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Estudio retrospectivo, descriptivo y analítico, que tiene como objetivo 
establecer la prevalencia del proto-oncogén BRAFV600E en la muestra 
estudiada y su asociación clínico-patólogica.

Se identificaron pacientes con diagnóstico de Melanoma en un periodo 
de 17 años, 1995-2012, en los archivos del Hospital. Se obtuvieron 
bloques de parafina, se revisaron laminillas y se realizó análisis 
histopatológico y molecular. 

Se practicó PCR-tiempo real para búsqueda de mutación puntual BRAFV600E,

mutaciones BRAF inespecíficas y BRAFWT.
Datos histológicos, clínicos y demográficos, de la información recabada del 
expediente clínico.

Síntesis

Presenter Notes
Presentation Notes
(pacientes mexicanos atendidos en el sistema Tec Salud con diagnóstico de melanoma). 
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No existe bibliografía en México que estudie la prevalencia de mutaciones en melanomas, 
específicamente en el gen BRAF y NRAS.

Los estudios en el mundo que hablan sobre la asociación clínico-patológica del melanoma y 
mutaciones en el gen BRAF son pocos, y en México inexistentes. 

A partir del 2011 se aprobaron medicamentos específicos en contra de mutaciones puntuales en 
el gen BRAF, específicamente BRAFV600E.

¿Cuál será la prevalencia de la mutación BRAFV600E en pacientes mexicanos?
¿Cuál será la prevalencia de mutaciones en el gen BRAF en pacientes mexicanos?

¿Existirá una asociación entre el BRAF-mutante y los hallazgos clínico-patológicos del 
melanoma en México?

Planteamiento

Presenter Notes
Presentation Notes
BRAF 50% , NRAS 15%, 50% en EUA >90% corresponde a la mutación puntual BRAF V600E
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En nuestro hospital y consistente con la bibliografía, los melanomas se 
encuentran entre las tres lesiones malignas más comunes en piel, alcanzando a 
causar hasta 1311 muertes en México en el 2008 (SINAIS).
En el Hospital San José, del Sistema TEC Salud, durante el 01 de Enero de 1995 
al 31 de Diciembre de 2012, se analizaron un total de 116 pacientes con 
diagnóstico de melanoma, tanto primario como metastásico.
Actualmente el melanoma no tiene cura.
Es de suma importancia el estudio genético del melanoma en México para poder 
ofrecer terapias específicas que podrían impactar positivamente en la 
sobrevida de los pacientes con este diagnóstico.     

Justificación

Presenter Notes
Presentation Notes
Sistema Nacional de Información en Salud. Con una taza de incidencia de 1.2 por cada 100,000 habitantes.(subestimado).  
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“Determinar la prevalencia de la mutación del proto-oncogén 
BRAFV600E en muestras de melanoma provenientes de una 
población mexicana atendida en el Sistema Tec Salud y su 

asociación clínico-patológica”. 

Objetivo
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Revisar las muestras de patología de pacientes con 
diagnóstico de melanoma bajo los criterios de la CAP 
(Academia Americana de Patología).
Revisar datos clínicos de las muestras en archivo.
Determinar la prevalencia de la mutación puntual BRAFV600E, 

BRAF desconocida y BRAFWT en material en parafina por 
medio de PCR en tiempo real.
Determinar si existe asociación entre los parámetros 
clínico-patológicos y los melanomas BRAF-mutantes. 

Objetivos específicos
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Dado que la prevalencia de mutación específica 
BRAFV600E en población anglosajona es del 35%, la 

muestra estudida tendrá una prevalencia diferente. 

Hipótesis
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Clasificación del estudio:
Replicativo en comparación con el mundo.
Original en México.

Tipo de investigación: 
Observacional.

Características del estudio:
Con relación al método observacional:

• Transversal. 
Con relación al tipo de análisis:

• Descriptivo y analítico.
En relación al tiempo:

• Retrospectivo.

Diseño del estudio
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Marco teórico



• Es una neoplasia maligna 
originada en las células 
névicas que puede ocurrir en 
todo el cuerpo y tiene una gran 
capacidad metastásica. 

• En fases tardías es incurable, 
con un promedio de sobrevida 
de 6-8 meses. 

• La incidencia del melanoma en 
México es de 1,01/1000 
habitantes. 
– Registro histopatológico de 

neoplasias malignas.

• Ocupa el tercer lugar en 
cáncer de piel.

