategias de manejo®. Se han identificado diversos
oncogenes conductores que siguen una presentacion

variable, dependiente de la localizacion y de la epide-
miologia molecular. La alteracion genética mas fre-
cuente ocurre en BRAF, un protooncogén localizado
en el cromosoma 7 que codifica una serina/treonina
proteinquinasa perteneciente a la superfamilia RAF,
componente de la via de sefalizacion de las MAP qui-
nasas’. Se han descrito distintas mutaciones puntuales,
pero la mas frecuente (85-92%) ocurre en el exén 15
y conduce a la sustitucion de un acido glutdmico por
valina en el codén 600 (V600E)™. La segunda mutacion
mas comun (V600K - lisina por valina) representa un
10 al 15% de las modificaciones del gen. Estas muta-
ciones conducen a una activacion anormal de BRAF
(130 a 700 veces mayor que la actividad normal) que
a su vez incrementa el potencial de transformacion de
los melanocitos (estimulando la proliferacién celular, la
supervivencia, la motilidad y la angiogénesis)". Multiples
estudios epidemiolégicos han determinado que las
mutaciones del BRAF estan presentes hasta en el 66%
de los melanomas, siendo maés frecuentes en pacientes
menores de 55 afios, en las lesiones con extension su-
perficial y en los tumores originados en sitios de la piel
expuestos de forma intermitente al sol™.

Por otra parte, también se han documentado
mutaciones en el NRAS (10 al 30%)', el cual codifica
para una proteina con actividad GTPasa que interviene
tempranamente en la via MAP quinasa y en PI3K/AKT.
Estas variaciones involucran principalmente los codones
12, 13y 61, y se encuentran con mayor frecuencia en
los melanomas de los sitios con exposicidon importante
a la radiacién ultravioleta™. En otra fraccion (17-23%),
se han evidenciado alteraciones en KIT, gen que codifica
para un receptor transmembrana del tipo llI'®" que, al
unirse a su ligando, activa diferentes vias de sefalizacion
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en los melanomas de tipo lentiginoso acral y en los pri-
marios de mucosas. La mutacidon dominante se presenta
en el exén 11, donde se sustituye una leucina por una
prolina en el codén 576, y con menor frecuencia en los
exones 13, 17y 18822 Por Ultimo, la evidencia muestra
que estas tres mutaciones (BRAF, NRAS y cKIT) son
mutuamente excluyentes'.

Conocer el genotipo del melanoma ha permiti-
do la implementacién de nuevas terapias dirigidas.
El vemurafenib, un inhibidor selectivo del BRAF, mostré
una tasa de respuesta del 48% en el estudio BRIM3,
asf como una mejoria significativa en la supervivencia
libre de progresion (SLP) (HR 0,26, 1C95% 0,20-0,33;
p < 0,0001) y global (SG) (HR 0,37, IC95% 0,26-0,55;
p < 0,0001) versus la dacarbacina?*%4. Paralelamente,
algunos inhibidores de tirosinquinasa, particularmente
el imatinib, han mostrado ser efectivos en melanomas
con mutaciones de KIT2922, Estos y otros avances, entre
los que cabe destacar a los inhibidores MEK, anti-
CTLA-4 y anti-PD1/PDL1, han revolucionado el manejo
de pacientes con melanoma metastasico?*2°,

El éxito de la terapia dirigida ha impulsado la realiza-
cion de un sinnimero de estudios de genotipificaciéon
del melanoma a nivel mundial; la literatura existente
sugiere una frecuencia altamente variable de las mu-
taciones descritas segun la localizacion geogréfica, las
caracteristicas étnicas, la exposicion a rayos ultravioleta
y los tipos histolégicos?’=°. La mayorfa de los trabajos
se han llevado a cabo en poblacion caucasica de los
Estados Unidos, Europa y Australia?®%’, y unos pocos se
han publicado en Asia?®3° y América Latina',

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia
de mutaciones en el BRAF, NRAS y cKIT, en una serie
de pacientes colombianos con melanoma, al igual que
valorar su relacion con las distintas caracteristicas clini-
cas y su impacto sobre multiples desenlaces.

