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RESUMEN:

Las mutaciones genéticas que llevan a la alteracion del ciclo celular se
han relacionado con el desarrollo de multiples neoplasias. Se ha descrito que
hasta el 55% de los melanomas presentan una aberracion del gen BRAF que
induce la sobreactivacion de la via MAPK, estimulando asi el crecimiento de las

células melanociticas.

Por ello, se ha disefiado este estudio retrospectivo con pacientes
diagnosticados de melanoma metastésico, en los que se ha analizado el estado
mutacional de BRAF con el objetivo de determinar su frecuencia y su

repercusion clinica.

De los 25 pacientes incluidos, 13 (52%) presentan mutacién del gen
BRAF y 12 (48%) no la presentan. Los pacientes portadores de la mutacion de
BRAF, son diagnosticados del tumor primario a una edad mas joven (51 afios)
y con estadios mas tempranos. La supervivencia global desde el diagnostico de
las metéstasis no presenta diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos, con una mediana para el grupo BRAF mutado vs. grupo no
mutado de 10,8 vs. 32,2 meses, respectivamente, Hazard ratio (HR) de 1,04
(IC 95% 0,37-2,87), p=0,944. Las medianas de supervivencia global desde el
diagnaostico del tumor primario son de 84,7 vs. 67,5 meses, para el grupo BRAF

mutado vs. no mutado, siendo esta diferencia no estadisticamente significativa.

Globalmente, podemos concluir que el estatus de portador de mutacion
de BRAF no confiere una mayor supervivencia global en aquellos pacientes
afectos de melanoma metastasico. No obstante, estos datos habria que

analizarlos con cautela debido al escaso tamafo muestral de este estudio.
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INTRODUCCION:

El melanoma maligno representa el 2,5% de todos los tumores y un 1-2%
de las muertes causadas por cancer. Es la segunda forma més frecuente de
cancer en hombres y mujeres en edades inferiores a 40 afios [1] y su incidencia
ha presentado un incremento de un 3%-6% [2,3] anual en los dltimos 25 afios.
La tasa mas alta registrada mundialmente se encuentra en Australia y Nueva
Zelanda, con una tasa de incidencia de entre 23-55 casos por 100.000
habitantes y afio, seguido de América del Norte con una tasa de incidencia de
entre 14-19 casos por cada 100.000 habitantes y afio. A nivel europeo la tasa
de incidencia se sitla entre 3-5 casos/100.000 habitantes y afio en los paises
Mediterraneos [4] y 12-20 casos/100.000 habitantes y afio en los paises
Nordicos [5,6]. En Espafia, la incidencia del melanoma maligno es de 6,7
caso0s/100.000 habitantes y afio, segun los datos disponibles en el European
Cancer Observatory correspondientes al afio 2008. A diferencia de América del
Norte donde la incidencia es mas alta en la poblacion masculina, en los paises

europeos existe una mayor incidencia en la poblacion femenina [6].

Dentro de los tumores cutaneos, el melanoma maligno es menos
frecuente que el carcinoma espinocelular y el basocelular, pero tiene un peor
pronéstico representando 6 de cada 7 muertes por cancer de piel [4, 5]. La
mortalidad por melanoma también ha presentado un aumento progresivo en los
altimos afios, con un incremento anual del 2% desde los afios 60 [7]. A pesar
de la alta tasa de curacion que presentan los melanomas primarios localizados,
los cuales presentan una supervivencia del 98,3% a los 5 afios del diagndstico,
los pacientes afectos de melanoma metastasico presentan una supervivencia
inferior al 10% a los 5 afios del diagnostico [2]. Segun un analisis realizado por
el Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) la supervivencia media de un
paciente afecto de melanoma metastasico es de aproximadamente seis meses,
siento ésta condicionada por el numero de 6rganos afectos asi como de la

localizacion de las diferentes metéastasis [8].
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El melanoma maligno tiene su origen en las células melanociticas que
derivan de la cresta neural. La mayoria de estos tumores son en un 91,2% de
los casos de origen cutaneo, en un 5,3% de origen ocular, en un 1,3% de
origen en mucosas Yy finalmente, en 2,2% de los casos presentan un origen
desconocido [2]. La etiologia de la enfermedad es compleja y muy
heterogénea, teniendo en la mayoria de los casos un origen esporadico. Dicha
forma esporadica representa mas del 90% de los casos y esta relacionada de
manera directa con la exposicién solar y las quemaduras secundarias, sobre
todo durante la infancia [9]. También se conocen otros factores de riesgo como
es la presencia de nevus atipicos, antecedente previo de melanoma, un estado
de imunosupresion, el tratamiento con psoralenos, la exposicién a la luz
ultravioleta A (UVA), el estatus socioecondmico alto y los antecedentes de

melanoma maligno en un familiar de primer nivel [10,11].

Existe una entidad conocida como melanoma hereditario, el cual
representa <1% de todos los melanomas. Est4 asociado a la presencia de
alelos de alta penetrancia y de alto riesgo y se caracteriza por un patrén
unilateral de transmisién del melanoma, de inicio temprano y con la presencia
de tumores primarios multiples. También se ha relacionado con la mutacién de
2 genes: CDKN2A y CDK4, y posiblemente existe otro gen en el cromosoma
1p22 que podria tener relacion con el desarrollo de la enfermedad. La mayoria
de las mutaciones del gen CDKN2A se dan en los exones 1a y 2, y la
frecuencia de dicha mutacion varia entre el 0,01% de la poblacion normal y
hasta un 40% en algunas familias. El riesgo de desarrollar un melanoma
familiar es variable segun el grado de penetrancia de los 3 genes de
susceptibilidad que son CMM1, CMM2 y CDK4, oscilando dicho riesgo entre el
38 y el 75 %. Los melanomas familiares pueden ser divididos en tres grupos:
los melanomas esporadicos que se observan en familiares, los melanomas que
se observan en relacion con genes (alelos) de bajo riesgo, y finalmente los
melanomas que se observan en genes (alelos) de alto riesgo y con penetrancia

alta; este ultimo grupo es el que se considera melanoma hereditario.
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El farmaco que se ha mostrado mas beneficioso como tratamiento
adyuvante del melanoma maligno es el interferon alfa (IFN). El esquema més
utilizado para el tratamiento de los melanomas de alto riesgo es el de IFN a
dosis altas, basandose en los datos de tres estudios [12-14]. El estudio ECOG
168437 [12] que comparaba el tratamiento adyuvante con IFN a dosis altas con
observacion, reportd un beneficio tanto en la supervivencia libre de enfermedad
(SLE) como en la supervivencia global (SG) para el grupo de pacientes
tratados con IFN con un incremento estadisticamente significativo de la SLE
media de 1 afio a 1,7 afios y un incremento de la SG de 2,8 afios a 3,8 afios sin
alcanzarse la significacion estadistica. EI mismo grupo de investigadores
realiz6 posteriormente el estudio ECOG 169038 [13] que comparaba
observacion con tratamiento adyuvante con el régimen de dosis altas de IFN y
el régimen de dosis bajas de IFN. Este estudio no mostré6 beneficios en
términos de supervivencia global en ninguno de los dos grupos de IFN
comparado con el grupo de observacién. La mejoria de la SLE fue
estadisticamente significativa en los pacientes tratados en el régimen de IFN a
dosis altas comparado con el grupo de observaciéon (a los 5 afios una SLE de
44% vs. 35% respectivamente), sin embargo no hubo ventaja significativa en
SLE para el grupo de IFN a dosis bajas comparado con observacion (a los 5
afios SLE de 40% vs 35% respectivamente). En un estudio mas reciente, el
ECOG 169439 [14] que comparaba tratamiento adyuvante con la vacuna GMK
con IFN a dosis altas se cerrd precozmente tras demostrarse la inferioridad del
primer tratamiento. En este estudio los pacientes tratados con IFN tuvieron una
SLE significativamente mejor con una HR de 1,47 y una SG significativamente
mayor con una HR de 1,52 comparado con el grupo de pacientes tratados con
GMK. Los datos de dichos estudios sugieren un beneficio estadisticamente
significativo de IFN a dosis altas en cuanto a la supervivencia libre de
enfermedad tanto comparado con el régimen de observacibn como con las
vacunas GMK, aunque no se ha podido establecer su utilidad en términos de la

