ARTICULO ORIGINAL

ISSN 1669-9106

ESTADO MUTACIONAL DE BRAF Y PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS
EN MELANOMA MALIGNO CUTANEO

ALEJANDRO GARCIA', CONSTANZA LORENTE', BORIS ELSNER',
ALEJANDRA AVAGNINA', VALERIA DENNINGHOFF**

'Servicio de Patologia, 2Patologia Molecular, Centro de Educacion Médica e Investigaciones
Clinicas Norberto Quirno (CEMIC), Buenos Aires, Argentina

Resumen El melanoma maligno es la forma mas agresiva de cancer de piel, con una tasa de mortalidad en
Argentina 1997-2001 = 1.1/100 000 en varones y 0.6 en mujeres. El proto-oncogén BRAF es foco
de intensa investigacion, su mutacién es uno de los principales promotores tumorales y pueden presentarse en
50% de los melanomas. Se han aprobado varios farmacos con actividad clinica sobre las mutaciones BRAF. El
objetivo del trabajo es evaluar el estado mutacional de BRAF (exdn 15) en biopsias con melanoma maligno cuta-
neo y su relaciéon con las caracteristicas histopatoldgicas. Realizamos un estudio observacional, retrospectivo, de
muestras fijadas en formol e incluidas en parafina. Revisamos edad, sexo, diagndstico y datos histopatoldgicos,
tamafo y porcentaje tumoral, viabilidad para analisis molecular y presencia de melanina. Evaluamos mutaciones
de BRAF con PCR/secuenciacién Sanger. Utilizamos test de Student, Chi cuadrado, Wilcoxon y prueba exacta de
Fisher. De 49 casos se pudo purificar y secuenciar el 76% (38/49), 13/38 (34%) mujeres y 25/38 (66%) varones,
edad mediana 70 afnos. Localizacién mas frecuente: térax con 14/35 (40%). Tipo histolégico: extensivo superficial
18/38 (47%). Niveles de Clark, 11/38 (29%): I-Il y 27/38 (71%): lll, IV y V. Mediana del Breslow: 1.6 mm. Fase de
crecimiento radial 11/38 (29%) y 27/38 (71%) vertical. Presentaron mutaciones 16/38 (42%). Como lo informado
por otros autores, no se encontré asociacion entre el estado mutacional del exén 15 y los parametros clinicos
o histopatoldgicos.
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Abstract Mutational status of BRAF and histopathological characteristics in cutaneous malignant
melanoma. Malignant melanoma (MM) is the more aggressive form of skin cancer with a mortality
rate in Argentina 1997-2001 = 1.1/100 000 in men and 0.6 in women. BRAF proto-oncogene is focus of intense
research; its mutation is one of the main tumor promoters and occurs in approximately 50% of MM. Several drugs
with clinical activity on BRAF mutations have been approved. The aim of the study is to evaluate the mutational
status of BRAF (exon 15) in cutaneous MM biopsies and its relationship with histopathological characteristics.
We carried out an observational, retrospective study of samples fixed in formaldehyde and paraffin embedded;
reviewing age, sex, diagnosis, histopathological data, tumor size and percentage, viability for molecular analysis
and melanin presence. We evaluated BRAF mutations with PCR/Sanger sequencing. For statistics we used Stu-
dent’s t test, Chi square, Wilcoxon and Fisher’s exact test. We were able to purify and sequence 76% (38/49)
samples, 13/38 (34%) from women and 25/38 (66%) from men, the median age being 70 years. Most frequent
location: thorax 14/35 (40%). Histological type: Superficial spreading 18/38 (47%). Clark’s levels, 11/38 (29%):
I-1l and 27/38 (71%): Ill, IV and V. Breslow’s median: 1.6 mm. Radial growth phase 11/38 (29%) and 27/38 (71%)
vertical. Presented mutations 16/38 (42%). As reported by other authors, no association was found between the
mutational state of exon 15 and clinical or histopathological parameters.
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El melanoma maligno (MM) es la forma més agre-
siva de cancer de piel y un problema de salud publica
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a nivel mundial. En EE.UU. se estim6 que para 2018
se diagnosticaron 91 270 nuevos casos con 9320
muertes por MM, con una incidencia en aumento en
los ultimos 30 afios (American Cancer Society 2018)".
En la Argentina son escasos los datos de ocurrencia
de MM, la tasa de mortalidad, durante el periodo 1997-
2001 fue de 1.1/100 000 habitantes para varones y
0.6/100 000 para mujeres, con tendencia creciente de
las tasas durante el periodo 1997-2004 (3% aproxima-
damente, por afio en ambos sexos)?. La edad promedio
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de presentacion es 63 afios, aunque puede suceder a
cualquier edad, incluso en nifios®. Los factores de riesgo
para desarrollar melanoma incluyen: exposicién a la
radiacion ultravioleta (UV) alta y/o intermitente, nevos
displasicos, historia familiar de MM, tipo de piel, etc.
Puede desarrollarse en cualquier localizacion de la piel,
pero es mas frecuente en térax en hombres y piernas en
mujeres. Otros sitios frecuentes son cabeza y cuello®.
Puede ser asintomatico y diagnosticarse solo en su
etapa tardia por sus metastasis*. A pesar de represen-
tar el 4% de las neoplasias malignas de la piel, es el
responsable de las dos terceras partes de las muertes
atribuibles a dichas neoplasias®y ha incrementado su
incidencia en las Ultimas décadas®.