Materiales y métodos

Poblacion

El estudio incluy¢ 81 adultos con diagndstico his-
tolégico confirmado de melanoma ingresados en la
Plataforma de Investigacion Meta-Melanoma de la
Fundacion para la Investigacion Clinica y Molecular
Aplicada del Cancer (MM-FICMAC). Todos los especi-
menes fueron evaluados por dos pares de patélogos
entrenados (AMy ORy JJ y JAS), quienes seleccionaron

tres cortes de 5 mm de espesor fijados en formalina del
tejido embebido en parafina. Estas secciones fueron lle-
vadas a microdiseccion (PA) previa identificacion de las
areas enriquecidas por tumor con minima necrosis. Para
la seleccion, el registro de los pacientes debia incluir al
menos la siguiente informacién: diversas caracteristicas
clinicas (identificacion, edad, sexo, tipo de melanoma,
estado tumoral estratificado por el American Joint
Committee on Cancer Staging —7™ edition—*, presencia
de ulceracion, fecha de diagnoéstico, ultimo control y
muerte), datos sobre la patologia (representatividad
tumoral, origen del tejido, Ki67, Breslow, nivel de Clark),
el genotipo (evaluacion secuencial para BRAF, NRAS y
cKIT) y un desenlace (supervivencia global). Todos los
pacientes consintieron la evaluacién genémica al igual
gue la captura de la informacion clinica.

Extraccion y amplificacion del ADN

Las células microdisecadas se incubaron durante 72
horas a 37°C en 50 a 100 ml de un tampon para lisis
(10 mmoles/I de Tris-HCl, pH % 8,0; 1% de Tween-20;
1 mmol/l de EDTA; y el 0,04% proteinasa K). Después
de una centrifugacién a alta velocidad de cinco minu-
tos, la muestra se calentd a 95°C durante 8 minutos
para inactivar la proteinasa K. La PCR se realiz6 usando
el kit de reactivos de GeneAmp Gold PCR (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados
Unidos). Los exones de cKIT se amplificaron en reaccio-
nes singleplex. La PCR anidada para los exones de cKIT
(primera y segunda amplificaciones) se llevé a cabo en
volumenes de reaccion de 20 pl, incluyendo 2 pl de la
plantilla (template) de ADN. Los primers y condiciones
para el exén 2 de NRAS, el exén 15 de BRAF y los
exones 9, 11, 13y 17 del cKIT fueron proporcionados
por Roche Diagnostics y se enumeran a continuacion:

NRAS ex6n 2 Forward: 5-CCCCTTACCCTCCACAC-3'
Reverse: 50-AGGTTAATATCCGCAAATGAC-3'
95°C 45 segundos, 55°C 45 segundos, 72°C 60 segundos;

40 ciclos de cloruro de magnesio; 1,5 mmol/I

BRAF ex6n 15 Forward: 5'-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3'
Reverse: 5'-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3
94°C 30 segundos, 57°C 60 segundos, 72°C 60 segundos,

40 ciclos; cloruro de magnesio 1,5 mmol/I

KIT exones 9, 11, Exén 11

13y17 Forward: 5-TGTTCTCTCTCCAGAGTGCTCTAA-3
Reverse: 5'-AAACAAAGGAAGCCACTGGA-3'
Ex6n 13

Forward: 5-CATCAGTTTGCCAGTTGTGC-3"
Reverse: 5'-AGCAAGAGAGAACAACAGTCTGG-3'
Ex6n 17

Forward: 5'-TCATTCAAGGCGTACTTTTG-3
Reverse: 5-TCGAAAGTTGAAACTAAAAATCC-3
Exdn 9

Forward: 5-CATTTCAGCAACAGCAGCAT-3'

Reverse: 5-CAAGGAAGCAGGACACCAAT-3'
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Los productos de PCR fueron purificados usando
el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen Inc., Valencia,
CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. La secuenciacion de los productos de la PCR en
ambas direcciones se realizé utilizando un Prism 3100
Genetic Analyzer ADN ABI (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.), empleando el Big
Dye v.3.1 dye terminator chemistry. Los resultados del
cromatograma se interpretaron de forma independiente
por dos investigadores (JKR y AFC) y todas las mutacio-
nes se identificaron en ambas cadenas. Los resultados
para el BRAF fueron confirmados usando el Cobas 4800
BRAF V600 Mutation Test (Roche Molecular Systems
Inc., Branchburg, New Jersey, EE. UU.).