supervivencia global.
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Como ya se ha comentado previamente, el melanoma maligno
metastasico presenta altas tasas de mortalidad, asi como resistencia a la
mayoria de los tratamientos sistémicos. El tratamiento quimioterapico tiene
mayoritariamente una mision paliativa como control de sintomas, asi como
control de la enfermedad. El tratamiento en primera linea mas utilizado en el
contexto metastasico se basa en la administracion endovenosa de Dacarbazina
(DTIC). Inicialmente este esquema reportd unas tasas de respuesta entorno a
un 20%, una tasa de remisiones completas del 4-6% y una mediana de
supervivencia de 8 a 10 meses [15]. Posteriormente en los estudios fase llI
realizados, la DTIC se asoci6é a tasas de respuesta del 7 al 12 % con una
supervivencia global de entre 5,6 a 7,8 meses [16-19]. Sin embargo, éste
farmaco nunca ha sido comparado con placebo y no se han reportado datos

claros en cuanto a beneficio de supervivencia.

Otros agentes quimioterdpicos utilizados en el contexto metastasico
comprenden la Temozolamida (TMZ) y la Fotemustina (FM). La Temozolamida
es un analogo de la DTIC, con una eficacia similar a la DTIC pero con algunas
ventajas sobre ésta [17, 20, 21]: se puede administrar por via oral con una
buena biodisponibilidad, es mejor tolerado y atraviesa la barrera
hematoencefalica, por lo que podria ser eficaz a nivel de afectacion tumoral
cerebral. En un estudio con 151 pacientes afectos de melanoma estadio IV al
diagnodstico, se objetivdO una tasa de respuesta a nivel del sistema nervioso
central (SNC) del 7% y un 29% de los pacientes presentaron estabilizaciones a
dicho nivel [22, 23]. En otro estudio fase Ill con 305 pacientes, la TMZ oral se
mostro igual de eficaz que la DTIC endovenosa, con unas tasas de respuesta
del 12,1% y 13,5% respectivamente. Los datos de supervivencia también
resultaron ser similares entre ambos grupos con una mediana de supervivencia
de 7,7 meses y 6,4 meses respectivamente, aunque sin llegar a alcanzar la
significacion estadistica. Asi mismo se observd una mejoria significativa en
cuanto a supervivencia libre de progresion (1,9 meses vs. 1,5 meses,
respectivamente), asi como una mejor calidad de vida en el grupo tratado con

temozolamida oral [17]. La Fotemustina también tiene un papel en el
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tratamiento de los pacientes afectos de melanoma cutaneo estadio 1V. En un
estudio con 229 pacientes afectos de melanoma maligno estadio IV que incluia
pacientes afectos de metastasis cerebrales, se compard la eficacia de
Fotesmustina vs. Dacarbazina. La tasa de respuestas fue superior en el grupo
tratado con FM (15, 2 % vs. 6,8 %, respectivamente), aunque la duracion de
dichas respuestas fue similar en ambos grupos de tratamiento (5,8 meses vs.
6,9 meses, respectivamente). La supervivencia global fue de 7,3 meses vs. 5,6
meses, respectivamente, y se objetivd que la FM prolongaba significativamente
el tiempo hasta la aparicion de metastasis cerebrales dada su capacidad de
atravesar la barrera hematoencefédlica (22,7 meses vs. 7,2 meses,
respectivamente) [18].

Los nuevos conocimientos de la inmunologia y la patogénesis del
melanoma han permitido identificar nuevas dianas terapéuticas, marcando un
punto de inflexidbn en el desarrollo farmacoldgico de la inmunoterapia y de
terapias dirigidas contra proteinas quinasas oncogénicas implicadas en las vias
de sefializacion de la proliferacion de las células tumorales. El primero de estos
nuevos medicamentos inmunomoduladores es el Ipilimumab, un anticuerpo
monoclonal recombinante humano que bloquea el antigeno 4 asociado al
linfocito T-citotoxico (CTLA-4), promoviendo de esta forma la inmunidad
antitumoral de las células T. Es el primer farmaco que ha mostrado un beneficio
significativo en la supervivencia global en los pacientes afectos de melanoma
metastasico y ha sido aprobado para esa indicacion por las administraciones
competentes estadounidense (FDA), europea (EMA) y espafiola (AEMPS). La
eficacia y la seguridad de este nuevo farmaco han sido demostradas en un
ensayo clinico fase Il [24] con 676 pacientes afectos de melanoma estadio IV
gue habian progresado a al menos una linea de tratamiento para enfermedad
metastasica. En este ensayo se compar6 Ipilimumab con la vacuna gp100,
objetivAndose un aumento significativo de la supervivencia global al administrar
Ipilimumab (10 meses vs. 6 meses, respectivamente). También fue demostrado
el beneficio de Ipilimumab como tratamiento de primera linea en el melanoma

metastasico en un estudio fase Ill [25] con 502 pacientes. En este estudio la
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supervivencia global con la combinacion de Ipilimubab-DTIC comparado con
DTIC en monoterapia fue de 11,2 y 9,1 meses respectivamente.

Dentro de los ultimos avances en el tratamiento del melanoma maligno,
se encuentra un inhibidor especifico de la forma mutada de la proteina BRAF
V600, Vemurafenib, el cual ha sido aprobado por ambas agencias reguladoras
(FDA y EMA) en base a los resultados obtenidos en dos ensayos clinicos fase
II'y Ill. El estudio fase Il con 132 pacientes afectos de melanoma metastasico,
portadores de la mutacion BRAF V600E y en progresion a una primera linea de
tratamiento estandar para melanoma metastasico o irresecable, objetivd una
tasa de respuestas del 53%, con una media de duracién de respuesta de 6,7
meses [26]. El estudio fase Ill con 675 pacientes afectos de melanona
metastasico o irresecable, comparé Vemurafenib con Dacarbacina como
tratamiento de primera linea. Los pacientes tratados con Vemurafenib
presentaron una tasa de respuestas del 48,1% comparado con 5,5% para el
grupo que recibié tratamiento con DTIC (p<0,0001). También se objetivé que
Vemurafenib incrementaba la supervivencia libre de progresion con una
diferencia significativa entre el grupo de Vemurafenib vs. DTIC de 5,3 meses
vs. 1,6 meses respectivamente (HR de 0,26) [27].

