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Resumen (ADN) en 27 de las 28 muestras y se detectd la mutacion en
21 de ellas (FR: 0,78).

Discusion: trabajos previos muestran una frecuencia menor
de melanomas portadores de la mutacion V600E de BRAF
(40%-60% en poblacidn caucasicay 25% en poblacion asiati-
ca) a la observada en nuestro estudio. Nuestros resultados, si
bien requieren confirmacion mediante la inclusién de un
mayor numero de pacientes, podrian explicarse, al menos en
parte, por diferencias en la técnica utilizada y tal vez por una
proporcion diferente de pacientes con melanomas asociados
con exposicion solar intermitente.

Introduccion: la identificacion de cambios genéticos que es-
tan en la base de la génesis del melanoma ha permitido el de-
sarrollo de terapias dirigidas especificamente contra ellos, lo
que determind, por primera vez en la historia del tratamiento
sistémico del melanoma, un incremento en la sobrevida de
los pacientes con enfermedad avanzada. Los mejores resul-
tados se han obtenido con vemurafenib, terapia dirigida con-
tra BRAF y que solo es efectiva cuando existe la mutacion
VV600E, por lo que su frecuencia en una poblacién determina-
da mide el impacto que podria tener en términos de salud.
Objetivo: evaluar la frecuencia de la mutacion VEOOE en  patanras clave: PROTEINAS PROTO-ONCOGENICAS B-RAF
BRAF en melanomas provenientes de pacientes uruguayos. MUTACION

Material y método: se tomaron 28 muestras de melanoma MELANOMA

microdisecadas y se les realizd la investigacion de la muta-

cion V600E mediante ASO-PCR (allele specific oligonucleoti-

de - polymerase chain reaction). Keywords: PROTO-ONCOGENE PROTEINS B-RAF
. o L . . MUTATION
Resultados: se logro amplificar el acido desoxirribonucleico
MELANOMA
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Introduccion

El melanoma maligno (MM) es la forma de cancer con
mayor crecimiento en su tasa de incidencia, lo que se vin-
cula al incremento de la exposicion recreacional a la radia-
cion ultravioleta (RUV) en forma intensa e intermitente.
En nuestro pais se diagnostican aproximadamente 180 ca-
sos por afio'”. El pronodstico al momento del diagnostico
depende fundamentalmente de la extension lesional. Asi,
mientras que en los pacientes que se presentan con enfer-
medad localizada y espesor de Breslow menor a 1 mm el
prondstico es excelente, en las formas avanzadas, en gene-
ral, es un cancer devastador para el cual solo recientemen-
te se han logrado avances terapéuticos significativos en lo
que hace a la sobrevida global.

En efecto, la dacarbazina, tratamiento sistémico
considerado estandar hasta 2011, permite obtener tasas
de respuesta muy modestas (5% a 10%) de corta dura-
cion y sin impacto en la sobrevida®. En junio de 2011,
Chapman y colaboradores publicaron un ensayo en fase
IIT en el cual evaluaron la sobrevida global de pacientes
tratados con un nuevo agente bioldgico, vemurafenib,
que interactiia con BRAF cuando existe una mutacion
especifica, la V60OE (glutamato en lugar de valina en el
codén 600)?. En dicho estudio se compar6 vemurafe-
nib con dacarbazina en 675 pacientes sin tratamiento
previo, portadores de melanoma metastasico con la mu-
tacion V60OE de BRAF. Vemurafenib se asocio a una
disminucioén relativa del riesgo de morir cercana a 64%y
una tasa de respuesta de 48% frente a 5% de dacarbazi-
na. En el mismo trabajo se establece que este farmaco no
mostrd beneficio en pacientes sin esta mutacion, por lo
que la determinacion de la misma es un requisito obliga-
do previo a su indicacion®®.