Se reconocen cuatro subtipos histoldgicos principales:
extensivo superficial (ES), lentigo maligno (LM), acrolenti-
ginoso (AL) y nodular (N). Los tres primeros presentan una
fase de crecimiento intra-epidérmico inicial, mientras que
el ultimo posee crecimiento intradérmico invasivo de novo,
lo que ensombrece el prondstico. EI MM puede surgir de
los melanocitos (o de sus células madres) de la piel nor-
mal o de lesiones precursoras (nevo displasico o atipico,
nevo melanocitico congénito gigante, etc.). En la piel, los
melanocitos se situan en la capa basal de la epidermis,
y bajo el estimulo de dos hormonas: la estimuladora
del melanocito (alfa MSH) y la adrenocorticétropa, que
elaboran pigmento melanico. Las funciones principales
de la melanina son dos, proteccion frente a radiaciones,
particularmente, la UV, y el poder de captacién de radica-
les. Una vez sintetizada se deposita en la matriz proteica
de los melanosomas’. La melanina representa una de los
problemas mayores en el estudio del melanoma&. En la
primera parte del siglo XXI, hubo avances tecnoldgicos
que facilitaron una nueva comprension de la patogéne-
sis molecular de una amplia variedad de enfermedades
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incluyendo el MM®, asi como también de las nuevas
terapias'®. Las mutaciones presentes en BRAF, NRAS,
c-KIT y GNAQ son las principales causas de desregula-
cién de la via MAPK en MM'"'. EIl proto-oncogen BRAF
(v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) ha sido
recientemente foco de intensa investigacion, ya que su
mutacion es uno de los principales promotores tumora-
les en diversos tumores malignos'?. Este gen codifica la
proteina BRAF, la cual juega un papel regulatorio en la
via MAPK, que afecta la division celular, la diferenciacion
y la expresion génica'®. Las mutaciones del gen BRAF
pueden estar presentes en el 30% de las neoplasias
humanas y en aproximadamente el 50% de los MM
El 80% corresponde a sustitucion de una valina por un
glutamato en el codén 600 (V60OE) en el exdn 15, dentro
del dominio quinasa, promoviendo activacion constitutiva
de la proteina BRAF™ 4. Se han desarrollado drogas
que inhiben a BRAF y han sido aprobadas por la Admi-
nistracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos de América (FDA) y la Administracién Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica de
la Argentina (ANMAT) para el tratamiento de pacientes
con MM avanzado cuyo tumor presente mutacion V600E
(terapia dirigida)''. La importancia de determinar este
biomarcador radica en que determina un subgrupo de
pacientes que podrian ser tratados de forma individua-
lizada con inhibidores especificos, sobre todo aquellos
con enfermedad avanzada y/o metastasis irresecables
no curables con tratamiento quirdrgico (Tabla 1).