Las mutaciones en el gen BRAF, el cual se encuentra localizado en el
brazo largo del cromosoma 7, son las mas frecuentemente halladas en
pacientes afectos de melanoma cutaneo. Su frecuencia es de entre un 33% y
47% en los pacientes afectos de melanomas primarios [28-32] y de entre un
41% hasta un 55% en los pacientes afectos de melanomas metastasicos [33-
36]. A nivel molecular, la presencia de una mutacion a nivel del gen BRAF,
lleva a la sobreactivacion de la via MAPK (mitogen-activated protein kinasa)
gue a su vez estimula el crecimiento de las células melanociticas. La activacion
de la via MAPK también tiene lugar como consecuencia de las mutaciones

somaticas de otros oncogenes, como N-RAS; sin embargo, las mutaciones de
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N-RAS, a diferencia de las de BRAF, se han descrito Unicamente en un 20 %

de los melanomas cutaneos [37, 38].

El gen BRAF codifica para una serin/treonin kinasa que activa la cascada
RAS/RAF/MEK/ERK implicada en la transduccién de sefales mitogénicas
desde los receptores de membrana hasta el ndcleo. En los melanocitos, la
mutacion de BRAF y por tanto el aumento de actividad de la via MAPK lleva a
la ausencia de apoptosis e induce el avance en el ciclo celular [39,40]. Se han
descrito numerosas mutaciones de BRAF, preferentemente localizadas en el
dominio tirosin kinasa del gen; la mutacién mas prevalente es la que tiene lugar
por la sustitucion T1799A en el exén 15, la cual lleva a un cambio del codén
GTG (valina) por GAG (4cido glutdmico) en la posicion 600 (V600E). Estas
mutaciones no se han encontrado en las células sanas de individuos afectos de
melanoma, por lo que conceptualmente se considera que son adquiridas
somaticamente. Dado que las mutaciones de BRAF también son comunes en
los nevus melanociticos, existe cierta controversia acerca del momento en que
se adquiere dicha mutacion. Algunos autores sugieren que la mutacién de
BRAF tiene un lugar temprano en la transformacion melanocitica, ya que se
han encontrado las mismas alteraciones tanto en el tumor primario como en el
tejido metastasico [41,42]. Otros autores, sin embargo, han observado
ausencia de mutacién en el tumor primario y su presencia en el tejido
metastasico [43], asi como la presencia de mutacion en melanomas en
estadios avanzados, pero no en las fases tempranas de crecimiento radial del
melanoma [44]. Las ultimas observaciones nos llevarian a la hipétesis de que
las mutaciones de BRAF en el melanoma maligno son adquiridas durante el

desarrollo de la enfermedad, sobre todo en las fases de enfermedad avanzada.

Las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes afectos de
melanoma maligno portadores de la mutacion en el oncogen BRAF comparado
con los BRAF no mutados han sido analizadas en multiples estudios [29, 33-35,
43, 45]. Su finalidad era determinar que pacientes seran, con mas probabilidad,
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portadores de la mutacion de BRAF, asi como la implicacion del estado
mutacional de BRAF en la evolucién de la enfermedad, para evaluar si se trata
de un factor prondstico. Para ello, dichos estudios se centraron en el analisis de
parametros clinicos de los pacientes al diagnéstico del melanoma maligno, asi
como parametros evolutivos como el intervalo libre de enfermedad desde el
diagnostico del melanoma primario hasta la aparicion de la enfermedad
metastasica, la supervivencia global desde el diagnostico de la enfermedad
primaria y la supervivencia global desde el diagnostico de la enfermedad

metastasica.

La edad mas joven al diagndstico del tumor primario independientemente
del estadio, es una de las caracteristicas clinicas a destacar de los pacientes
afectos de melanoma maligno portadores de la mutacion en el gen BRAF si se
comparan con los BRAF no mutados. Incluso se ha propuesto que la edad
menor de 55 afios era un factor predictivo para estado BRAF mutado [31].
Diferentes grupos de investigacion han confirmado esta diferencia en la edad
media al diagndéstico, entre los pacientes afectos de melanoma BRAF mutado y
BRAF no mutado: en un estudio realizado por Hacker et &l. [46] se reportaron
unas edades medias de 47.6 afios y 60.8 afios respectivamente, en un estudio
realizado por Liu et &l. [30] ser reportaron unas edades inferiores a 50 y
superiores a 50 afos respectivamente, en el estudio llevado a cabo por
Thomas et al. [47], se objetivaron unas edades medias de 47.3 afios y 53.9
afos respectivamente y finalmente, el estudio realizado por el grupo de Long et
al [45] se objetivaron unas edades medias de 56 aflos y 63 afos

respectivamente.

Otra caracteristica clinico-patolégica de los melanomas con mutacion del
gen BRAF es que no parecen estar relacionados con el dafio cutaneo cronico,
normalmente por exposicidn solar. Por tanto es poco frecuente encontrar

melanomas con mutacion de BRAF en zonas con alta exposicion solar como

10
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son las zonas acrales o las de cabeza y el cuello, tal como se refiere en
diferentes estudios [30, 46, 47].

Para determinar si el estado mutacional del oncogen BRAF es factor
prondstico en cuanto a tiempo hasta la recidiva y metastatizacion del
melanoma maligno, se ha analizado en diversas publicaciones la supervivencia
libre de enfermedad desde el diagnostico del melanoma primario hasta la
apariciéon de recidiva o metéstasis, comparando los pacientes portadores de la
mutacion del BRAF con los BRAF no mutados. Los resultados obtenidos en la
literatura son dispares. En un estudio retrospectivo realizado por el grupo de
Kumar et &l. [34] se incluyeron 38 pacientes afectos de melanoma maligno en
estadio Il y IV tratados en primera linea con diferentes regimenes de quimio-
inmunoterapia (Dacarbazina, Vincristina, Bleomicina, Lomustina e Interferon).
Este estudio reporté una SLE mas larga en aquellos pacientes con el gen
BRAF mutado comparado con los pacientes con el gen BRAF no mutado (12
vs. 5 meses, respectivamente), aunque sin llegar a obtener una significacion
estadistica (p=0,13) [30]. Sin embargo otros dos estudios no reportaron
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo transcurrido desde el
diagndstico del tumor primario hasta la fase metastasica. Shinozaki et al. [43],
en su estudio de 59 pacientes con melanoma primario y 68 pacientes con
melanoma metastasico, sugerian que BRAF no es un factor predictivo ya que
no objetivaron una correlacion significativa entre la presencia de la mutacion de
BRAF en el tumor primario y la supervivencia libre de enfermedad. En la misma
linea de investigacion, el grupo de Long et al. [45] tampoco observo diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo transcurrido desde el diagnostico
del tumor primario hasta la fase metastasica en ambos grupos (P 0,822) y este

resultado no varié en el analisis por subgrupos por edad.