BRAF es una serina/treonina kinasa que activa la via
de transduccion de la kinasa MAP/ERK. Entre las muta-
ciones activadores de BRAF, la mas frecuente es la
V600E, resultado de la transversion timina a adenina en el
nucleodtido 1799 (T1799A). Esta mutacion ha sido reporta-
da en 40% a 60% de los melanomas que ocurren en pobla-
cion caucasica, siendo mas frecuente en los inducidos por
radiacion solar que aparecen en piel previamente sana que
en aquellos que aparecen en piel con dafio solar cronico, en
mucosas y en zonas acrales” . En la poblacién asiatica es-
ta mutacion ha sido observada en el 25% de los pacientes
estudiados"”. No hemos encontrado reportes sobre la fre-
cuencia de mutacion VO60OE de BRAF en poblaciones me-
diterraneas y latinoamericanas.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la fre-
cuencia de la mutacion V60OE en BRAF en melanomas
provenientes de pacientes uruguayos, lo cual podria ser
de enorme importancia a la hora de analizar el posible
impacto del uso de vemurafenib en nuestro medio.
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Material y método

Muestras de tejfidos

Se estudiaron muestras tumorales obtenidas por micro-
diseccion de biopsias de melanoma cutaneo primario
invasivo correspondientes a 28 pacientes diagnostica-
dos en la Catedra de Dermatologia del Hospital de Cli-
nicas en Montevideo, Uruguay, entre los afios 1997 y
2000. En todos los casos se tratd de biopsias fijadas con
formol al 10%, tamponado en 27 de las 28 muestras.

Microdiseccion y extraccion de ADN: la microdisec-
cioén de las muestras de melanoma fue realizada en el
Departamento de Patologia de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile de acuerdo al método previamente re-
portado por Going y Lamb"'".

Utilizando un microscopio invertido con microma-
nipulador para microdiseccion se seleccionaron los
campos de interés en la lamina histologica, se rasparon
utilizando una micropipeta de Pasteur modificada con
punta ultrafina hasta que las células se desprendieron del
tejido (figura 1). Estas se colocaron en tubos de micro-
centrifuga numerados y se mantuvieron a temperatura
ambiente.

La extraccion de ADN se llevo a cabo de la siguiente
manera: aproximadamente un total de 500 a 1.000 célu-
las del tejido microdisecado fueron digeridas en 20 uL
de buffer de digestion (proteinasa K 1 mg/ml, 50 mM de
Tris-HCI pH 8, 1 mM de EDTA pH 8, y 0,45% de
Tween-20) a 52 °C durante la noche. La proteinasa K
fue desnaturalizada a 95 °C por 15 minutos. Las solucio-
nes de ADN fueron almacenadas a -20°C hasta su utili-
zacion'?.

Deteccion de la mutacion V600OE en muestras de
melanoma microdisecadas mediante ASO-PCR:
para realizar esta técnica se utilizé el protocolo descri-
to por Sapio y colaboradores'?, el cual fue modificado
incluyendo una segunda vuelta de amplificacion para
obtener una mayor sensibilidad (hemianidacion ASO-
PCR). La deteccion de la mutacion V60OE fue llevada
a cabo en las 28 muestras de melanoma microdiseca-
das.

Para llevar a cabo la primera ronda de amplificacion
por PCR se utilizaron 5 ul de ADN gendémico obtenidos
directamente del buffer de digestion. Se llegé a un volu-
men final de 25 pL, conteniendo 1,5 mM de MgCl2, 200
uM de dNTPs, 0,5 uM de cada oligonucleétido y 2,5 U
de Taq ADN polimerasa (Invitrogen TM, Life Techno-
logies, Brasil). En la primera ronda se amplificé un frag-
mento de 224 pb del exén 15 de BRAF conteniendo el
sitio donde se encuentra la mutacion T1799A. Para ello
se utilizo el siguiente juego de oligonucléotidos.
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Figura 1. Microdiseccién de una muestra de melanoma maligno (MM). A) MM sin microdisecar. B) Misma muestra de
MM microdisecada, donde se extrajo selectivamente uno de los nidos de melanocitos para su procesamiento por

PCR (Hy E X40).