El objetivo del presente trabajo es evaluar en nuestro
medio el estado mutacional del gen BRAF en biopsias de
individuos con diagndstico de MM primario cutaneo, su
relacion con las caracteristicas histopatolégicas y discutir
algunos aspectos técnicos de dicha determinacion con
respecto a la melanina.

TABLA 1.— Opciones terapéuticas segun subtipo gendmico en melanoma maligno cutaneo

Genotipo

Tratamientos aprobados a 2017

Fase l o ll

BRAF mutado

RAS mutado

NF1 mutado

Triple wild type (TWT)
TWT - KIT mutando

0 sobreexpresado

TWT - GNAQ/GNA11
mutando

Target: vemurafenib, dabrafenib, y trametinib.
Inmunoterapia: ipilimumab, nivolumab, y pembrolizumab

Target: ninguna

Inmunoterapia: ipilimumab, nivolumab, y pembrolizumab

Target: ninguna

Inmunoterapia: ipilimumab, nivolumab, y pembrolizumab

Target: ninguna

Inmunoterapia: ipilimumab, nivolumab, y pembrolizumab

Target: ninguna

Inmunoterapia: ipilimumab, nivolumab, y pembrolizumab

Target: ninguna

Inmunoterapia: ipilimumab, nivolumab, y pembrolizumab

Cobimetinib

Trametinib, MEK162

Ninguno

Ninguno

Imatinib, nilotinib

Selumetinib, trametinib, MEK 162
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Materiales y métodos

Se realiz6é un estudio observacional y retrospectivo de 49
casos con diagnostico de MM primario cutédneo, cuya resec-
cion de piel fue fijada en formol neutro al 10% e incluida en
parafina. Se evalu6 tamafo y porcentaje tumoral en la muestra
y viabilidad para analisis molecular. Este estudio adhiere a
la Declaracion de Helsinki. Estudiamos las siguientes varia-
bles: edad, sexo, diagndstico histopatoldgico, presencia de
melanina (se establecio la presencia o ausencia de melanina,
mediante un score cualitativo de 0 a 3 segun la intensidad del
pigmento, siendo 0 = ausencia de pigmento 3 = mayor inten-
sidad. Se evalué ademas el porcentaje de células neoplasicas
con pigmento sobre el numero total de células neoplasicas),
porcentaje de células tumorales, viabilidad para el analisis mo-
lecular (porcentaje final de células tumorales en relacion a las
células normales acompafantes en el area seleccionada para
microdiseccion > 70%). Se realizé la busqueda del gen BRAF
utilizando la base de datos RefSeq'® y Ensembl 2015'. Se
estudio la variante 1 de transcripto (ENST00000646891.1) que
contiene 18 exones. Dicho transcripto (Refseq NM_004333.5)
codifica para un ARN mensajero de 6459 pares de bases y se
traduce en una proteina de 766 aminoacidos'’. Se disefiaron
primers 5" y 3" secuencia especificos flanqueantes a dicho
exon utilizando herramientas bioinformaticas como BLAST
(Basic Local Alignmentsearch Tool)'®y Primer3'°. Primer:
BRAFnat15Fw: 5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3', y
BRAFnat15Rev: 5'-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3’, con
amplicon de 224 pb. Se purific6 ADN gendmico a partir de
cortes de 25 pm de la muestra incluida en parafina. Se enri-
quecio el porcentaje de células tumorales mediante microdi-
seccion de un area del tumor donde se encontraba la mayor
proporcién de ADN tumoral.

En una primera etapa se estudi6 la tasa de efectividad
de extraccion y amplificacion, siguiendo 3 estrategias con el
objetivo de eliminar la presencia de melanina de las muestras.

