:] [' IR:‘I::}irs'rt:acién ISSN 1028-9933
Cientifica

Volumen 98 No. 3

mayo-junio 2019

REVISION BIBLIOGRAFICA

Implicaciones diagndsticas, terapéuticas y pronésticas de la
mutacion BRAF V600E en melanomas cutaneos

Diagnostic, therapeutic and prognostic implications of the BRAF V600E
mutation in cutaneous melanomas

ImplicagOes diagndsticas, terapéuticas e progndsticas da mutacao
BRAF V600E em melanomas cutaneos
Alberto José Piamo Morales

Especialista de I Grado en Medicina General integral y en Anatomia Patoldgica. Hospital
Clinico Quirdrgico Docente “Joaquin Albarran”. La Habana. Cuba. Email:
piamo@infomed.sld.cu ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6913-4275

RESUMEN

Introduccion: el melanoma representa el 4 % de todos los tumores
malignos de la piel, pero es responsable del 80 % de las muertes por
cancer en este sitio. El surgimiento de las terapias dirigidas contra la
mutaciéon de BRAF ha cambiado el prondstico, de alli, la importancia de
identificar esta mutacién en los pacientes con diagnodstico histolégico de
melanoma maligno ya que la tasa de mutaciones del oncogén BRAF es
alta. Objetivo: describir las implicaciones diagnodsticas, terapéuticas y
prondsticas de la determinacion de la mutacion del gen BRAF V600E en
el melanoma maligno cutaneo. Método: revisidon bibliografica via
PUBMED con la introduccion de los siguientes términos de busqueda:
melanoma, melanoma AND genetics, melanoma AND BRAF mutation,
melanoma AND BRAF V600E AND prognosis. Se identificaron 72
publicaciones. Resultados: multiples estudios han corroborado la alta
frecuencia del oncogén BRAF V600E mutado en el melanoma cutaneo,
ofreciendo la posibilidad de que a través de la identificacion de dicha
alteracién se pueda contribuir a mejorar el diagnostico y a garantizar un
tratamiento dirigido especificamente contra la actividad de BRAF.
Conclusiones: la identificacion de la mutacién del oncogén BRAF
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representa un factor prondstico y puede representar una diana
terapéutica eficaz.

Palabras clave: melanoma; mutacion; gen; BRAF V600E

ABSTRACT

Introduction: Melanoma accounts for 4% of all malignant skin tumors,
but is responsible for 80% of cancer deaths in this site. The emergence
of therapies directed against the BRAF mutation has changed the
prognosis, hence the importance of identifying this mutation in patients
with histological diagnosis of malignant melanoma since the rate of
mutations of the BRAF oncogene is high. Objective: to describe the
diagnostic, therapeutic and prognostic implications of the determination
of the mutation of the BRAF V600E gene in cutaneous malignant
melanoma. Method: literature review via PUBMED with the introduction
of the following search terms: melanoma, melanoma AND genetics,
melanoma AND BRAF mutation, melanoma AND BRAF V600E AND
prognosis. 72 publications were identified. Results: multiple studies
have corroborated the high frequency of the mutated BRAF V600E
oncogene in cutaneous melanoma, offering the possibility that through
the identification of this alteration it can contribute to improve the
diagnosis and to guarantee a treatment directed specifically against the
activity of BRAF. Conclusions: the identification of the BRAF oncogene
mutation represents a prognostic factor and may represent an effective
therapeutic target.