Alberto de la Fuente-García y Jorge Ocampo-Candiani, Melanoma cutáneo, GacMed Méx Vol. 146 No2,2010
Karam-Orantes y col, Características clínicas e histopatológicas del melanoma maligno en el Hospital General “Dr. manuel Gea González, Gac Méd Méx Vol. 144 No. 3, 2008.

Generalidades

Presenter Notes
Presentation Notes
Representando el 14.1%.



Marco teórico

Gelabert-González, M. Meningiomas intracraneales II: Diagnóstico y tratamiento. Rev Neurol 2011; 53 (4): 226-232.

Presenter Notes
Presentation Notes
OMS reconoce cuatro grandes subtipos: Lentigo maligno melanoma (5%) poco común, personas mayores.Extensión superficial (subtipo más común en gente blanca) 70%, en méxico representa del 7-20%, crecimiento horizontal => vertical. Espal y piernas.Nodular: más agesivo 10-20% EUA quinto y sexto decenio. México más frecuente. Espalda y piernas.Acral lentiginoso: raza negra y meztizos, palmas y plantas => razas 50-70%, México 24% y en el mundo el 8%. GEA 165! 40%. 



• Procedimiento quirúrgico.
• Sitio anatómico de la 

lesión.
• Subtipo histológico. 
• Breslow y Clark.
• Ulceración.
• Márgenes.
• Índice mitósico.
• Microsatelitosis.

• Invasión vascular. 
• Invasión peri-neural.
• Infiltración linfocítica. 
• Regresión tumoral.
• Patrones de crecimiento.
• Ganglios linfáticos y 

procedimiento de 
obtención de los mismos.

• TNM (AJCC). 

“El comportamiento biológico de estos tumores se relaciona más al 
grosor del tumor (Breslow) que al subtipo histológico”

Balch CM, Soong SJ, Gershenwald JE, et al. Prognostic factors analysis of 17,600 melanoma patient:validation of American Joint Committe on 
Cancer melanoma staging system. J Clin Oncol.2001;19:3622-3634. 

Histopatología

Presenter Notes
Presentation Notes
CAP (colegio americano de Patología) en su última actualización julio 2012.Ulceración es el factor pronóstico dominante en el melanoma cutáneo sin metástasis y si se encuentra presente se hace una modificación en la etapa clínica. (50 vs 70%).1 o más mitosis por mm2 es un factor pronóstico adverso para el melanoma cutáneo y eleva la atapa clínica de T1a a T1b.Infiltrado linfocitario => pronóstico adverso. 



Nooshin K. Brinster, Vincent Liu, A. Hafeez Diwan, Phillip H. McKee, Dermatopathology: High-Yield Pathology, 355-353.
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Nooshin K. Brinster, Vincent Liu, A. Hafeez Diwan, Phillip H. McKee, Dermatopathology: High-Yield Pathology, 355-353.
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Nooshin K. Brinster, Vincent Liu, A. Hafeez Diwan, Phillip H. McKee, Dermatopathology: High-Yield Pathology, 355-353.
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Nooshin K. Brinster, Vincent Liu, A. Hafeez Diwan, Phillip H. McKee, Dermatopathology: High-Yield Pathology, 355-353.
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Génesis de melanoma

En los últimos años se ha reconocido que las aberraciones 
en los cromosomas pueden conducir a la activación de 
oncogenes en un número creciente de neoplasias 
epiteliales.
Los estudios actuales en la biología molecular sugieren que 
existen mutaciones escalonadas de señalización intra-
celular que transforman un melanocito normal en uno 
maligno. 

Nageatte Ibrahim, Frank G. Haluska, Molecular Pathogenesis of Cutaneous Melanocytic Neoplasms, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 2009.4:551-
579.

15%

50%

Presenter Notes
Presentation Notes
Estas mutaciones se encuentran en la vía de mutagénesis más estudiada del melanoma, la cual se basa en la activación anormal de la vía de señalización RAS RAF MEK ERK.Estas mutaciones causan la activación constituta de la cinasa-serina-treonina en la vía ERK-MAPK => se ha observado in vitro que la depleción de BRAF y NRAS de las células con melanoma suprime su crecimiento.  
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Wan PT, Garnett MJ, Roe SM, et al. Mechanism of activation of the RAF-ERK signaling pathway by oncogenic mutations 
of BRAF. Cell 2014,116:855567

Hay más de 65 mutaciones distintas en melanomas que afectan más de 30 codones en el 
gen B-RAF, la mayoría en el dominio cinasa => desestabilización en su conformación 

inactiva, permitiendo aumento en su isoforma activa => estimulación del BRAF 700 veces.