A diferencia de la supervivencia libre de enfermedad, para la cual el
estadio mutacional de BRAF parece dudoso, la supervivencia global desde el
diagnostico de la enfermedad diseminada en multiples estudios ha sido

11
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reportada como detrimental para el grupo de pacientes portadores de la
mutacion de BRAF comparado con el grupo con de pacientes BRAF no
mutado. Houben et &l. [29] en su estudio con 174 pacientes diagnosticados de
melanoma cutaneo, de entre los cuales 86 eran metastasicos, concluia que la
presencia de la mutacion BRAF en la enfermedad avanzada se asociaba a un
peor prondstico con una supervivencia significativamente mas corta comparado
con los BRAF no mutados (p=0,02). Otro estudio publicado por Urugel et al.
[35] llegé a la misma conclusion tras analizar el estado mutacional del gen
BRAF en muestras de tejido y lineas celulares de 109 pacientes afectos de
melanoma metastasico. Este estudio report6 una tendencia a peor
supervivencia global tras el debut de enfermedad metastésica en los pacientes
portadores de la mutacion de BRAF, al analizar tanto las muestras de tejido (P
0,052) como las lineas celulares (P 0,072). El estudio prospectivo que apoya la
teoria de que la mutacion de BRAF es un factor de mal prondstico en la
enfermedad metastasica es el realizado por Long et al. [45] con 197 pacientes
con enfermedad avanzada. Este grupo de investigadores objetivd que los
pacientes con mutacion del gen BRAF y nunca tratados con inhibidores de
BRAF comparado con el grupo de pacientes con BRAF no mutado,
determinado en una poblacién consecutiva de pacientes afectos de melanoma,
presentan una peor supervivencia global tras el diagndstico de la enfermedad
metastasica y con una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos (11,1 meses y 46,1 meses, respectivamente con una p 0,006). Este
grupo de investigadores, realizo el mismo analisis en el subgrupo de pacientes
gue fueron diagnosticados de melanoma metastasico Unicamente durante el
periodo de estudio, mostrando éstos una diferencia numérica en la
supervivencia global tras el diagndstico de enfermedad avanzada, siendo esta
mas corta en los portadores de la mutacion de BRAF, aunque esta diferencia
no resultd ser estadisticamente significativa (5,7 meses vs. 8,5 meses p 0,147).
Sin embargo, existe un estudio con menor nimero de pacientes realizado por
Chang et al. [33] que no confirma esta tendencia. Este estudio incluyé 68
pacientes con melanoma maligno estadios Il y IV y no objetivé diferencias en
la supervivencia segun la presencia o la ausencia de la mutacion de BRAF.
Dado que se trata de estudios mayoritariamente retrospectivos con solo un

12
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estudio prospectivo (el de Long et al.), cuyos resultados en la mayoria de los
casos no son estadisticamente significativos es dificil afirmar que la mutacion
de BRAF en el melanoma metastasico es factor prondstico, aunque es cierto

gue existe una tendencia hacia ello.

La supervivencia global desde el diagndstico del melanoma primario hasta
la muerte por cualquier causa, en las diferentes revisiones no mostro
diferencias entre los pacientes con BRAF mutado y no mutado, cuando se
analizaron muestras tumorales tomadas al diagndstico inicial en diferentes

estudios publicados en la literatura [29, 33, 35].

Existe poca informacion y discordante, sobre las implicaciones clinicas en
los pacientes afectos de melanoma metastasico portadores de la mutacién
BRAF. Se sugiere que existe una mayor supervivencia libre de enfermedad
desde el diagnéstico del tumor primario hasta la metastatizacién en ese grupo
de pacientes. Sin embargo, se ha postulado que dicha poblacion de pacientes
tiene un peor prondstico después del diagnostico de la enfermedad
metastasica, datos que no se ha podido confirmar en todos los estudios. Por
ello el motivo de este trabajo de investigacién, que no es otro que revisar si en
los pacientes afectos de melanoma metastasico atendidos en nuestro centro,
la presencia de la mutacion BRAF puede tener un impacto en la historia natural

de la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS:

La hipotesis del presente trabajo es determinar si los pacientes afectos
de melanoma maligno metastatico y portadores de la mutacion de BRAF,
presentan un mejor prondstico que los pacientes que no son portadores de

dicha mutacion.

El objetivo primario de este estudio retrospectivo es analizar la
supervivencia global de los pacientes afectos de melanoma metastasico
tratados en el Hospital Vall d’Hebron, asi como la evolucion de dichos

pacientes.

El objetivo secundario se basa en el analisis de la supervivencia global
desde el diagnostico del tumor primario hasta la muerte por cualquier causa,
tanto en pacientes portadores de la mutacion en BRAF como en los que no

presentan dicha mutacion.
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CRITERIOS DE INCLUSION/EXCLUSION

Para poder ser evaluados en este analisis, las pacientes debian cumplir

una serie de criterios de inclusioén:

- Confirmacién histologica de melanoma maligno de piel u origen
desconocido.

- Al menos una lesién primaria o metastasica biopsiada y analizada en
nuestro centro.

- Estudio mutacional del gen BRAF.

- Estadios iniciales independientes desde | al IV.

- Afectacion metastasica durante la evolucion de la enfermedad.

- Haber recibido al menos un tratamiento previo local o sistémico.

- Seguimiento en nuestro centro hasta el fallecimiento o hasta el ultimo dia

de consulta en nuestro centro.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

- Melanomas primarios de mucosas y oculares.

- No haber presentado afectacion a distancia durante el curso de la
enfermedad.

- Tratamiento previo con inhibidores de BRAF.

- Perdida de seguimiento del paciente en nuestro centro.

ANALISIS DE LOS DATOS CLINICOS:

Los datos demogréficos de los pacientes fueron obtenidos de las historias

clinicas e incluian:
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- Localizacion del tumor primario

- Estadio inicial de la enfermedad

- Fecha de diagnéstico del tumor primario

- Fecha de diagnostico de la enfermedad metastasica
- Localizacion de las metastasis

- Tratamientos con quimioterapia

- Fecha de éxitus

ANALISIS DE LA MUESTRA DE ANATOMIA PATOLOGICA:

Se recuperaron muestras de tejido tumoral conservado en bloques de
parafina de los 25 pacientes incluidos en el estudio. Con cada muestra tumoral
se realizdé un estudio histopatolégico con determinacion del indice de Breslow,
nivel de Clark, presencia o no de ulceracion, recuento de numero de mitosis por
mm?, valoracién de la respuesta inflamatoria, de los miscrosatélites y de la
invasion vascular. Para la determinacion de la mutacion BRAF se analizé una
muestra tumoral por paciente, ya fuera del tumor primario o bien de una lesién

metastasica.