Oligonucléotidos externos

Sapio-F
5’-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3" [12].

Sapio-R 5'-GGCCAAAATTTAATCAGTGGA-3’
[12].

Se utilizaron 3 pL de producto de la primera ronda de
amplificacion como molde para realizar dos reacciones
por separadas (hemianidacion), utilizando uno de los
oligonucléotidos externos que previamente se habia em-
pleado en la primera ronda de amplificacion (Sapio-R) y
uno de los dos oligonucléotidos internos (ASO), los cua-
les difieren Ginicamente en el extremo 3"; uno amplifica
el alelo normal y otro el mutante [11]. Esto gener6 un
producto de PCR de 123 pb.

Oligonucléotidos ASO internos

ASO WT: 5'-GTGATTTTGGTCTAGCTACAGT-3’
[12].

ASOM: 5"-GTGATTTTGGTCTAGCTACAGA-3’
[12].

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo sepa-
radamente en un termociclador PTC-100 (MJ Research,
Inc. EE.UU.), segtn el siguiente programa: desnaturali-
zacion inicial a 94 °C por 2 minutos y 35 ciclos de 30 se-
gundos a 94 °C, 58 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 se-
gundos. Los productos de PCR fueron separados en un
gel de agarosa al 3% y visualizados por tincidén con bro-
muro de etidio bajo luz UV, Se utilizaron diez mues-
tras de ADN obtenidas de sangre periférica de indivi-
duos sanos (Departamento de Hemoterapia, Hospital de
Clinicas) como controles normales, y dos muestras de
archivo parafinadas de pacientes portadores de melano-
ma con la mutacion V60OE como controles positivos
(cortesia de S. Gonzalez y P. Uribe, Departamento de
Patologia de la Pontificia Universidad Catolica de
Chile).

Herramientas de bioinformatica: mediante el progra-
ma de computacion Gen Runner 3.05 se realizé un ana-
lisis de complementariedad de los oligonucledtidos con
su secuencia blanco con la finalidad de verificar el dise-
fio de los mismos. También se realiz6 un analisis de los
sitios de restriccion dentro de la secuencia amplificada
por PCR.

El presente trabajo fue revisado y aprobado por el
Comité de Etica del Hospital de Clinicas (Exp. N°
071140-002240-05).

Resultados

Se lograron amplificar eficientemente 27 de las 28
muestras analizadas. La muestra que no pudo ser ampli-
ficada era de 1997, afio en el cual todavia no se utilizaba
formol tamponado para realizar la fijacion de las piezas
en el Hospital de Clinicas. Esto pudo afectar la calidad
del ADN, ya que el formol no tamponado, a pesar de
preservar la morfologia del tejido vivo, puede alterar la
calidad del ADN.

De las 27 muestras analizadas mediante la hemiani-
dacion ASO-PCR, 21 presentaron la mutacion V600OE
(tabla 1). Esto se observo mediante la presencia de la
banda correspondiente a la amplificacion del alelo mu-
tante (123pb) por visualizacion en un gel de agarosa al
3%. Se detectaron 19 muestras que presentaron la ampli-
ficacion del alelo normal y el alelo mutante, y dos mues-
tras homocigotas para el alelo mutante (tabla 1), con
bandas idénticas a los controles positivos aportados. En
suma, se encontro la mutacion V60OE en 21 de las 27
muestras de melanoma amplificadas (FR: 0,78) mien-
tras que seis muestras de pacientes con melanoma fue-
ron homocigotas para el alelo salvaje.