RAS/RAF/MEK/ERK

Presenter Notes
Presentation Notes
RAS proteína G que se une a la membrana interna de la membrana celular y RAF MEK y ERK son proteínas cinasas que forman una cascada de tres uniones => comienza cuando una molecula de señalización se une al receptor y termina cuando el ADN del núcleo expresa una proteína que prodce una cambio en la célula, tal como la división celular. 3 genes del RAS N-RAS HRAS y KRAS3 genes del braf ARAF- BRAF Y CRAF 
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Existen más de 75 mutaciones somáticas en 
el exón 15 del gen BRAF para melanomas

Sustitución puntual de una base (timidina 
por adenosina) en el nucleótido 1799 

“T1779A”.

Sustitución de valina por ácido glutámico en 
la posición 600 de la cadena de 

aminoácidos de su proteína expresada 
“V600E”.

Esta mutación se encuentra adyacente a 
serina 599 => la polaridad del “E” imita la 

polaridad de la “S”(p) => elimina la 
necesidad de fosforilación de BRAF-

mutante => activación constitutiva de la 
vía MAPK

Spittle C, Ward MR, Nathanson KL, et al: Application of a BRAF pyrosequencing assay for mutation detection and copy 
number analysis in malignant malanoma. J Mol Diagn 9:464-471, 2007. 

BRAF V600E

Presenter Notes
Presentation Notes
Por ende va inducir una proliferación descontrolada y facilita la transformación maligna, mstrando hasta 500 veces la actividad catalítica en comparación con el BRAF silvestre (estimulación independiente de factores de crecimiento + angiogéneseis (VEGF)



BRAF-mutante

PROPIEDADES

Localización de la mutación Dominio cinasa (exón 15)

Frecuencia de mutaciones BRAF en 
melanoma.

50% (COSMIC, Davis et al (2002), 
Maldonado et al (2002).  

Frecuencia de BRAFV600E entre las 
mutaciones BRAF en melanoma. 

80-90% (COSMIC, Lovly et al (2012), 
Rubinstein et al (2010). 

IMPLICACIÓN EN TERAPIAS BLANCO

Respuesta a inhibidores BRAF Sensible (Chapman et al (2011). 

Respuesta a inhibidores MEK En estudio (Flaherty et al (2012), Falchook
et al (2012). 

Respuesta a inhibidores KIT Desconocido. 

2013

20111975

19
98

2014

Presenter Notes
Presentation Notes
530 líneas celulares = 30 melanoma.115 pacientes con melanoma primario 150 pacientes PCR / tejido en fresco, parafina y líneas celulares.138 pacientes en todos los estadios. 21% BRAF V600EFase 3 675 pacientes vemurafenib contra dazacarbazina stage IV (6 meses 84 versus 64% sobrevida). Disminución de progresión y muerte del 74% respuesta del 48% contra 5% Fase 3 522 pacientes tramatemib contra dacarbazina o placliplaxel Free survival 4.8 a 1.5 6 meses 81 vs 64 / 97 melanoma   
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Terapias blanco
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País BRAF BRAFV600E Melanoma Método

EUA
(n=138)

30.4% 21% P/M PCR-secuencial Rubinstein et al  

China
(n=432)

25.5% 22.6% Primarios PCR-secuencial LuSi et al

Uruguay
(n=28)

Desconocido 78% Primarios PCR-RT Mazzei ME et al

Colombia
(n=81)

24.7% 24.7% P/M No especificado Alicia Quiroga

Brasil
(n=77)

Desconocido 70.10% Primarios PCR-secuencial Inumaru et al 

Australia
(n=197)
(n=308)

48%
46%

34.8%
35.5%

Metástasis
Metástasis

PCR-secuencial Long GV et al
Menzies et al

BRAF-mutante en el mundo
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Búsqueda general de melanomas en los archivos 
de reportes del Laboratorio de Patología (n=116)

Obtención de reportes con diagnóstico de 
melanoma (n=116) Exclusión (n=42): 

Melanomas que no  
contaban con material 

en parafina
Examen y revisión histológica; recolección de 

bloques e información de los expedientes 
clínicos (n=74)

INCLUSIÓN (n=74)