ANALISIS MOLECULAR GENETICO

El analisis genomico del gen BRAF, se realizo a partir del ADN extraido
de las muestras tumorales fijadas en parafina y seccionadas en laminas de 5
micrometros. La digestion de las células se llevo a cabo mediante la utilizacién
de proteinasa K y posteriormente se procedié a la extraccion del ADN mediante
la técnica de Bio Robot EZ1 de Qiagen. Se realizo la amplificacion por PCR del

exon 15 del gen BRAF, con la finalidad de analizar los codones 581-620 de
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dicho exon. Para la amplificacion se utilizaron iniciadores 5 -
TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3_ (forward) y S5 -
GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3_ (reverse). Los productos de amplificacion
se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% y tincion de Bromuro.
Los patrones de migracibn se compararon con controles positivos (BRAF
mutados) y con agua destilada para comprobar la efectividad del proceso de
amplificacion y la presencia de contaminacion. El dltimo paso fue la reaccion de
secuenciacion por PCR con los iniciadores arriba mencionados (forward y
revers) marcados con reactivo Big Dye. La secuencia de reacciones se llevo a
cabo utilizando el BigDye Terminator Cycle kit de secuenciacion y los datos
fueron analizados mediante el software de andlisis de secuencias Sequence

Analysis 3,7.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion del estudio estadistico, se dividieron los pacientes en

dos cohortes en funciéon del estado mutacional de BRAF.

El método de Kaplan-Meier se utilizo para estimar la distribucion de
eventos, tanto para la supervivencia global desde el diagnostico del melanoma

primario, como para la supervivencia tras el diagnéstico de metéastasis.

El programa informatico utilizado para la realizacibn de los analisis
estadisticos fue SPSS v. 12.0.1 para Windows. En la interpretacion de los

resultados se definid como significativo el valor de p bilateral inferior a 0,05.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Se incluyeron 25 pacientes afectos de melanoma metastasico tratados en
el Hospital Vall d’Hebron desde 1989 a 2010. Los diagndsticos de melanoma
maligno se realizaron entre 1989 y 2010 y de metastasis por melanoma entre
2004 y 2010. Las principales caracteristicas de los pacientes y del tumor se

recogen en las Tablas n® 1y 2.

Tabla n° 1: Caracteristicas de los pacientes.

Sexo Edad Loc. Estadio BRAF PLE M1 Loc. M1 QT 12linea  S. PostM1 E SG
1 1 60 C 1B 1 29 c SNC T™MZ 6,53 1 36
2 1 52 C A 1 23 ¢ Pul,0s,GlI TMZ-IL2-ITF 10,80 1 34
3 1 45 C v 1 2 ¢ Pul,0s,GI CDDP-DTIC 1,33 1 3
4 2 42 C 1B 1 135 ¢ Mama  VACUNAS 41,10 1 176
5 1 61 C lnc 1 45 a Cut,Gl T™Z 41,17 1 87
6 2 20 C lnc 1 257 c Pul,Hep T™Z 7,10 1 265
7 2 52 C 1B 1 83 b Pul T™MZ 50,10 2 133
8 1 79 C nc 1 18 c Os 9,23 2 27
9 1 44 C 1B 1 33 ¢ Pul,Hep,SR 6,37 1 39
10 1 48 C B 1 82 c Pul,Hep DTIC 2,67 1 85
1 2 61 C nc 1 23 c SR 49,13 2 72
12 2 47 O/D v 1 0 c Hep 101,53 2 101
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Sexo Edad Loc. Estadio BRAF PLE M1 Loc.M1 QT 1%linea S.PostM1 E SG
13 1 51 O/D v 1 0 C SNC FM 2,73 1 3
14 2 71 C v 2 0 C Ple,GlI DTIC 4,13 2 4
15 1 53 C lc 2 16 a Cut T™Z 59,93 1 76
16 2 80 C lnc 2 16 a Cut T™Z 18,27 2 34
17 1 36 C lnc 2 7 b Pul DTIC 5,47 1 13
18 2 80 C B 2 5 ¢ Os,GlL,Cut TMZ-ITF 5,80 1 11
19 2 44 C "B 2 49 ¢ Pul,Hep,Os DTIC 6,17 2 55
20 2 65 C Inc 2 29 ¢ Ren,CutGl T™Z 38,07 1 67
21 1 51 A A 2 43 ¢ Pul,Sc,GI DTIC-OBL 14,47 1 57
22 1 56 A 1B 2 130 a Gl DTIC 34,00 1 164
23 2 53 C/C v 2 0 C Pul,Hep DTIC 10,23 2 10
24 1 60 O/D v 2 0 C Hep T™Z 21,40 2 21
25 1 72 O/D v 2 0 C SNC DTIC 13,67 1 15

Sexo: 1: hombre;2: mujer

Loc. (Localizacién): C: cutdneo; A: acral; C/C: cabeza y cuello; O/D: origen desconocido
BRAF: 1: BRAF mutado; 2: BRAF no mutado

PLE: Periodo libre de enfermedad entre diagnostico del primario y la enfermedad metastasica
(meses)

M1: a: M1a; b: M1b; c: M1c

Loc.M1 (Localizacién de las metastasis): Cut: cutaneo; Gl: ganglionar; Os: éseo; SNC: sistema
nervioso central; Pul: pulmén; Hep: higado; SR: suprarrenal; Ple: pleural; Ren: renal; SC:
subcutaneo

S.Post-M1: Supervivencia desde el diagnostico de enfermedad metastasica hasta la muerte
(meses)

E (Exitus) 1: Si; 2: No

SG: Supervivencia desde el diagnostico inicial hasta la muerte o hasta el Gltimo control en

consultas (meses)
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Tabla n°2: Caracteristicas de los pacientes.

Caracteristicas

Total

Pacientes BRAF

Pacientes BRAF

mutado WT
Edad diagnostico,
mediana, afios(limites) 53 (20 - 80) 51(20-79) 58 (36 - 80)
Sexo: mujeres/hombres 11/14 5/8 6/6

Localizacion tumor

primario: numero (12;%2'225),
pacientes Origen desconocido: 4 | Origen desconocido: 2 '
Origen

Cutaneos: 21

Cutaneos: 11,

Cutaneos: 10

desconocido: 2

Estadio al diagnostico, l', 4 l',S l'. 1
numero pacientes Il: 9 I1:5 Il- 4
:5 1 2 I: 3
v: 7 IvV: 3 IV: 4
Piel y ganglionar: 4; Piel y Ganglionar: 5;
Localizacion metéstasis Hepaticas: 4; Oseas: 4; Hepéticas: 3;
Pulmonares:5; SNC: 2; Oseas: 2;
Mama: 1; Suprarr: 1 Pulmonares:4;
SNC: 1; Pleura: 1;
Renal: 1
TMZ: 10 TMZ: 5 TMZ:5
Tipos 12 linea QT DTIC: 9 DTIC: 2 DTIC: 7
FM: 1 FM: 1 FM: 0
Vacunas: 1 Vacunas: 1
Exitus 21 9 7
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La mediana de edad en el momento de diagndstico era de 51 afios para el
grupo portador de la mutacion BRAF (limites 20 - 79) y de 58 afos para el
grupo de BRAF no mutados (limites 38 - 80). En cuanto a la distribucién en
funcién del sexo, se incluyeron 14 hombres y 11 mujeres afectos de melanoma
maligno metastésico. Entre la poblaciéon masculina 8 pacientes eran portadores
mutacion BRAF y 6 pacientes presentaban BRAF nativo. En la poblacién
femenina 5 pacientes eran portadoras de la mutacion de BRAF y 6 pacientes

no presentaban alteracion en el gen BRAF.

CARACATERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS

El material disponible para el estudio comprendia 14 muestras de
melanoma cutaneo primario y 11 muestras de tejidos metastasicos. Entre las
localizaciones metastasicas se obtuvieron 4 biopsias ganglionares, 4 muestras
de metastasis hepaticas, una bronquial, una pleural y una suprarrenal. Dichos

datos estan reflejados en la Tabla n° 3.

Tabla n°3: Caracteristicas de las biopsias:

Origen: Total BRAF mutado BRAF WT
Cutanea 14 6 8
Ganglionar 4 3 1
Bronquio 1 1 0
Hepéticas 4 2 2
Pleural 1 0 1
Suprarrenal 1 1 0
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ESTATUS MUTACIONAL DE BRAF

De los 25 pacientes incluidos en el estudio, 13 pacientes (52%)
presentaban mutacién del gen BRAF y 12 pacientes (48%) presentaban gen
BRAF no mutado. Las muestras de las biopsias en las que se determiné el
estatus mutacional de BRAF podian ser tanto de localizaciones del tumor
primario como de los diferentes lugares de afectacion metastasica (Tabla n° 3).
A la hora de analizar el estatus mutacional en funcién de la localizacion de la
muestra se obtuvieron los siguientes resultados: de las 14 biopsias de tejido
cutaneo, 6 resultaron ser BRAF mutadas y 8 BRAF no mutadas, mientras que
de las 4 muestras ganglionares, 3 fueron BRAF mutadas y una result6 BRAF
no mutada. De entre las cuatro biopsias de metéstasis hepaticas, 2 fueron
BRAF mutadas y 2 BRAF no mutadas. En el resto de localizaciones: una
muestra de biopsia pleural era BRAF no mutada y una biopsia de la metastasis
suprarrenal era BRAF mutada. Estos datos se encuentran representados en las

Figurasn° 1y 2.

ESTADIFICACION DE LOS PACIENTES

En cuanto al estadio al diagnéstico de la enfermedad, de los 25 pacientes
incluidos en el estudio, 4 pacientes presentaban melanoma estadio | al
diagnostico (75% de los pacientes eran portadores de mutacion BRAF y 25%
de los pacientes eran BRAF no mutados), 9 pacientes presentaban melanoma
estadio Il (55% de los pacientes eran portadores de la mutacion BRAF y 45%
de los pacientes eran BRAF no mutados), 5 pacientes presentaban melanoma
estadio Il (40 % de los pacientes eran portadores de la mutacion BRAF y 60%
de los pacientes eran BRAF no mutados) y finalmente 7 pacientes presentaban
melanoma estadio IV (42% de los pacientes eran portadores de la mutacién

BRAF y 58% de los pacientes eran BRAF no mutados).
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LOCALIZACION DE LA ENFERMEDAD AL DIAGNOSTICO

Dentro de las diferentes localizaciones en el momento del diagnostico de
melanoma primario, cuatro pacientes presentaban melanoma maligno de
origen desconocido y 21 pacientes presentaban melanoma maligno de origen
cutaneo. Entre los pacientes con melanoma cutaneo, 11 pacientes (52%) eran
portadores de mutacion BRAF mientras que 10 pacientes (48%) no

presentaban dicha mutacion.

Las localizaciones anatomicas de los tumores primarios cutaneos eran
mayoritariamente en tronco y extremidades, excepto dos pacientes que
presentaban melanoma maligno acral y uno localizado a nivel de cuero
cabelludo. Se objetivé que tanto los dos melanomas acrales, como el originario

a nivel de cuero cabelludo, no eran portadores de la mutacion de BRAF.

Entre los cuatro melanomas de origen desconocido, dos pacientes

presentaban la mutacion de BRAF y dos pacientes eran BRAF no mutados.

LOCALIZACIONES DE LA ENFERMEDAD METASTASICA

Para la clasificacion de los pacientes con enfermedad metastasica, cuatro
pacientes se clasificaron como estadio Mla (con metéstasis cutdneas y
ganglionares, y niveles de LDH normales), uno de ellos con mutacion de BRAF
y 3 pacientes sin la mutacion de BRAF. Dos pacientes se clasificaron como
estadio M1b (metastasis pulmonar con niveles de LDH normales), uno portador
de la mutacion de BRAF y otro no. El resto de pacientes (19) presentaban
estadio M1c con metéastasis en diferentes localizaciones tal como se muestra

en la Tabla n° 1.
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ESQUEMAS DE TRATAMIENTO

Los pacientes recibieron diferentes esquemas de quimioterapia (QT) a lo
largo de la evolucion de la enfermedad, tal como se muestra en la Tabla n°1.
Como primera linea de tratamiento para enfermedad metastasica, 21 pacientes
(9 pacientes portadores de mutacion de BRAF y 12 pacientes con BRAF no
mutado) recibieron los siguientes esquemas: 10 pacientes realizaron
tratamiento con Temozolamida (8 en monoterapia y 2 en combinacién), 9
pacientes fueron tratados con Dacarbacina (7 en monoterapia y 2 en
combinacion), un paciente fue tratado con vacunas heterélogas y otro paciente

recibi6é tratamiento con Fotemustina.

TIEMPO A LA PROGRESION Y SUPERVIVENCIA GLOBAL:

Se definié como supervivencia global tras el diagnéstico de la enfermedad
metastasica (S.post-M1) como tiempo comprendido entre el diagndéstico de la
enfermedad avanzada hasta la muerte por cualquier causa. A su vez se definié
supervivencia global (SG) como tiempo entre el diagndstico de tumor primario

hasta la muerte por cualquier causa.

La mediana de tiempo desde el diagndstico del melanoma primario hasta
la aparicion de enfermedad metastasica fue de 45,4 meses en los pacientes
portadores de mutaciéon de BRAF y de 29,4 meses en el grupo de pacientes sin
mutacion de BRAF. Dichos hallazgos no resultaron estadisticamente

significativos (p=0,304).

Para analizar la supervivencia desde el diagnéstico de la enfermedad

metastasica hasta el fallecimiento del paciente (S.post-M1), se realizo el
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andlisis de supervivencia tal y como se muestra en la Figura n° 3. Para los
pacientes afectos de melanoma metastatico portadores de mutacion de BRAF
se obtuvo una mediana de S.post-M1 de 10,8 meses y para los pacientes sin
la mutacién de BRAF la mediana de S.post-M1 era de 32,2 meses (HR 1,04, IC
95% 0,37 — 2,87; p=0,944).

Figura n° 3: S.post-M1 Supervivencia desde el diagnéstico de la enfermedad

metastasica hasta la muerte por cualquier causa.
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En la Figura n® 4 se muestran los datos de supervivencia global desde el
diagnostico inicial del melanoma primario. Objetivamos que los pacientes
afectos de melanoma metastasico con mutaciéon del gen BRAF presentaban
una supervivencia global de 84,7 meses, mientras que para los pacientes con
BRAF no mutado dicha supervivencia era de 67,5 meses. (HR 0,55, IC 95%
0,186 — 1,619; P=0,271).