Keywords: melanoma; mutation; gene; BRAF V600E

RESUMO

Introducdao: O melanoma é responsavel por 4% de todos os tumores
malignos da pele, mas é responsavel por 80% das mortes por cancer
neste site. O surgimento de terapias direcionadas contra a mutacgao
BRAF alterou o progndstico, dai a importancia da identificacdo dessa
mutacdao em pacientes com diagndstico histoldogico de melanoma
maligno, ja que a taxa de mutagdes do oncogene BRAF é alta.
Objetivo: descrever as implicagdes diagndsticas, terapéuticas e
progndsticas da determinacdao da mutacdo do gene BRAF V600E no
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melanoma maligno cutaneo. Método: Revisdo de literatura via PUBMED
com a introducdo dos seguintes termos de pesquisa: melanoma,
melanoma e genética, melanoma e mutacdao BRAF, melanoma e BRAF
V600E e prognodstico. 72 publicagdes foram identificadas. Resultados:
Estudos multiplos confirmaram a alta frequéncia do oncogene BRAF
V600E mutante no melanoma cutaneo, oferecendo a possibilidade de
gue através da identificacdo de tal alteracdao pode ajudar a melhorar o
diagnostico e para assegurar um tratamento dirigido especificamente
contra a actividade de BRAF. Conclusoes: A identificacao da mutacao
oncogénica BRAF representa um fator progndstico e pode representar
um alvo terapéutico eficaz.

Palavras-chave: melanoma; mutacao; gene; BRAF V600E

INTRODUCCION

El melanoma representa el 4 % de todos los tumores malignos de la
piel, aunque es el responsable del 80 % de las muertes por este tipo de
tumores. La mayoria de los melanomas se localizan en la piel (95 %) y
con menos frecuencia (5 %) en mucosas (oral, tubo digestivo, genital),
retina o meninges.()

De acuerdo con el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud cada
afo se diagnostican cerca de 160 mil nuevos casos de melanoma en
todo el mundo y cerca de 57 mil muertes relacionadas con este tipo de
cancer ocurren anualmente. El incremento de incidencia afecta a todas
las edades y sdlo es superado por los tipos de cancer de higado y de
tiroides. Esta elevada incidencia ha generado una alarma social y
médica que obliga a tener un abordaje multidisciplinario orientado
fundamentalmente a la prevencidon®, ya que, su alta letalidad se
relaciona con que suele diagnosticarse en etapas avanzadas y tiene una
baja respuesta a tratamientos sistémicos.(?

Australia presenta la incidencia mas alta de melanoma maligno cutaneo
(MMC) a nivel mundial, estimandose que en mayores de 50 afos 1 de
cada 19 hombres y 1 de 25 mujeres padecen la enfermedad.(®) En
EE.UU. el melanoma es la quinta forma de cancer mas comun vy la
décima en México; en Cuba su epidemiologia difiere a las de otras
naciones, pues afecta mas a mujeres y se presenta principalmente en
extremidades inferiores (acral), seguido por tumores en cabeza y cuello,
extremidades superiores y tronco.®
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Algunos factores de riesgo para su desarrollo son la edad mayor a 50
anos, historia familiar de melanoma, presencia de nevos atipicos,
multiples nevos (>25), la exposicion solar es el principal contribuyente
en la aparicion de melanoma debido al efecto deletéreo de los rayos
ultra violeta en la sintesis y reparacidn de ADN, especialmente en
individuos de piel clara, ademas se ha asociado el melanoma a
enfermedades con mutaciones genéticas de p16, MC1R o BRAF.(®) Es en
este Ultimo aspecto sobre el cual en los Ultimos afos se han hecho
importantes avances al haberse encontrado nuevos genes
predisponentes y eventos somaticos claves, como la mutacién en BRAF,
con repercusion directa en el manejo terapéutico de este tumor.(®)

Fue en 2002 cuando Davies et al.(”) identificaron BRAF como un oncogén
de gran relevancia en el cancer humano. Se describié entonces una
incidencia de mutaciones en BRAF muy superior en el melanoma
cutaneo frente a otros tumores. Ocho afios después cuando Flaherty et
al.® mostraron la efectividad de los inhibidores de BRAF en el
tratamiento de estadios avanzados del melanoma. Se establecid
entonces una nueva era en el tratamiento de dicha patologia, una era en
la que el tratamiento no se dirigia indiscriminadamente frente a la
division celular.