No se puede afirmar con certeza que todos los indivi-
duos que amplificaron ambos alelos sean heterocigotos
para la mutacion, ya que si bien con la técnica de micro-
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Tabla 1. Genotipo de las 28 muestras de melanoma
determinadas por ASO-PCR

1 Amplificé alelo mutante y salvaje
2 Homaocigota para alelo salvaje

3 No amplifico

4 Amplificé alelo mutante y salvaje
5 Amplific alelo mutante y salvaje
6 Homocigota para alelo salvaje

7 Homaocigota para alelo salvaje

8 Amplificé alelo mutante y salvaje
9 Amplific alelo mutante y salvaje

10 Amplific alelo mutante y salvaje
11 Homaocigota para alelo salvaje

12 Amplific alelo mutante y salvaje
13 Amplificé alelo mutante y salvaje
14 Amplific alelo mutante y salvaje
15 Amplificé alelo mutante y salvaje
16 Amplific alelo mutante y salvaje
17 Homaocigota para alelo salvaje

18 Homaocigota para alelo salvaje

19 Amplific alelo mutante y salvaje
20 Amplificé alelo mutante y salvaje
21 Amplific alelo mutante y salvaje
22 Amplificé alelo mutante y salvaje
23 Amplific alelo mutante y salvaje
24 Homaocigota para alelo salvaje

25 Amplific alelo mutante y salvaje
26 Homaocigota para alelo salvaje

27 Amplificé alelo mutante y salvaje

28 Amplific alelo mutante y salvaje

diseccion de tejidos se minimiza la presencia de células
no tumorales, la mezcla celular (células normales y
células tumorales) puede estar presente.

La mutacion V60OE fue detectada en ambos contro-
les positivos y no se detect6 en las diez muestras de
ADN de sangre periférica de individuos sanos, en las
que unicamente se amplifico el alelo salvaje por lo que
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no hubo amplificacion inespecifica (falsos positivos),
mostrando una adecuada relacion especificidad/sensibi-
lidad.

Discusion

Nuestros resultados, si bien fueron obtenidos a partir de
una muestra pequefia, evidenciaron una frecuencia de la
mutacion VO0OE de BRAF (FR: 0,78), mas elevada que
la observada en estudios previos.

En efecto, la frecuencia de la mutacion V60OE de
BRAF reportada previamente en pacientes caucasicos
portadores de melanoma es de 40% a 60%”*'>). Por otra
parte, trabajos recientes en poblaciones asiaticas mues-
tran una frecuencia mucho menor que apenas supera el
25%13)_ Estos datos sugieren diferencias poblacionales
en esta mutacion, lo que tendria un indudable impacto en
el beneficio esperable de los tratamientos con los nuevos
inhibidores especificos de BRAF, tales como vemurafe-
nib, dabrafenib y trametinib, los cuales requieren la mu-
tacion V60OE/K para actuar, beneficio que podria ser
variable seglin la region geografica y la etnia considera-
das. En relacion con la composicion genética de nuestra
poblacion, estudios recientes muestran una contribu-
cion europea predominante (84%), fundamentalmente
espafiola, a la que se agrega la amerindia (10%) y la
africana (6%)"".

En nuestro estudio la mayoria de los melanomas se
desarrollaron en areas de la piel con exposicion solar in-
termitente, es decir que correspondieron al tipo de mela-
nomas en los que la mutacion VO60OE es mas frecuente.
Sin embargo, esto no explicaria totalmente la elevada
frecuencia de esta mutacion observada en el presente es-
tudio, ya que en reportes previos en los que esta variable
fue considerada, la frecuencia observada en este tipo de
melanomas no superd el 60%.

La mayor frecuencia observada en nuestra serie po-
dria ser explicada, al menos en parte, por la sensibilidad
del método utilizado. En efecto, la microdiseccion de las
células tumorales permite determinar la mutacion en las
células de melanoma exclusivamente, sin interferencia
del ADN de queratinocitos o células dérmicas, lo que
determinaria una mayor capacidad de deteccion del
método.

