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Resumen

os estudios de melanoma en Guatemala han sido pocos y Unicamente se ha evaluado el aspecto clinico e

histologico. El objetivo del presente estudio fue determinar la proporcion de casos de melanoma cutaneo por
morfologia, inmunohistoquimica y mutacion del gen BRAF en pacientes con diagnostico de melanoma en dos
centros de referencia, Instituto de Cancerologia e Instituto de Dermatologia en Guatemala. El estudio es de tipo
descriptivo, retrospectivo, transversal. El tipo de muestreo es no probabilistico, con una muestra por conveniencia
de 100 casos de tejidos de piel de pacientes, caracterizados por edad, sexo y localizacion del tumor. Los estudios
moleculares incluyeron la determinacion de la mutacion de la proteina BRAF, por la técnica de PCR-RT. Los
resultados muestran que el sexo mas afectado es el femenino (54 %). El grupo etario con mayor nimero de casos
es entre 56-75 afios (44 %). El tipo histolégico predominante es el melanoma lentiginoso acral (59 %) y la locali-
zacion mds frecuente es en miembro inferior (71 %). No se encontraron casos de melanoma lentigo maligno. La
mutacion del gen BRAF se encontro en el 6 % de los casos, lo que representa un dato importante para el prondstico
y tratamiento del paciente. Por ser uno de los primeros estudios que incluyen el factor molecular, abre paso a una
linea de investigacion que permita dar continuidad a los pacientes con melanoma en Guatemala, lo que permitird
determinar factores pronostico y predictivos, asi como tratamientos de los casos en estudio.
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Abstract

Studies of melanoma in Guatemala have been few and only the clinical and histological aspects have been
evaluated. The objective of this study was to determine the proportion of cases of cutaneous melanoma by
morphology, immunohistochemistry and mutation of the BRAF gene in patients diagnosed with Melanoma in two
important reference centers, Institute of Cancerology (Incan) and Institute of Dermatology of Guatemala (Inderma).
The study is descriptive, retrospective, transversal. The type of sampling is non-probabilistic, with a convenience
sample calculation of 100 cases of patient skin biopsies, characterized by age, sex and tumor anatomic location.
Molecular studies included the determination of the BRAF protein mutation by means of the RT-PCR technique.
Results show that the most affected sex is the female (54 %). Age group with the highest number of cases is between
56 and 75 years old (44 % of cases). The histological type that predominated is acral lentiginous melanoma (59 %)
and the most frequent location is in the lower limb (71 %). No cases of malignant lentigo melanoma were found
in the cases studied. The BRAF gene mutation was found in 6 % of the cases, which represents an important data
for the prognosis and treatment of the patient. In addition, being one of the first studies that include the molecular
factor, it opens the way to a line of research that allows patients with melanoma to continue in Guatemala. This
would allow to determine prognostic and predictive factors, as well as treatments of the cases under study.
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Introduccion

El melanoma cutaneo, se ha incrementado desde
hace aproximadamente 20 afios, y se estima que en
EE.UU. se diagnostican 70,000 nuevos casos al afo y es
la causa de muerte de casi 10,000 personas anualmente
(Hernandez & Nieweg, 2014). La mayoria de los mela-
nomas se localizan en la piel y menos frecuentemente
en mucosas, pero dado el origen de los melanocitos
que derivan de la cresta neural, pueden observarse en
otras localizaciones como retina y meninges (Herrera
& Flores, 2010). En los ultimos afios ha existido un
crecimiento exponencial de los casos de melanoma, en
varios paises europeos el aumento de incidencia anual
supera el 2 % existiendo diversas disparidades entre
paises (Forsea, del Marmol, de Vries, & Geer, 2012).

El riesgo de desarrollar un melanoma en un in-
dividuo nacido en la actualidad es del 1.88 %, lo que
equivale a que una de cada 53 personas desarrollara un
melanoma a lo largo de su vida. El 41 % de los mela-
nomas se diagnostican antes de los 55 afios, siendo este
un cancer muy importante en relacion a la reduccion
en la esperanza de vida de los pacientes (Sanchez et
al., 2017).

La exposicion al sol en la infancia y mas de una
quemadura de sol abrasador se asocia con un ma-
yor riesgo de melanoma (Whiteman, Whiteman, &
Green, 2011).

Como en cualquier neoplasia, el prondstico de-
pende de la etapa. En el momento de su presentacion,
el 85 % de los pacientes tienen una enfermedad loca-
lizada; el 13 %, una enfermedad regional (metastasis
ganglionares), y solo el 5 %, metastasis a distancia. A
pesar de ello, la supervivencia varia enormemente entre
pacientes en una misma etapa debido a factores pronos-
ticos e histologicos propios del tumor; probablemente
el mas importante sea el nivel de invasion o nivel de
Breslow (Hernandez & Nieweg, 2014).