La frecuencia y tipo de mutacion BRAF, podria ser variable segun la
region geografica y la etnia, dado que uno de los factores que estimula
esta mutacion es la radiacion ultravioleta.(® Los melanomas asociados a
mutacion del BRAF tienen predileccion por areas de exposicion solar
intermitente intensa, en donde la piel no presenta dafo solar crdénico
como tronco y miembros.(10)

Existen estudios que demuestran la asociacion de esta mutacion con la
alta exposicién a radiaciones ultra violeta ambientales, particularmente
en forma intermitente, en pieles claras, no aclimatadas y desde etapas
tempranas de la vida (0 a 20 afios), mientras que la alta exposicidén a
mayor edad (50 y 60 afios) es caracteristica de melanomas con
mutaciones NRAS.(11)

En diferentes estudios se intentd demostrar asociacién entre sexo y
caracteristicas fenotipicas de los pacientes; en todos ellos se
evidenciaron asociaciones no significativas. Las mutaciones BRAF se
encuentran en todos los subtipos de melanoma pero predominan en los
melanomas extensivos superficiales y melanomas nodulares en cambio
los melanomas mucosos y acrolentiginosos, tienen baja frecuencia de
mutaciones de este gen. No se ha podido demostrar si existe asociacion
de los melanomas-BRAF mutados con diferentes caracteristicas
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histopatoldgicas, ni con el intervalo libre de enfermedad o supervivencia,
aunque en algunas series de pocos casos se ha visto que estos tenian
tendencia a una mala evolucién.(12)

En junio de 2011, Chapman et al.(*3) publicaron un ensayo en fase III en
el cual evaluaron la sobrevida global de pacientes tratados con un nuevo
agente bioldgico, que interactia con BRAF cuando existe una mutacién
especifica, la V600E (glutamato en lugar de valina en el codén 600).

Considerando el beneficio clinico y la prolongacidon de la supervivencia
obtenidos en estos pacientes por el uso de los inhibidores de BRAF, se
hace oportuno describir las implicaciones diagnodsticas, terapéuticas y
prondsticas de la determinacion de la mutacidon del gen BRAF V600E en
el melanoma maligno cutaneo.

DESARROLLO
1. Gen BRAF

El gen BRAF es un protooncogén localizado en el cromosoma 7q34
formado por 18 exones. Codifica para una serina/treonina quinasa de 84
kDa (kilodalton) y 766 aminoacidos. La proteina BRAF, pertenece a la
familia RAF. Esta familia se compone de tres isoformas quinasas, ARAF,
CRAF (RAF-1), y BRAF, estas activan la via de senalizacién
MAPK/ERK.(14)

La activacidon constitutiva de la via MAPK mediante estas oncoproteinas
induce un crecimiento anormal y una resistencia a senales
proapoptoticas.(13)

Davies et al.(7) detectaron cuatro tipos de mutaciones puntuales en
BRAF analizando 15 lineas celulares cancerosas. Dos se localizan en el
exon 15 que afectan al segmento de activacion de la proteina: T1796A
gue da lugar a la mutacién V600E y C1786G que genera la sustitucidn
L596V. Las otras dos se localizan en el exén 11, situado en el bucle G:
G1388T que origina G463V y G1403C que da lugar a G468A.

1.1. Mutacién V600E
Consiste en la sustitucion de valina por glutamato en la posicién 600 de

la proteina BRAF.(18) Especificamente es una alteracion que ocurre en el
exon 15 en la posicidon nucleotidica 1796. Es una transversion de timina
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a adenina que en el coddon 600 da lugar a una sustitucién de una valina
por una glutamina.(”)

La mutaciéon V600E induce la activacidén constitutiva de BRAF y genera
una sefalizacién constitutiva de la via RAS/RAF/MEK/ERK, y por tanto
activa la transcripcién de genes relacionados con la induccion de la
telomerasa, la secrecion de factores de crecimiento, la capacidad para
invadir y metastatizar, la evasién de la apoptosis y la resistencia a la
guimioterapia. Ademas, esta mutacion se asocia a la inactivacién
tanscripcional del gen reparador hMLH1 por hipermetilacion de su
promotor, pero no a la mutacion en la linea germinal de este.(1”)