Figura n® 4: SG Supervivencia global desde el diagnéstico del melanoma primario hasta

la muerte o el Ultimo control.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que los pacientes afectos de
melanoma metastasico portadores de la mutacion del gen BRAF presentan
unas caracteristicas clinico-patoldgicas distintas a los pacientes afectos de
melanoma metastésico, no portadores de dicha mutacién. En concreto se han
objetivado diferencias en cuanto a la edad al diagnostico del tumor primario, el
estadio al diagndstico del tumor primario, asi como en la supervivencia libre de
enfermedad hasta el desarrollo de la enfermedad metastasica y en la
supervivencia global tras el diagnostico de la enfermedad avanzada. Cabe
destacar que dichas diferencias en este estudio han sido numeéricas y no
estadisticamente significativas, posiblemente debido por una parte al pequefio

namero muestral asi como debido al caracter retrospectivo del estudio.

Se han reportado méas de 75 subtipos diferentes de mutaciones del gen
BRAF en la literatura, siendo la mutacién V600E la que representa entre el 74%
y el 90% de todas las mutaciones descritas [41, 45, 47]. En nuestro estudio
llevamos a cabo el analisis mediante secuenciacion por PCR, Unicamente de la
mutacion mas prevalente (V600E). La frecuencia de mutaciones en el gen
BRAF en los pacientes con melanoma maligno metastasico reportada en los
diferentes estudios varia entre el 41 % y el 55 % [33, 35]. Sin embargo, en los
estudios que incluian en su analisis tanto muestras de tumores primarios como
de tumores metastasicos, la presencia de la mutacion del gen BRAF result6 ser
mayor, con una frecuencia de entre 48 % y el 66,3% [29, 44]. Nuestro analisis
conjunto de muestras de tumores primarios y de lesiones metastasicas (donde
cada muestra se corresponde a un paciente analizado) mostré una frecuencia
de melanomas con mutacién de BRAF V600E del 52%, dato que se ajusta a los

resultados reportados en la literatura.
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A su vez, en los diferentes estudios publicados en la literatura, se
sugieren multiples diferencias clinicas entre los pacientes portadores de la
mutacion de BRAF respecto a los BRAF no mutados. Una de las diferencias a
destacar es la edad al diagndstico del tumor primario. Se ha reportado, para los
pacientes portadores de mutacién de BRAF, una media de edad al diagndstico
del melanoma maligno de entre 47,3 y 56 afios, mientras que para los
pacientes BRAF no mutados la media de edad al diagndstico varia entre 53,9 y
63 afios [30, 45-47]. Por ello, se ha propuesto que la edad menor de 55 afios
podria ser un factor predictivo para presentar estado BRAF mutado [31]. Los
datos obtenidos en nuestro centro corroboran que los pacientes afectos de
melanoma y portadores del gen BRAF mutado se diagnostican a unas edades
mas tempranas en comparacion con los pacientes BRAF no mutados, con una

mediana de edad de 51 y 58 afios respectivamente.

Otra diferencia relevante hace referencia al papel etiolégico del dafio
cutaneo como factor predisponente para el desarrollo del melanoma. El dafio
cutaneo crénico, habitualmente causado por la exposicion solar, es un factor
ampliamente estudiado y relacionado con el desarrollo del melanoma maligno.
Sin embargo, se ha sugerido que los melanomas con mutaciones de BRAF no
estan relacionados con el dafio cutaneo ya que su aparicion es poco frecuente
en zonas con alta exposicion solar como son las partes acrales y la zona de la
cabeza y el cuello [30, 46, 47]. Paralelamente se ha reportado que los nevus
congénitos, los cuales no se encuentran relacionados con la exposicion solar,
carecen de mutaciones de BRAF, y sin embargo los nevus adquiridos,
asociados de manera indirecta con radiacion solar en la infancia, normalmente
expresan mutacion de BRAF [41, 48]. Con dichos datos ha surgido la hipotesis
de que tanto los nevus adquiridos como los melanomas BRAF mutados
tendrian lugar sobre todo en personas susceptibles a las radiaciones
ultravioleta (UV), mientras que las personas resistentes al dafio solar no
desarrollarian melanomas hasta alcanzar unos niveles elevados de exposicion
a la radiacion UV; estos melanomas a sSu vez expresarian menos

frecuentemente la mutacién de BRAF. En nuestro estudio observamos como
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ninguno de los pacientes portadores de BRAF mutado presentaba melanoma
acral o de la cabeza y el cuello, lo que estaria acorde con lo descrito
anteriormente, aunque una de las limitaciones para corroborar con exactitud
este dato es el pequefio nimero de pacientes incluidos en el estudio. Sin
embargo, no pudimos establecer una relacion entre el grado de exposicidon
solar y las caracteristicas gendmicas de los melanomas malignos, debido a la
falta de datos clinicos, lo cuales no se hallan recogidos con exactitud en la

historia clinica de los pacientes.

En cuanto a la relacion entre la presencia de mutacion del gen BRAF y su
implicacién en la evolucion clinica de la enfermedad (intervalo libre y patrén de
recurrencia) asi como en el prondstico de los pacientes con diagndstico de
melanoma (supervivencia global), los datos reportados no son concluyentes.
Kumar et &l. [34] en un andlisis retrospectivo con 38 pacientes, describe una
supervivencia libre de recurrencia metastasica de 12 meses para los pacientes
BRAF mutados respecto a 5 meses para los pacientes BRAF no mutados,
siendo esta diferencia no estadisticamente significativa. Sin embargo, otros
estudios no mostraron relacion entre el estado mutacional de BRAF y el tiempo
libre de enfermedad recurrente [29, 33, 43, 45]. En nuestro estudio,
observamos como los pacientes afectos de melanoma BRAF mutado
comparado con el grupo de pacientes BRAF no mutado presentan una mayor
supervivencia libre de recurrencia, siendo de 454 y 29,4 meses
respectivamente, aunque dichos resultados no son estadisticamente

significativos.

En cuanto al analisis de supervivencia global de nuestro estudio,
constatamos una mayor mediana de supervivencia desde el diagnostico del
melanoma primario hasta la muerte por cualquier causa en los pacientes con
presencia de mutacién de BRAF de 84,7 meses, respecto a los 67,5 meses que
se objetiva en los pacientes BRAF no mutados. Se trata de una diferencia
numeérica, sin diferencia estadisticamente significativa, probablemente debido a
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un reducido tamafio muestral. Otras revisiones tampoco han demostrado un
claro impacto negativo en la supervivencia global en pacientes afectos de
melanoma y portadores de la mutacion de BRAF [33, 35]. Houben et &l. [29] en
el analisis de 114 muestras de tumor cutaneo primario objetivaron que la
supervivencia global de dichos pacientes no variaba segun la presencia o la
ausencia de la mutacion de BRAF. El mismo estudio también analizd los
pacientes cuyas muestras tumorales procedian de tejidos metastésicos. Dentro
de este segundo subgrupo se incluyeron los pacientes con un diagnéstico de
melanoma estadio IV al debut de la enfermedad maligna y éstos mostraron una
supervivencia global menor si eran portadores de la mutacién de BRAF cuando
se compararon con los pacientes BRAF no mutados. Dichos datos sobre la
supervivencia global desde el diagndstico inicial son dificilmente comparables
con los resultados obtenidos en nuestro analisis, debido a la diferencia en el
tamafio muestral asi como por la ausencia, en nuestro estudio, de
diferenciacion entre los pacientes cuyas muestras procedian del tumor primario

y los pacientes cuyas muestras se obtuvieron de tejido metastasico.