Los melanomas se dividen clinicamente por sus
fases de crecimiento radial o no tumorogénica en la
que el tumor se encuentra in situ y su crecimiento es
horizontal dentro de la epidermis y dermis papilar, con
grupos de 15 células sin presencia de mitosis y las cé-
lulas tumorales carecen de capacidad para metastatizar.
Los tumores en fase de crecimiento radial incluyen:
melanoma de extension superficial, melanoma lentigo
maligno y melanoma lentiginoso acral. En esta fase
del crecimiento tumoral o vertical, los podemos clasi-
ficar en melanoma nodular y la ultima fase que serian
los melanomas raros como los localizados en mucosa
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genital, oral y conjuntival (Calonge, Brenn, Lazar, &
McKee, 2011).

La clasificacion molecular de los melanomas
muestra que los melanomas sin dafio solar cronico tie-
nen frecuentes mutaciones de BRAF, NRAS y pérdida
del cromosoma 10, mientras que en los melanomas con
dafio solar crénico es infrecuente la mutacion de BRAF
y frecuentemente se incrementa el ntimero de copias del
gen CCNDI (ciclina D1) (Mishra, Ha, Rieker, Sviders-
kaya, & Brennett, 2010). La diseccion del genoma del
melanoma revela un nimero variable de mutaciones.
Una importante via es la de RAS/actividad mitotica
de proteincinasa (MAPK), la cual regula la prolifera-
cion celular y sobrevivencia de varios tipos celulares
(Curtin et al., 2005). Dichos autores dividieron a los
melanomas cutdneos y mucosos en cuatro grupos re-
lacionados con distintos patrones de exposicion solar
y diferente localizacion anatomica: melanomas sobre
piel sin dafio solar cronico (o melanoma relacionado
con la exposicion solar intermitente); melanomas so-
bre piel con dafio solar cronico (que corresponde al
melanoma sobre lentigo maligno); melanomas acrales,
y melanomas de mucosas. Hallaron que, mientras el
81 % de los melanomas en piel sin dafio solar cronico
tenia mutaciones de BRAF o de NRAS (que eran mu-
tuamente excluyentes), la mayoria de melanomas de
los otros tres grupos, los tres con un patron histologico
lentiginoso, no presentaban mutaciones de estos genes,
pero si amplificaciones de los genes CDK4 y CCNDI1
(ciclina D1) y/o aberraciones genéticas de c-Kit que
incluian mutaciones y amplificaciones (Curtin, Busam,
Pinkel, & Bastian, 2006).

Se estima que el 50 % de los melanomas cutaneos
expresan una mutacion activa de BRAF. Al estar activa-
da esta oncoproteina, estimula la proliferacion celular
e inhibir la apoptosis. El medicamento aprobado por
la FDA desde el 2011 para el tratamiento de melanoma
metastasico, ha sido el Vemurafenib, un inhibidor espe-
cifico de la sefalizacion intracelular producida por el
BRAF mutado. Otro medicamento que tiene indicacion
para la mutacion BRAF V600E, es el Dabrafenib. Es un
inhibidor selectivo de BRAF, aprobado por la FDA en
el 2013 para pacientes con melanoma metastasico con
prueba positiva para mutacion de BRAFV600E (Qu et
al., 2013; Sosman et al., 2012)

En Guatemala existen algunos estudios que evi-
dencian la prevalencia de melanoma en la poblacion y
el cancer de piel en general, ocupa el tercer lugar en la
frecuencia en Guatemala. En los registros observados
en el Instituto de Dermatologia (Inderma) y en el Insti-
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tuto de Cancerologia (Incan) comprendidos entre enero
del 2003 hasta diciembre del 2007, de 38,982 primeras
consultas 401 correspondieron a cancer de piel con una
prevalencia del melanoma de 0.4 por cada 1,000 (Incan,
2006; Inderma, 2007).

En el presente estudio se realiz6 un analisis de
una serie de casos de melanoma en la poblacion gua-
temalteca, describiéndose los hallazgos morfologicos,
inmunohistoquimicos y moleculares, como la determi-
nacion de la mutacion del gen BRAF, para utilizarlo en
la prevencion y manejo terapéutico de estos pacientes,
con el objeto de implementar en un futuro cercano téc-
nicas de diagnostico molecular para el diagnostico de
melanoma en Guatemala.