Extraccion de ADN. 1. Digestion enzimética con Buffer-PK
(100mM Tris CIH-pH = 8, 25mM EDTA, 0.5% SDS, 0.01%
PK) a 42 °C durante la noche. Extracciéon de las fracciones
lipo-proteicas con fenol-cloroformo-isoamilico (CARLO ERBA,
Italia). Precipitacion del ADN purificado CINa/isopropanol.
2. Purificacién por columna mediante HIGH pure PCR Tem-
plate Preparation Kit (Roche DiagnosticsGmbH, Mannheim,
Alemania). 3. Purificacién por columna a partir de nuevos
cortes de tejido mediante QlAamp® DNA FFPE Tissue (Qia-
gen, #55404).

Amplificacion de ADN: a- PCR a partir de 100 ng de ADN.
b- PCR anidada o nested a partir de una alicuota de 5 pl de
la primera reaccién de PCR. c- PCR simple con el agregado
de 5y 10 pl de BSA (Promega, Madison, WI, USA).

La pureza y el rendimiento del ADN se midieron por espec-
troscopia. Los amplicones del gen BRAF fueron evaluados con
electroforesis en geles de poliacrilamida al 9% en buffer TBE
1X'y visualizados con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta.
Se realizé la PCR a partir de 50 a 100 ng de ADN de cada
muestra. Los amplicones de la PCR obtenidos del exén 15
del gen BRAF fueron evaluados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X (Tris-Bérico-EDTA)
y visualizados con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. Se
realizé la purificacion de los productos de amplificacion uti-
lizando las columnas High Pure PCR product purification kit
(Roche, Suiza). Para la reaccion de secuenciacion se utilizo el
kit BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher, USA). Las secuen-
cias fueron separadas por electroforesis capilar utilizando el
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, Foster
City, CA, EE.UU.). Las secuencias obtenidas se analizaron
con el Sequencing Analysis Software v5.2 (Applied Biosystem,
Foster City, CA, EE.UU.).
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Para realizar el analisis estadistico se confeccion6 una
base con los datos epidemiolégicos basicos, estudios histo-
patoldgicos y de biologia molecular, para cada paciente. La
informacion recolectada se examiné mediante un analisis des-
criptivo para clasificar, representar y resumir los resultados,
lo cual nos permitio sintetizar la informacion contenida en los
mismos. En las variables cuantitativas se obtuvo promedio,
desvio estandar o mediana y percentilos 25 y 75, segun co-
rrespondiese. En las variables cualitativas se obtuvo porcen-
taje e intervalo de confianza al 95%. Para evaluar asociacién
se utilizaron los test de Student (para variables cuantitativas)
y Chi cuadrado (para variables cualitativas). Alternativamente,
se aplicaron los test no paramétricos de suma de rangos de
Wilcoxon y la prueba exacta de Fisher, para evaluar asocia-
cion con tamarios de muestra pequefnos.

Resultados

De los 49 casos con diagndstico de MM primario cuta-
neo, se pudo realizar purificacion del ADN y posterior
secuenciacion en el 76% (38/49), utilizando las diferentes
estrategias:

1° Digestion enzimatica con Buffer-PK y posterior
amplificacion: a. PCR simple se obtuvieron 37% de po-
sitividad, b. PCR nested, se obtuvieron 0% resultados
positivos adicionales, c. PCR simple mas el agregado de
BSA, se lograron 9% positivos adicionales. Se establecié
que la mejor estrategia fue la PCR simple.

2° Se purificé el ADN por columna mediante High Pure
PCR Template Preparation Kity posterior PCR simple,
resultado en 47% de los casos positivos.

3° Se realizé una nueva extraccion de ADN por co-
lumna QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen, #55404)
y posterior PCR simple, resultado en 76% de los casos
positivos.

Se establecit a la extraccion de ADN mediante colum-
na QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen, #55404) y PCR
simple, como la mejor estrategia.