A pesar de estas limitaciones de nuestro estudio, nuestros datos
sugeririan una tendencia hacia un peor prondstico en los pacientes afectos de
melanoma metastasico (estadio IV) al debut portadores de la mutacion de
BRAF. Asi, de los 7 pacientes incluidos en nuestro estudio afectos de
melanoma maligno estadio IV al diagnéstico, tres presentaban el gen BRAF
mutado y dichos pacientes mostraron unas supervivencias de 3 meses, 3
meses y 101 meses, respectivamente; los otros cuatro pacientes que
presentaban el gen BRAF no mutado mostraron unas supervivencias globales
de 4 meses, 10 meses, 15 meses y 21 meses, respectivamente. En nuestro
estudio, sin embargo, el andlisis de supervivencia global del total de los 25
pacientes analizados, incluyendo estadios I-IV, mostré una supervivencia global
superior en los pacientes portadores de la mutacion de BRAF comparados con
los BRAF no mutados. Esta tendencia a una mejor supervivencia global en los
pacientes BRAF mutados comparado con pacientes BRAF no mutados cuando
se estudian en conjunto (incluyento estadios de | a IV), probablemente se deba
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a gue la muestra analizada incluia un mayor nimero de pacientes con estadios
iniciales al debut de la enfermedad, en los que el prondstico no dependeria tan

claramente del estado mutacional de BRAF, si no del propio estadio tumoral.

Otro objetivo de nuestro estudio fue analizar la supervivencia de
nuestros pacientes tras el diagndstico de la enfermedad metastasica hasta la
muerte por cualquier causa. Este andlisis mostr6 una mediana de
supervivencia en el grupo de pacientes BRAF mutado vs. BRAF no mutado de
10,8 meses vs. 32,2 meses respectivamente, sin ser estos resultados
estadisticamente significativos (HR 1,04). Si nos referimos a la literatura, los
datos reportados al respecto no son concluyentes, pero también sugieren una
peor supervivencia de los pacientes portadores de la mutacion del gen BRAF.
Houben el al. [29], en su analisis describieron como la presencia de mutacion
BRAF en melanoma metastasico confiere una peor supervivencia tras el
diagnéstico de enfermedad metastasica resecada. La misma tendencia se
observé en el estudio de Ugurel et al. [35] que sugeria un peor pronostico de
pacientes con melanoma maligno metastasico portadores de mutacion BRAF
comparado con los BRAF no mutados (8 meses vs. 11,8 meses,
respectivamente). Como hemos comentado anteriormente, los datos en la
literatura no llegan a ser concluyentes respecto a este hecho, asi segun lo
reportado por Chang et &al. ambos grupos de pacientes no presentaban
diferencias prondsticas significativas. Como posible explicacion de estos
resultados dispares seria la diferente proporciéon entre los estudios de
pacientes con afectacion visceral (M1c), lo que conferiria per se un peor
pronéstico, independientemente del estado mutacional. Ademas, en los
estudios de Houben et al. y Ugurel et &l, el nimero de pacientes con
enfermedad visceral era inferior al del estudio de Chang et &l. , confiriendo asi
de manera indirecta, un mejor prondstico a los pacientes con menor carga

tumoral.
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Por ultimo, y en la misma linea que los estudios publicados por Houben et
al. y Ugurel et al, el estudio prospectivo publicado por Long et al. [45] que
incluia una mayoria de pacientes afectos de melanoma estadio IV por Mlc
(58% en el grupo de BRAF mutados y 56% en el grupo de BRAF no mutados)
reportd una supervivencia global tras el diagndstico de enfermedad avanzada
significativamente mas corta en los pacientes portadores de la mutacion de
BRAF y que no habian sido tratados con inhibidores de BRAF comparado con
los pacientes BRAF no mutados (5,7 meses vs. 8,5 meses, respectivamente).
Por tanto es el Unico estudio que confirma de forma prospectiva e incluyendo la
mayoria de pacientes con afectacion visceral, un peor prondstico de los
pacientes afectos de melanoma metastasico y portadores de mutacion de

BRAF comparado con los BRAF no mutados.

Nuestro analisis, también incluia una mayoria de pacientes con afectacion
sistémica orgéanica; de los 25 pacientes incluidos, 19 pacientes presentaban
una afectacién metastasica M1c, 4 una afectacion Mlay 2 una afectacion M1b.
Como hemos descrito con anterioridad, en nuestro estudio la mediana de
supervivencia tras el diagnostico de la enfermedad metastasica era inferior en
el grupo de pacientes BRAF mutado vs. el grupo de pacientes BRAF no
mutado. Sin embargo, se trata de una diferencia numérica y no
estadisticamente significativa debido al bajo nimero de pacientes incluidos en

el estudio.

Conviene remarcar la naturaleza retrospectiva de este estudio, cuyos
resultados estan sujetos a distintos sesgos propios de este tipo de analisis, en
el cual la presencia de factores de confusion y de interaccibn no son
correctamente analizados. Otra limitacion es el tamafio muestral con un
numero reducido de pacientes del estudio. Cabe destacar que a pesar de las
limitaciones mencionadas anteriormente, los resultados obtenidos son

superponibles a los de otros estudios publicados en la literatura.
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Por todo ello y tras la exhaustiva revision de la literatura, se puede
postular que las mutaciones de BRAF en melanoma maligno confieren un peor
pronéstico en aquellos pacientes con estadios avanzados de enfermedad, pero
se necesitarian mas estudios para poder confirmar dicha teoria puesto que los
estudios actuales presentan un numero reducido de pacientes, las
caracteristicas de los mismos son heterogéneas (se incluyen tanto pacientes
con enfermedad primaria como diseminada) y la disponibilidad en cuanto al tipo

de biopsias es diferente entre cada uno de ellos.
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CONCUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que:

1.

Los pacientes afectos de melanoma maligno portadores de la
mutacion en el gen BRAF respecto a los que no presentan dicha

mutacion debutan con el tumor primario a una edad méas temprana.

Los pacientes con melanoma maligno portadores de la mutacién en el
gen BRAF respecto a los que no presentan dicha mutacion debutan

con unos estadios mas bajos.

El intervalo libre de enfermedad desde el diagnostico de tumor
primario hasta la recurrencia es mas largo para el grupo de pacientes
portadores de la mutacion de BRAF comparado con los pacientes
BRAF no mutados, aunque estas diferencias no son estadisticamente

significativas.

La supervivencia global desde el diagnéstico del melanoma primario
es mas larga para el grupo de pacientes portadores de la mutacién de
BRAF comparado con los pacientes BRAF no mutados, aunque estas
diferencias tampoco son estadisticamente significativas.

La supervivencia global desde el diagndstico de la enfermedad
metastasica es mas corta para los pacientes con mutacion de BRAF
comparado con los BRAF no mutados, aunque esta diferencia no es

estadisticamente significativa.
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