Por otra parte, la técnica de deteccion de la mutacion
V600E utilizada en nuestro estudio difiere de la emplea-
da en los trabajos previos en los cuales se utiliz6 la se-
cuenciacion directa o el método COBAS®", por lo que
no es posible realizar una comparacion confiable.

En nuestro conocimiento no existen reportes previos
de la frecuencia de mutaciones V60OE de BRAF en pa-
cientes latinoamericanos con melanoma cutaneo.

Nuevos trabajos con mayor nimero de muestras es-
tudiadas y que comparen las técnicas y eventualmente



Rev Méd Urug 2013; 29(2): 97-102

las integren (microdiseccion y luego secuenciacion)
permitiran obtener cifras confiables que a su vez nos
permitan evaluar el impacto esperable en nuestra region
de las nuevas terapias dirigidas contra BRAF para el
tratamiento del melanoma avanzado.

Abstract

Introduction: identifying genetic changes that occur in
melanoma genesis has enabled the development of the-
rapies that are specifically geared against such changes,
what resulted in an increase of patients’ survival for the
first time in the history of systemic treatment of melano-
ma, in patients with advanced disease. The best results
have been obtained with vemurafenib, a therapy that
targets the BRAF protein and is only effective in the
presence of the V60OE mutation. Thus, its frequency in
a certain population measures its potential impact in
health figures.

Objective: to evaluate the frequency of the V60OE
mutation in BRAF in melanomas of Uruguayan patients.

Method: 28 samples of microdissected melanoma
were studied and V600OE mutation was tested through
ASO-PCR (allele specific oligonucleotide - polymerase
chain reaction).

Results: we managed to amplify DNA in 27 out of
the 28 samples and the mutation was identified in 21 of
them (FR: 0.78).

Discussion: previous works demonstrated a lower
presence of melanomas that are carriers of the V60OE
mutation of BRAF (40%-60% in the Caucasian popula-
tion and 25% in the Asian population) than what our
study revealed. Our results, in spite of the need to inclu-
de a larger number of patients, could partially be due to
differences in the technique used and maybe as a conse-
quence of a different proportion of patients with mela-
nomas associated to the intermittent sun exposure.

Resumo

Introducio: a identificacdo de alteragdes genéticas as-
sociadas a origem do melanoma permitiram desenvol-
ver terapias orientadas especificamente contra elas, o
que possibilitou, pela primeira vez na histéria do trata-
mento sistémico do melanoma, um aumento da sobrevi-
da dos pacientes com doenga avangada. Os melhores re-
sultados foram obtidos com vemurafenib, terapia dirigi-
da contra BRAF e que somente ¢ efetiva quando existe a
mutagdo V600E; sua frequéncia em uma populagio
determinada mede o impacto que poderia ter sobre a
saude dessa populagio.

Objetivo: avaliar a frequéncia da mutagdo V600OE
em BRAF em melanomas provenientes de pacientes
uruguaios.

Material e método: foram obtidas 28 amostras mi-
crodissecadas de melanoma nas quais fez-se uma pes-
quisa da mutagdo V60OE utilizando ASO-PCR (allele
specific oligonucleotide - polymerase chain reaction).

Resultados: foi possivel amplificar o acido desoxi-
rribonucleico (ADN) em 27 das 28 amostras; a mutagdo
foi detectada em 21(FR: 0,78).

Discussdo: trabalhos anteriores mostram uma fre-
quéncia menor de melanomas portadores da mutagao
V600E de BRAF (40%-60% na populacdo caucdsica e
25% na populagdo asiatica) a observada no nosso estu-
do. Nossos resultados, embora seja necessario realizar
um estudo com um maior niimero de pacientes, pode-
riam ser explicados, pelo menos parcialmente, pelas di-
ferengas na técnica utilizada e talvez por una propor¢ao
diferente de pacientes com melanomas associados com
exposi¢do solar intermitente.
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