Estadistica

Los resultados se obtuvieron y describieron por
medio de la determinacién de frecuencias absolutas,
relativas, medidas de tendencia central y de disper-
sion. El cruce de variables se efectué con tablas de
contingencia sometidas a pruebas de dependencia y
asociacion usando el estadistico Chi cuadrado (X?) o el
test exacto de Fisher cuando fue necesario. Para todos
los casos, el nivel de significancia fue p < 0,05. Las
estimaciones de supervivencia se hicieron utilizando el
modelo no paramétrico del limite del producto (méto-
do de Kaplan-Meier), y sus funciones se compararon
mediante la prueba Log-rank. Con el fin de valorar los
factores que influyeron sobre la mortalidad, se llevé a
cabo un analisis multivariado empleando el modelo de
riesgo proporcional (Cox).

Resultados

La edad de los pacientes estuvo entre 22 y 84 afios
(media 53,8, DE +14,5), de los cuales, 47 (58%) fueron
mujeresy 34 (42%) hombres. La representaciéon tumo-
ral dentro del tejido embebido en parafina fue buena
(>50%) en el 80,3% de los casos, moderada (30-50%)
en el 7,4% y minima o escasa (< 30%) en el 9,8%. En
cuanto al origen del melanoma, el 39,5% presentd
tumores originados en piel cronicamente expuesta a
la luz solar, el 19,8% no fueron tipificables, el 19,8%
fueron neoplasias lentiginosas acrales, el 7,4% primarios
de mucosasy el 1,2% melanomas uveales. Referente al
estado tumoral, el 2,5% tuvo un estado II; el 23,4%,
estado Ill; y el 46,9%, estado IV (en el 27,2 no fue po-
sible obtener esta informacién). En 59 casos, se evalud

la presencia de ulceracion, que se documenté en el
22% (n = 13). En 47 y 41 pacientes, se recolectaron los
datos sobre el Breslow y el Clark, respectivamente; el
98% (n = 46) tuvo un Breslow mayor que 2,1 mmy el
58% (n = 24) un nivel de Clark superior a 2 (tabla 1).
La figura 1 incluye las variantes histolégicas mas repre-
sentativas del estudio.

Tabla 1. Clasificacién de los melanomas segun el Breslow y Clark

Frecuencia

Variable ") Porcentaje (%)
Breslow
1-2mm 1 2,1
2,1-4mm 32 68,1
>4 mm 14 298
No hay dato 34 100,0
Clark*
Nivel Il 4 98
Nivel Il 13 31,7
Nivel IV 18 439
Nivel V 6 14,6
No hay dato 40 100,0

* Nivel II: Invasion de la dermis papilar que no alcanza la interfase papilorreticular de
la dermis. Nivel 11: Invasion que ocupa la dermis papilar y limita con la dermis reticular
pero no la penetra. Nivel IV: Invasion de la dermis reticular pero no del tejido celular
subcuténeo. Nivel V: Invasion a través de la dermis reticular al tejido celular subcutaneo.

Figura 1. AyB. Melanoma primario de mucosas (colon) hematoxilinay eosina 100x
y 400x; Cy D. Melanoma lentiginoso acral (miembro inferior) hematoxilina y eosina
100x y 400x. E. Lentigo maligno hematoxilina y eosina 40x.