En el caso de los melanomas portadores de la mutacion V600E, estos se
caracterizan en general por menor expresiéon del inhibidor de las
quinasas tipo 2A dependiente de las ciclinas (CDKN2A, p16 o MTS1),(18)
por lo cual la funcion del pl16, que es bloquear la trascripcién de
importantes proteinas reguladoras del ciclo celular y provocar el reposo
del mismo, impidiendo que el ciclo progrese de G1 a S, es decir, inhibir
la proliferacién de célula se encuentra afectada.(!® De tal manera que,
la pérdida de expresion de proteina pl6 tiene correlacién con el
melanoma invasivo y metastatico,(?9) es por ello que los tumores que
presentan la mutacién en BRAF presentan un peor prondstico. (1)

1.2 Alteraciones moleculares en las vias de transmision de
sefal en el melanoma (via MAPK)

La via de sefalizacion intracelular MAPK (mitogen-activated protein
kinase), también conocida como via RAS/RAF/MEK/ERK estd involucrada
en la génesis y progresion del melanoma.(22)

Esta via estd encargada de traducir sefales provenientes de la
activacién de una diversidad de receptores de factores de crecimiento,
para convertirlos en eventos celulares. La sefial se inicia tras la union de
los receptores de la membrana celular con su ligando. Tras la unidn de
los ligandos (factores de crecimiento a sus respectivos tirosin-quinasas),
la dimerizacidn del receptor desencadena su actividad tirosin-quinasa
intrinseca, autofosforilando residuos de tirosina especificos de la porcion
intracelular de dichos receptores. Los receptores activan RAS mediante
el reclutamiento de pequefas proteinas adaptadoras citosdlicas Grb-2
gue se asocian a SOS (factor intercambiador de nucledtidos guanina-
RAS) y convierte la proteina RAS, de RAS-GDP inactivo a RAS-GTAP
activo. Se produce la activacion de RAS (proteina G pequena), que
presenta tres isoformas (NRAS, HRAS, KRAS). Estos forman complejos
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con proteinas RAF y su forma activada fosforila MEK, que es una quinasa
serina/treonina presente en dos isoformas (MEK1 y MEK2).

La mayoria de las mutaciones que se producen en BRAF aumentan la
funcidn de la quinasa (hiperfosforilacion de MEK/MAPK), aunque existen
otras formas menos comunes cuya capacidad de activacion esta
reducida para fosforilar. Estas mutaciones implican la activacion
permanente de esta via. Las mutaciones en BRAF son fundamentales
para iniciar el desarrollo de melanoma, pero no son suficientes para
justificar la transformacidon definitiva de los melanocitos y su
mantenimiento.(23)

2. Implicaciones diagnésticas y tratamiento de la mutacion de
BRAF V600OE en el melanoma

Mazzei et al.(?¥) en 2013 en Uruguay, desarrollaron una investigacién en
la que se determind la mutacion V600E mediante ASO-PCR (allele
specific oligonucleotide-polymerase chain reaction) en 28 muestras;
obteniéndose como resultados la amplificar el acido desoxirribonucleico
(ADN) en 27 de las 28 muestras y se detectd la mutacién en 21 de ellas
(FR: 0,78). Y se pudo contrastar que en trabajos previos existe una
frecuencia menor de melanomas portadores de la mutaciéon V600E de
BRAF (40-60 % en poblacion caucasica y 25 % en poblacidon asiadtica) a
la observada en dicho estudio.

Yépez Crow(23 en 2015 en Argentina, realizaron un estudio titulado,
“Correlacién entre mutaciones en el exén 15 del oncogén BRAF con
distintas caracteristicas histopatoldgicas y la evolucion clinica de
pacientes con melanoma cutdneo en diferentes estadios”, en el cual la
poblacidn de pacientes con melanoma cutaneo (MC) analizada presenté
una frecuencia del oncogén BRAF V600E mutado del 77 %, mayor a lo
reportado en bibliografia que oscila en un rango de 17-72 %. De los
pacientes con tumores BRAF V600E mutado, se observd una prevalencia
de la mutacién BRAF V600E (98 %), seguida de BRAF V600K (2 %). Los
resultados obtenidos en la poblacién del estudio, indican que el status
mutacional del oncogén BRAF presenta una asociacion con parametros
clinico-patoldgicos relacionados a la progresion tumoral, como el indice
de Breslow mayor a 2 mm en tumores primarios (p=0,012), la presencia
de metastasis en ganglios linfaticos (p=0,0036) y el indice proliferativo
de los tumores metastasico (p=0,0353). No se encontraron asociaciones
significativas con otras caracteristicas clinico-patolégicas ni con la
evolucidn clinica en la poblacién de estudio. Concluyéndose, finalmente
que los resultados obtenidos abren la posibilidad de considerar el status
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mutacional del oncogén BRAF como factor prondstico, con el fin de
mejorar la estadificacién del MC.