La localizacion anatomica mas frecuente fue en la
region del térax con 14/35 (40%) casos. La distribucion
completa y lateralidad pueden observarse en la Tabla 2.
En relacion a los resultados del estudio anatomopatolégi-
co sobre el preparado histologico, segun el tipo histoldgi-
co, niveles anatémicos de Clark y el espesor de Breslow,
la fase de crecimiento, el tipo celular, el indice mitético
por mm?, ulceracion, linfocitos intratumorales (TILs) y la
proporcion de melanina se expresan en la Tabla 3. En
ninguno de los 36 casos de melanoma invasor se observo
invasion linfovascular. Se evidenci6 infiltracion perineural
en 1/36 (3%) casos y areas de regresion en 2/36 (6%).
De los 38 pacientes estudiados, presentaron mutacion
16/38 (42%) y fueron no mutados o wild type (WT) 22/38
(58%). La mutacion mas frecuente fue V60OE, correspon-
diendo a 13/16 (81%) de las mismas. Se observé ademas
una mutacién ¢.1798_1799delGTinsAG (V600R), una
mutacion D594G (GAT > GGT) y una mutacion L597Q
(CTA > CAA). Enlos codones 593, 599, 601 y 605, no se
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TABLA 2.— Caracteristicas de la poblacion estudio,
localizacion anatomica (N: 38)

Género
Mujeres 13
Hombres 25
Edad al diagndstico (afios)
Mediana (p50) 70
Rango 31-92
Localizaciéon anatémica
Miembros superiores 9
Miembros inferiores 5
Torax 14
Cabeza 7
No especificado 3
Lateralidad
Derecha 9
Izquierda 15
No especificada 14

observan cambios en la secuencia del ADN (Tabla 4). No
se encontraron diferencias significativas entre el estado
mutacional del exén 15 del gen BRAF y los parametros
clinicos e histopatolégicos evaluados.

Discusion

ElI MM representa la forma mas agresiva de cancer de piel,
siendo hasta ahora el diagndstico precoz y el tratamiento
quirurgico la unica metodologia efectiva para controlar
la enfermedad. El gen BRAF se encuentra mutado en
aproximadamente 50% de los casos y la mutacién mas
frecuente es la V60OE. Se desarrollaron drogas que inhi-
ben BRAF que fueron aprobadas para el tratamiento de
MM en estadios avanzados que presenten la mutacion
V600E. Evidencia cientifica creciente indica que el MM
es un grupo heterogéneo de tumores con subgrupos
bioldgicamente distintos. Bauer y col. comunicaron que
los MM con BRAF mutados se producirian con mayor
frecuencia en un grupo etario menor, en piel sin elastosis
solar marcada en areas no expuestas a la luz solar en
comparacion con los MM-WT#2. Los hallazgos indicarian
que los MM con BRAF mutado se originarian temprano en
la vida con baja dosis acumulativa de rayos UV mientras
que los melanomas sin mutaciones en BRAF requeririan
altas dosis acumulativas de UV en el tiempo?°. Un estudio
reciente establece que el subtipo histolégico de MM y
la edad en combinacién con la exposicion UV influirian
significativamente en la probabilidad de presentar una
mutacion V600E?'. En otro trabajo se encontré asocia-
cion significativa entre la mutacion V60OE y la presencia
de pigmento en el tumor, hipotetizando que la mutacion
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TABLA 3.— Caracteristicas histopatoldgicas (N: 38)

Tipo histoldgico

Extensivo superficial 18

Nodular 13

Lentigo maligno 5

Acral lentigo maligno 1

Spitzoide 1

Tipo celular

Epitelioide 27

Fusocelular 7

Mixto 4

Nivel del clark
I - Il (no metastatizante) 11
Il -IV - V (metastatizante) 27
Breslow
< 0.8 mm 8
> 0.8 mm 30
Fase de crecimiento
Radial 1
Vertical 2
Recuento mitético en mm?
<1 20
> 1 18
Ulceracion
Ausente 29
Presente 9
Linfocitos intratumorales
Presente 22
Non brisk = 11
Brisk = 11
Ausente 16
Melanina