Se encontraron mutaciones en el oncogén BRAF en
el 24,7% (n = 20), en todos los casos, correspondiendo
con la alteracion V60OE. El indice de mutaciones en el
NRAS fue del 6,1% (4 en el exén 1y 1 en el exédn 2)
y el porcentaje de alteraciones en el KIT fue del 4,9%
(unaenel 9-N463S-y 3 en el exdn 11 -L576P-) (figura
2). Al seleccionar Unicamente los melanomas acrales,
la proporcion de mutaciones en el KIT fue del 33%.
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Figura 2. Distribucion de las mutaciones en pacientes con melanoma tipificados
en Colombia.

La asociacion entre las diferentes mutaciones y cada una
de las caracteristicas clinicas dominantes esta resumida
en la tabla 2. La posibilidad de documentar mutacio-
nes en el BRAF fue mayor en los tumores primarios
en comparacion con el tejido obtenido de metastasis
(p = 0,034). También, se encontré asociacién entre
la localizacién del tumor y las mutaciones en el KIT,
siendo estas mas frecuentes en los melanomas de tipo
lentiginoso acral (p = 0,044). No se hallo relacion entre
las mutaciones del NRAS vy otras variables. El 69,4%
tuvo un Ki67 mayor al 20%, hallazgo predominante
entre los pacientes con lesiones originadas en la piel
crénicamente expuesta (p = 0,052) y entre los mutados
del BRAF (p = 0,048).

Se obtuvieron datos de la supervivencia global (SG)
en 33 pacientes, para los que la mediana fue 18 meses
(IC95% 14,4-21,5) (figura 3). Al valorar la mediana para
la SG dependiente del sexo, se encontré una tendencia
positiva a favor de la poblacidon masculina (29 meses
[IC 95% 19,8-38,1] vs. 16 meses [IC 95% 11,5-20,4];

Tabla 2. Asociacion del genotipo con algunas caracteristicas demograficas e
histopatoldgicas

Variable BRAF c-KIT NRAS

Edad No No No
p=019 p=052 p=038

Sexo No No No
p=016 p =060 p =060

Tipo de melanoma No Si Si
p=010 p=004 p=065

Origen del tejido Si No No
p=0034 p=027 p=046

Estado tumoral No No No
p=027 p=027 p=080

Ki67 Si No No
p=004 p=058 p=119

b.LLL SG 18 meses (IC95% 14,4-21,5)
08
06 ﬁ—l_L
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Figura 3. Supervivencia global.
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Figura 4. Supervivencia global segun el sexo.

p = 0,087) (figura 4). La SG no se correlacion6 con la
edad (p = 0,89) ni con el tipo de melanoma (p = 0,56)
(figura 5). La mediana para la SG fue de 17 meses
(IC 95% 7,3-26,6) en el grupo de sujetos con lesiones
originadas en la piel cronicamente expuesta, 23 meses (IC
95% 9,6-36,3) para los que tuvieron lesiones de piel sin
especificar, 15,8 meses para los lentigoas acrales (IC 95%
12,1-19,5) y 28 meses para los melanomas originados en
las mucosas (IC 95% 8,5-47,4). Se demostrd una asocia-
ciéon positiva entre el estado de la enfermedady la SG (p
=0,03), siendo inferior para los pacientes con metastasis
(figura 6). No se hall6 relacion alguna entre la SG y el
genotipo basal (BRAF p =0,79, ¢KIT p=0,23, NRAS p
=0,49), el Ki67 (p = 0,42), la presencia de ulceracion (p
=0,37), el Breslow (p = 0,35) y el Clark (p = 0,76).
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Al realizar el analisis multivariado, utilizando el
modelo de Cox, se encontré que el estado tumoral
fue la Unica variable que modificé el curso de la super-
vivencia (p = 0,03; IC 95% 1,17-23). Al cruzar el Ki67
(variable recodificada en < 20% y > 20%) versus el
estado tumoral agrupado, se documentoé una tendencia
hacia la mayor proliferacion celular entre los tumores
metastasicos (p = 0,068).

Discusion
El presente estudio es el primer esfuerzo para geno-
tipificar el melanoma en Colombia; también constituye
una evaluacién ampliada del genoma de esta enferme-
dad en América Latina, incluyendo la evaluacion de
alteraciones en BRAF, KIT y NRAS.