Materiales y métodos

Fueron recolectados 100 muestras de bloques de
parafina de los archivos del Incan y del Inderma en la
ciudad de Guatemala, con previa autorizacion de los
Comités de Investigacion y ética de cada Hospital, que
correspondia a pacientes con diagnostico de melanoma
y que consultaron en ambas instituciones de salud. La
muestra seleccionada fue por conveniencia, determi-
nandose que la muestra seleccionada era representativa.
Las muestras se procesaron a partir de bloques de pa-
rafina cuyos cortes fueron tefiidos con hematoxilina y
eosina. Las muestras para estudios de inmunohistoqui-
mica se realizaron en tejidos con diagnostico sugestivo
de melanomas amelanoticos, utilizando el equipo de
inmunohistoquimica automatizado Dako 48 Link, a las
que se realizaron las pruebas de inmunohistoquimica:
Melan A, HMB 45, S100, confirmandose el diagnostico
de melanoma. Se realizaron pruebas de biologia mo-
lecular por PCR-RT, para la deteccion de la mutacion
del gen BRAF, utilizandose el equipo de Cobas® 4800
BRAF V600E. Las pruebas moleculares y de inmu-
nohistoquimica, se realizaron con la colaboracion del
Laboratorio de Anatomia Patologica del Hospital Uni-
versitario 12 de Octubre, Madrid, Espafia.

Los niveles de invasion o niveles de Clark (Ledn,
Villaverde, Gonzalez, & Soto, 2013) fueron utilizados
para clasificar los tumores utilizados en el estudio, ya
que estos describen la invasion de la tumoracion en
los diferentes niveles cutaneos. El nivel I describe los
tumores puramente epidérmicos; el nivel II indica que
la tumoracion atraviesa la union dermoepidérmica con
invasion de la dermis papilar; el nivel III describe las
tumoraciones que ocupan toda la dermis papilar expan-
diéndola; el nivel IV indica que la tumoracion infiltra la

dermis reticular y el nivel V indica la invasion del tejido
graso subcutaneo. El prondstico empeora al aumentar
el nivel. Ademas, fue utilizado el indice de Breslow
para determinar el grosor de los tumores estudiados.

Resultados

El presente estudio comprendié una serie de ca-
sos de pacientes con diferentes tipos de melanoma des-
de el punto de vista clinico, morfologico y molecular.
Se logré determinar el tipo histologico de melanoma
mas frecuente, localizacion y mutacion del Gen BRAF.
Las caracteristicas clinicas y demograficas de los casos
a estudio (Tabla 1) evidencian un ligero incremento de
los casos en el sexo femenino (54 %). La edad prome-
dio se encontr6 en 62 afios. La localizacion anatomica
que predomind es en los miembros inferiores (71 %)
especificamente en areas acrales.

Las caracteristicas histologicas de pacientes con
melanoma (Tabla 2) muestran que el melanoma acral
representa el 58 % de los casos, observandose princi-
palmente en las extremidades inferiores, seguido por el

Tabla 1
Caracteristicas clinicas y demograficas de pacientes con
melanoma

Caracteristicas n=100
Genero Femenino 54

Masculino 46
Edad Media: 62 afios

Rango 18 a 89 afos
Localizacion del

Tronco 8
Melanoma

Extremidad 9

superior

Extremidad

. . 71

inferior

Otras 12
Ulcera Presente 494

Ausente 50.5
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Tabla 2
Caracteristicas histologicas de pacientes con melanoma

Variables n=100
Tipo histolégico MES 8
MLA 58
MN 25
Mucoso 9
Crecimiento Radial 25
Vertical 75
Mitosis Si 70
No 30
Nivel de Clark I 6.6
II 9
111 34
v 21
\Y 29.7
indice de Breslow <1 mm 41
1.1 a2 mm 20
2.1 a4 mm 20
>4 mm 19
Gen BRAF Mutado 6
No Mutado 94

melanoma nodular con un 25 %. La distribucién de ca-
sos por nivel de Clark se encuentra predominantemente
en el nivel III con un 34.0 % de los casos seguido por el
nivel V con un 29.6 %. De los casos estudiados se en-
contro melanomas amelandticos en el 5 % de los casos,
confirmandose por medio de pruebas de inmunohisto-
quimica, que mostraron positividad a los anticuerpos
HMB 45 y Melan A, en el 100 %. El anticuerpo S100
mostrd positividad en un 75 % de los casos. El indice
de Breslow muestra que el 41 % de los tumores media
menos de | mm. Por tltimo, el gen BRAF se encontrd
mutado unicamente en el 6 % de los casos observados.
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Discusion

En los ultimos afos se ha incrementado progre-
sivamente el interés acerca del melanoma, un tipo al-
tamente agresivo y potencialmente letal de cancer de
piel (Christensen et al., 2013). La sobrevivencia a cinco
afios de los casos con melanomas primarios localizados
recientemente diagnosticados (AJCC estadios I y II) es
de aproximadamente un 80 %, comparada con un 35 %
cuando los ganglios linfaticos estan comprometidos (AJCC
estadio III) (Calonge et al., 2011).