Intensidad 0 2
1 19
2 11
3 6

Cantidad

< 20% 28

> 20% 10

activaria la via MAPK y modularia la funciéon de MITF
y la diferenciacién melanocitica®. Los dos casos ame-
landticos de este trabajo fueron BRAF-WT. Estudios
recientes subrayan caracteristicas clinicas y morfoldgicas
que predecirian la presencia de algunas mutaciones, en
particular la de BRAF?,

Nuestro estudio no mostré diferencias significativas
entre los grupos mutado y WT en el analisis de las ca-
racteristicas de los individuos (edad, género) y del tumor
(localizacion anatdmica y parametros histopatoldgicos).
Con respecto a la frecuencia, nuestros resultados son
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TABLA 4.— Frecuencia del estado mutacional del exon 15 del gen BRAF en los 38 casos estudiados

Coddn 593 594 597 599 600 601 605

Wild type (WT) 38/38 37/38 37/38 38/38 24/38 38/38 38/38

Mutado 0/38 1/38 1/38 0/38 14/38 0/38 0/38

Variante de secuencia 0/38 0/38 0/38 0/38 5/38 0/38 0/38

semejantes a los informados en la literatura®, y la muta-
cién mas frecuente fue V600E coincidiendo también con
la literatura®.

Con respecto a la interferencia de la melanina,
Geng y col. describieron en bacterias una nueva
propiedad de la melanina para interactuar con el
acido desoxirribonucleico (ADN)2¢. La interaccion
mostré un efecto inhibitorio sobre el metabolismo de
las células y una probable explicacion bioldgica seria
que el descenso del metabolismo celular le permitiria
mayor tiempo a la bacteria para repararse a si misma
cuando el ADN es dafado por los rayos UV?%. Durante
la extraccion de los acidos nucleicos, hay tendencia
a que la melanina coprecipite junto con estas macro-
moléculas. Estos polimeros de melanina contienen
gran numero de residuos de acidos carboxilicos libres,
qgue son responsables por su fuerte caracter aniénico
y probablemente responsables de la uniéon a molécu-
las cargadas?’. Esto coincide con publicaciones que
indican que la presencia de restos de melanina se
asocia al ADN gendmico aislado de lineas celulares
pigmentadas interfiriendo con la PCR y demuestran
que la melanina es un potente inhibidor de la ADN poli-
merasa termoestable in vitroy que el efecto inhibitorio
es conferido por una interaccién directa y reversible
entre la melanina y la ADN polimerasa?® 2.

En este trabajo se realizaron diferentes estrategias
secuenciales para eliminar la melanina. La ultima utilizada
mediante el uso de nuevas columnas de resina para el
aislamiento de ADN (Qiagen) elev¢ la tasa de efectividad
de secuenciacion. Sin embargo, algunos de los casos no
pudieron ser secuenciados. Esto lleva al analisis de otras
condiciones a tener en cuenta, como los parametros pre-
analiticos de las biopsias obtenidas: tiempo de isquemia
fria, tiempo de fijacion, uso de formol tamponado, etc. que
también pueden interferir en la PCR.

La limitacion de nuestro trabajo radica en el bajo
numero de casos, pero nuestro objetivo fue determinar
una estrategia para la purificacion del ADN a partir de
las muestras que tenian melanina en diferentes grados
en la practica clinica, permitiendo a los pacientes acce-
der al estado mutacional del BRAF de su tumor, blanco
terapéutico para esta patologia; y por otro lado evaluar
la fortaleza del método de secuenciacion Sanger que
permite la evaluacion de codones que no son analizados

por otras técnicas como Real time PCR, donde solo se
evalua el coddén 600, quedando entre un 10 a 20% de los
casos mutados sin diagndstico.

En conclusion, en nuestro medio la prevalencia de
mutacion del exén 15 del gen BRAF en la poblacion es-
tudiada es similar a lo informado en otras series, siendo
la mutaciéon mas frecuente la V60OE. La importancia de
la determinacion del estado mutacional de este oncogén
radica en que las mutaciones en BRAF, nos permiten
la seleccion de pacientes con enfermedad avanzada o
irresecable que se beneficiarian con terapias dirigidas en
términos de sobrevida y calidad de vida.
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