La tasa de mutaciones en el BRAF encontrada en la
serie de pacientes de Colombia (24,7%) fue notable-
mente inferior a la reportada en la poblacion caucasica
(alrededor del 66%) y en los pocos estudios realiza-
dos en otras regiones de América Latina; un estudio
efectuado en Brasil que incluyé 96 pacientes reporté
un 39% y otro ejecutado en Uruguay (27 pacientes)
informé un 78%3"3; por otra parte, nuestros datos
fueron similares a los hallados en diversas poblaciones
asiaticas (Japon, 101 pacientes, 26,7%; China, 432
pacientes, 25,5%)?%3%. Dicha frecuencia fue mayor
al seleccionar Unicamente las lesiones originadas en
la piel (32,7%). Aunque en multiples ocasiones se ha
descrito una fuerte asociaciéon entre la presencia de la
mutacion en BRAF y el origen del tumor en sitios de la
piel expuestos de forma intermitente al sol'4, no hemos
observado asociacion entre el estado del oncogén y la
localizacién del tumor primario en esta serie. A pesar de
que varios estudios soportan esta hipdtesis, otros han
descrito que las mutaciones de BRAF estan distribuidas
uniformemente entre los diferentes histotipos?°.

Una investigacion llevada a cabo por Mar y colabo-
radores reporté una tasa media de mutaciones en el
melanoma de 21 por Mb en las lesiones generadas en
la piel con dafo solar severo, versus 3,8 por Mb en piel
no expuesta (p = 0,001)*. Sin embargo, la presencia
de mutaciones en el BRAF en otras neoplasias no expli-
cadas por la radiacion ultravioleta (cancer colorrectal y
tiroideo) descartan las conjeturas de una asociacion ger-
minal entre la radiacion y el desarrollo de la mutacion.

Recientemente, Karram y colaboradores analiza-
ron 225 especimenes, encontrando un aumento en
la incidencia de mutaciones en BRAF en el grupo de
menor edad, a la vez que descartaron la dependencia
entre la magnitud de la radiacion UV recibida y la tasa
de alteraciones genomicas en diferentes puntos de
las vias de sefializacion dependientes de MAPK. Estos
hallazgos permitieron concluir que la adquisicion de la
mutacion de BRAF es dependiente de la duracion de
la exposicion mas que de la magnitud de la irradiacion
recibida9. Nuestro estudio no evidencio una asociacion
positiva entre la mutacion del BRAF y la edad, aunque
la literatura parece consistente en reportar una mayor
incidencia en los menores de 50 afios®®.

La totalidad de las alteraciones en BRAF encontradas
en nuestra cohorte correspondieron con la modificacion
V60OE, a pesar de realizar una doble evaluacién usando
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secuenciacion Sangery RT-PCR (PCR en tiempo real) por
Cobas. Llama la atencion la ausencia de modificaciones
en V600K y V600M, hallazgos que explican el 3% de
las lesiones®. La literatura reporta una mayor propor-
cion de variantes distintas a la V60OE en pacientes de
mayor edad, donde la transversion V600K es la forma
dominante. Esta alteracién también se ha asociado
con una mayor exposiciéon a la luz solar en el sitio de
origen del primario en comparacion con lo observado
en melanomas portadores de la mutacién V600E. Asi
mismo, el genotipo V600K disminuye la supervivencia
libre de progresion tras la exposicion al vemurafenib; no
obstante, este resultado podria ser atribuible a un sesgo
de seleccién debido a que los pacientes con esta muta-
cion suelen ser de mayor edad. Pese a estas diferencias
en el comportamiento biolégico de la enfermedad, los
inhibidores del BRAF son efectivos en las mutaciones
V600E y V600K?*, de ahf la relevancia de identificar las
alteraciones de menor frecuencia. La falla para detectar
la mutacion V600K podria ocasionar que un 20% de
los pacientes con dominancia del BRAF (equivale hasta
un 10 al 15% del total de pacientes con melanoma me-
tastasico, proporcién que podria ser mas representativa
en la poblacion de sujetos de mayor edad) no tengan
acceso a terapias especificas?.