Cuando existen metastasis a distancia la sobrevi-
vencia a cinco afios desciende al 10 %. En los ultimos
aflos ha existido un crecimiento exponencial de los ca-
sos melanoma, en varios paises europeos. El aumento
de incidencia anual supera el 2 %. (Acosta, Fierro, Ve-
lasquez, & Rueda, 2009; Alla et al., 2010).

Los datos epidemioldgicos obtenidos en este es-
tudio se muestran en la Tabla 1, donde se mostré una
media de edad de 62 afios como la edad al diagnostico
de esta patologia. Ademas, se observé en un porcentaje
mucho mayor en las extremidades inferiores, represen-
tando el 71 % de los casos. El melanoma nodular se
observo en un 25 % de la poblacion guatemalteca que
representa el segundo mas frecuente y es similar a los
hallazgos descritos en otros paises y que representa de
un 15 a 30 %, observandose principalmente en tronco.
Estos datos son muy similares a los obtenidos en otros
estudios latinoamericanos que estudian la epidemio-
logia de los melanomas (Alfaro-Sanchez et al., 2016;
Iribarren, Sepulveda, Hidalgo, & Madariaga, 2005).

BRAF es una serina/treoninakinasa que activa la
via de transduccion de la quinasa MAP/ERK. Entre las
mutaciones hay activadores de BRAF, la mas frecuente
es la V60OE, resultado de la transversion timina a ade-
nina en el nucledtido 1799 (T1799A). Esta mutacion
ha sido reportada en 40 a 60 % de los melanomas que
ocurren en poblacion 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 (Blessing et al., 1998; Volkovova, Bilanicoval,
Bartonova, Letasiova, & Dusinska, 2012). En la po-
blacion asiatica esta mutacion ha sido observada en el
25 % de los pacientes estudiados (Bertram et al., 2004;
Bishop et al., 2002). No hemos encontrado reportes
sobre la frecuencia de mutacion V60OE de BRAF en
poblaciones mediterraneas ni latinoamericanas.

En el presente estudio se pretendié hacer un ana-
lisis de una serie de casos de melanoma de la poblacion
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de Guatemala, localizado en cara, tronco y acrales para
determinar la mutacion del gen BRAF por medio de
técnicas de patologia molecular y con el fin ultimo de
utilizarlo para el tratamiento y manejo terapéutico de
estos pacientes. En la Tabla 3 se muestra el porcentaje
de casos que presentaron una mutacion en el gen BRAF,
siendo unicamente el 6 %. Esto representa una cantidad
menor al ser comparada con la de otras poblaciones,
por lo que es necesario realizar estudios similares en
las poblaciones latinoamericanas. Esto permitira en un
futuro implementar de forma rutinaria dichas técnicas
de patologia molecular en Guatemala.

Por 1ltimo, la distribucion de casos por nivel de
Clark se encuentra predominantemente en el nivel III
con un 34.0 % de los casos seguido por el nivel V con
un 29.6 %. El indice de Breslow muestra que el 41 % de
los tumores media menos de 1 mm. Estos datos pueden
variar debido a diferentes factores que no fueron eva-
luados dentro de este estudio. La supervivencia se ve
influenciada fuertemente por la etapa de diagndstico.
Factores de pronostico importantes en el tumor primario
son el grosor del tumor y la ulceracion. Tumores en la
cabeza, el cuello y el tronco tienen un peor pronodstico,
y la tasa de supervivencia especifica de la enfermedad
disminuye con el incremento de la edad al momento
del diagnostico.

Los resultados en este estudio son una aproxi-
macion preliminar a algunas caracteristicas epidemio-
logicas del melanoma en Guatemala y su relacion con
la mutacion del gen BRAF, sin embargo, es necesario
continuar con los estudios moleculares y epidemiol6-
gicos de esta enfermedad. Esto permitira el desarrollo
del campo diagnostico, asi como el seguimiento pre-
dictivo y pronosticos de los casos de estudio. Final-
mente, es importante resaltar el impacto de los estudios
moleculares en la determinacion del tratamiento ne-
cesario de cada paciente. La presencia de la mutacion
del Gen BRAF en casos de melanoma no acral, es de
vital importancia, para el tratamiento del melanoma
especialmente en aquellos pacientes con metastasis.
Actualmente se esta utilizando las inmunoterapias para
el tratamiento de melanoma, sin embargo este tipo de
pruebas cobran importancia para el tratamiento farma-
cologico del paciente.
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