Godoy Gijon(26), en Espafa en 2015, realizé el “estudio de la mutacién
BRAF V600E en el melanoma cutaneo primario y metastasico”, en el cual
se pudo concluir lo siguiente:

a)

b)

d)

La frecuencia de la mutacion BRAF V600E en melanomas malignos
invasivos diagnosticados en diferentes hospitales de Castilla y
Ledn es del 55,9 %. Su frecuencia en las metastasis ganglionares,
de partes blandas y hematdgenas es del 52,9 %, 66,7 %, y 50 %,
respectivamente. Se trata de tasas discretamente superiores a lo
descrito en la literatura.

Las variables clinicas que se asocian significativamente a la
presencia de la mutacién BRAF V600E en el tumor primario son el
patron de exposicion solar intermitente y la presencia de
metdastasis ganglionares.

Las variables anatomopatoldgicas que se asocian
significativamente con la presencia de la mutacion BRAF V600E en
el tumor primario son el subtipo melanoma de extension
superficial, la consumicion epidérmica, la invasién linfovascular y
la celularidad epitelioide. La presencia de necrosis y/o extension
extracapsular se asocian de forma significativa con la presencia de
la mutacion BRAF V600E en la metdastasis ganglionar. El subtipo
melanoma nodular, el epidermotropismo, la pigmentacion, los
micronddulos, el patréon pagetoide y la ausencia de mitosis atipicas
son factores histopatoldgicos asociados a la mutaciéon BRAF V600E
en el tumor primario, con una asociacion préxima a la significacion
estadistica aunque sin alcanzarla.

Los pacientes con melanomas portadores de la mutacién BRAF
V600E presentan una mayor supervivencia global, supervivencia
especifica por melanoma y supervivencia libre de progresion,
aunque dicha asociacién no muestra significacion estadistica.

En los casos estudiados hasta la fecha existe una alta correlacion
(al menos del 90 %) en el estado mutacional de BRAF V600E
entre los melanomas primarios y sus correspondientes metastasis.
Todos los casos discordantes son lesiones metastasicas en las que
no se disponia de tejido tumoral suficiente para el estudio
mediante técnicas adicionales a la RTqPCR, a pesar de ello la tasa
de discordancia es baja (10 %).

Villanueva,?”) en 2017, desarrolld una investigacion, en la que se
concluyd lo siguiente:
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a) La presencia de la mutacion de BRAF V600E se ha observado en el
61,29 % de los melanomas primarios de la serie estudiada, siendo
su perfil clinico-patoldgico predominante melanomas de extension
superficial, localizados en el tronco y en pacientes jovenes.

b) El estudio de la mutacion de BRAF V600E en muestras pareadas
de melanomas primarios y metastasis mediante qPCR vy el
anticuerpo VE1, ha demostrado homogeneidad intertumoral.

c) La expresion de la proteina de BRAF V600E mediante
inmunohistoquimica (IHQ) es homogénea en todos los casos. No
se ha observado heterogeneidad intratumoral de la mutacion de
BRAF V600E.

d) La IHQ con el anticuerpo VE1 es una herramienta con una alta
sensibilidad (95,78 %) y especificidad (83,87 %) para la deteccion
de la proteina BRAF V600E, cuando se compara con una técnica
molecular, como gRT-PCR (Cobas® 4800 BRAF V600 Mutation
Test).

e) La presencia de la mutacién de BRAF V600E en pacientes con
melanomas metastasico, no es un factor prondstico independiente
en la supervivencia global, ni en la supervivencia libre de
enfermedad.

CONSIDERACIONES FINALES

La identificacion de la mutacion del oncogén BRAF representa un factor
pronodstico y representar una diana terapéutica eficaz.
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