En nuestro analisis, la presencia de mutaciones en
BRAF fue mayor en las muestras derivadas del primario
que en las lesiones metastasicas, hallazgo documentado
previamente®’; estos datos reflejan la importancia de la
mutacion del BRAF dentro de la tumorigénesis del me-
lanoma 'y su posible participacion en la expansion clonal
durante la progresién®’. Sin embargo, la informacién
sobre el impacto de esta mutacién en el prondstico de la
enfermedad no es conclusiva. Las mutaciones en BRAF
se han asociado con un peor prondstico, incluyendo
una mayor tasa de ulceraciéon, compromiso ganglionar,
migracion visceral y reduccion de la SG3#4'. En contra-
posicién, Saroufim y colaboradores encontraron en 545
pacientes que el estado alterado del BRAF se asocié con
una menor agresividad biolégica™.

La frecuencia de mutaciones en el NRAS (6,1%) fue
menor en comparacion con lo reportado previamente
en la literatura (alrededor del 18%)*, aunque la totali-
dad de las evaluaciones anteriores se hizo en caucasicos,
sin que hubiere ninguin reporte en poblacién latinoa-
mericana. La mayoria de las mutaciones se encontraron
en el exdén 1, y solo una en el 2, distribucién similar a la

descrita anteriormente*'. No se hallé ninguna relacién
entre las mutaciones en el NRAS y el prondstico. Un
metaanalisis que integrd estudios publicados entre
1989 y 2010 concluyd que estas mutaciones son mas
frecuentes en lesiones de patrén nodular, derivadas de
la piel con dafo solar crénico y localizadas en las extre-
midades*. Adicionalmente, dos series que incluyeron
mas de 200 pacientes determinaron que las alteraciones
en el NRAS se asocian con un mayor Breslow, Clark e
indice mitdtico en comparacion con los tumores silves-
tres para este gen o con mutaciones en BRAF*; incluso,
uno de estos estudios encontré que el NRAS se asociod
con menor SLP y SG*344. Otra evaluacion retrospectiva
mostré que la presencia de mutaciones en el NRAS
constituye un factor prondstico negativo, reportando
igualmente una menor SG en pacientes mutados en
comparacion con tumores BRAF y NRAS silvestres
(p=0,05, HR = 2,05)*'. Este estudio también determino
gue los pacientes con mutaciones en el NRAS o en BRAF
presentan un mayor tropismo por el sistema nervioso
central al momento del diagnéstico.

Un hallazgo interesante fue que la frecuencia de
alteraciones en el KIT (el 4,6% en la poblacién global
y el 33% de los melanomas acrales) fue superior a la
reportada previamente. En este caso, se observd una
diferencia estadisticamente significativa entre la pre-
sencia de alguna mutacion en el KIT y la localizacién
original del tumor (p = 0,044), siendo mas frecuente en
los tumores de tipo lentiginoso acral. Las mutaciones se
encontraron ubicadas en algunos de los exones repor-
tados previamente (9 y 11), sin observar alteraciones en
los otros exones (13, 17, 18)*’. Los reportes acerca de la
influencia de los cambios en KIT sobre la supervivencia
son contradictorios. Kong y colaboradores describieron
una disminucién en la SG*, mientras que un estudio
sueco no encontroé la misma relacion?®.

Se ha postulado que el prondstico del melanoma
puede ser dependiente de la edad, siendo peor en
los ancianos donde hay alteraciones constitutivas en
los mecanismos inmunoldgicos de control o por una
biologia mas agresiva. Varios estudios han encontrado
gue los mayores de 60 afios tienen tumores de mayor
grosor, que se presentan en estados mas avanzados,
particularmente en la cabeza y el cuello, donde siguen
un fenotipo nodular?®. La supervivencia suele ser mejor
en las mujeres debido a un diagnéstico mas tempra-
no, por la presencia de tumores mas delgados que se
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manifiestan generalmente en las extremidades. Un
estudio de 10.538 pacientes llevado a cabo en Holanda
encontré un riesgo incremental para la mortalidad entre
los hombres de 2,7 veces, exceso que se mantuvo al
realizar el ajuste de multiples variables (edad, localiza-
cion, Breslow, compromiso ganglionar, estado, entre
otros) y que resulté comparable al de otros factores
asociados al prondstico (Breslow, ulceracion, tipo his-
toldgico)*®. Josse y colaboradores revisaron los datos
de 2.672 pacientes con melanomas tempranos encon-
trando una ventaja consistente e independiente de las
muijeres en la SG (HR 9,7; 1C95% 0,59-0,88), incluyen-
do el tiempo al desarrollo de metastasis ganglionares
(HR0,70; 1C95% 9,51-0,96) y distancia (HR 0,69; IC95%
0,59-0,81)>*. Aln no se conoce la fisiopatologia de
este fendbmeno; por ahora, se han descartado factores
hormonales, puesto que no hay diferencias entre las
mujeres embarazadas y no gestantes, ni entre aque-
llas pre o posmenopausicas. No obstante, en nuestro
estudio, encontramos una tendencia opuesta, dado el
mejor prondstico en la poblacién masculina, con una
supervivencia global que fue casi el doble que la de las
mujeres (29 meses vs. 16 meses), aungue no se realizd
una correccion de este resultado por otras variables que
podrian crear confusion, al igual que por el limitado
tamafio muestral. No se encontré asociacion entre la
edady la supervivencia global.

Dada la mutua exclusividad de las tres mutacio-
nes dominantes, la literatura soporta su evaluacion
secuencial. Por la mayor frecuencia de mutaciones en
KIT en los melanomas acrales y originados en mucosas,
este gen podria ser evaluado en paralelo con las otras
dos mutaciones. Por el momento, no se recomienda
evaluar mutaciones del BRAF, NRAS o del KIT en me-
lanomas uveales, donde las alteraciones dominantes
estan en GNA11 (55%) y en GNAQ (25%)%¢. En el
95% de los casos evaluados para BRAF y NRAS, el
perfil mutacional se mantiene entre el primario y las
metastasis#’, mientras la exposicién a los inhibidores
selectivos genera modificaciones secundarias por
seleccion clonal; en el caso de los pacientes mutados
de BRAF, las variaciones dominantes se dan en MEKT,
CRAF, y NRAS'®.

Con el advenimiento de nuevas tecnologias, se han
desarrollo varias plataformas de secuenciacion masiva
paralela - MPS (next generation sequencing o massive
parallel sequencing) que permiten titular millones de

fragmentos de ADN para detectar las posibles variacio-
nes genémicas bajo una perspectiva costo-efectiva; sin
embargo, la validacion de sus resultados requiere un
amplio conocimiento en bioinformética y largos periodos
de estandarizacién. De igual forma, recrean errores en la
evaluacion masiva de muestras de melanoma que oscilan
alrededor del 6 al 10%, en especial por la limitacion para
la deteccion de variantes de un Unico nucledtido (SNV),
eventos detectables con los métodos convencionales®.

En conclusion, el perfil mutacional de los pacientes
colombianos con melanoma parece opuesto al descrito
previamente en la literatura; nuestros hallazgos son
concordantes con una mayor prevalencia de lesiones
originadas en mucosas y del tipo lentiginoso acral. Las
variaciones en la epidemiologia molecular del melanoma
son imputables a las 100 mutaciones por Mb y por la
heterogeneidad tumoral®. La mayor tasa de mutaciones
se ha encontrado en melanomas originados en sitios con
gran exposicion a la luz solar, siendo cinco veces supe-
rior en nUmero que en los tumores de piel sin elastosis
solar®. Adicionalmente, se ha reportado una mayor tasa
de mutaciones en tumores BRAF/NRAS silvestres que
tienen una mayor complejidad genémica (gran nimero
de transiciones C > T) por radiacion UV>253,
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