Metodología

Presenter Notes
Presentation Notes
Explicar proceso

http://hsj.com.mx/Home.aspx


Se realizaron 15-20 niveles de 5 micras de 
grosor del bloque de parafina (n=74)

Extracción de ADN por kit de 
purificación Maxwell®

“CITES”
Cuantificación del ADN por 

espectofotometría con 
espectofotómetro Nanodrop®

Cuantificación del ADN con kit
PicoGreen®

Muestras con >2ng/dL

PCR en tiempo real
RocheTM LightCycler 480®

(n=62), 

CIDCS
Exclusión de n=12 

“CTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAG
GTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCC”

Biología molecular

Presenter Notes
Presentation Notes
La extracción de ADN se realizó utilizando el kit de purificación Maxwell® 16 FFPE LEV DNA (Promega, Madison, USA) 32 siguiendo el manual (cat # TB382).La cuantificación se realizó por espectrofotometría utilizando el espectofotómetro Nanodrop® ND-1000 (Delaware, USA). La absorbancia fue medida a 230, 260 y 280 nm. Se utilizó el software 3.3 de Nanodrop® para la cuantificación de ADN acorde a la absorbancia a 230 n.Quanti-ITTM PicoGreen® dsDNA (Life Technologies).  

http://hsj.com.mx/Home.aspx


Inclusión y exclusión

• Muestras tumorales de pacientes 
mexicanos con el diagnóstico 
anatomopatológico de melanoma 
(primario y/o metástasis).

• Cualquier tipo histológico y/o 
clínico de melanoma.

• Muestras estudiadas en el 
Laboratorio del Hospital San 
José Tec de Monterrey desde  
enero 01 de 1995 a diciembre 31 
del 2012, de las cuales se cuente 
con expediente clínico y bloque 
de parafina.

• Bloque de parafina de mala 
calidad y/o ausente. 

• Pacientes que no cuenten con 
nacionalidad mexicana en el 
expediente clínico.

Metodología

Presenter Notes
Presentation Notes
No existen criterios de suspensión



La unidad primaria de observación lo representó el material del 
bloque de parafina y no existieron subgrupos de contraste. 

Variables demográficas: número de control del reporte anatomopatológico, 
edad del paciente y sexo.
Variables clínicas: Sitio de la lesión y clasificación del tumor como primario 
o metastásico .
Variables histopatológicas: Subtipo histológico, Breslow, Clark, mitosis por 
mm2, infiltrado linfocitario, ulceración y etapa clínica según la AJCC 7ma 

edición.
Variables moleculares: Heterocigoto, homocigoto, negativo, desconocido y 
no analizado.

Variables
Metodología

Presenter Notes
Presentation Notes
Explicar cada una. 
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El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando software especializado:
SPSS 22 y Excel. 

Para aquellas variables cuantitativas se utilizaron medidas descriptivas, como 
media y desviación estándar. 
En el caso de las variables categóricas se usaron proporciones. 
Para el caso de investigar asociación entre variables cualitativas y 
categorizadas se utilizaron  tablas de contingencia (X2). En el caso de comparar 
grupos y que la variable fuera cuantitativa, se utilizó la T-test. 

Análisis estadístico

Presenter Notes
Presentation Notes
Variables categoricas: carecen de valor de medida, son nombres, clases o presencia/ausencia; características o atributos
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Resultados

“Los resultados expuestos reflejan una 
población étnicamente diversa, aleatoria en 

un lapso de tiempo específico”.



Frecuencia Porcentaje

♀ 31 42%

♂ 43 58%
Total 74 100%

Se obtuvieron un total de 74 
especímes quirúrgicos.

Rango de edad: 16 a 79 años.
Media de 52.9 años.

Epidemiología
Resultados
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El promedio de edad en pacientes masculinos fue de 57.19 años y el de mujeres 
de 46.9 años. Se realizó un T-test evaluando la relación entre la edad y el sexo, 

el cual demuestra que la edad y el sexo son variables dependientes en el 
presente estudio (p=0.006). 

Epidemiología
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Aunque por los datos expuestos parecería que existe una relación 
estadísticamente significativa entre el sexo y la localización, el valor de p=0.132 

en el T-test no resultó significativo, lo que refleja que en el presente estudio 
estas variables son independientes. 

Localización
Resultados
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Tipos histológicos (n= 52)
Frecuencia Porcentaje

In situ
Acral

Léntigo Maligno
Nodular

Superficial
Total

2
8
3

29
10
52

4
15
6

56
19

100

Localización
Resultados



18

13
12

7
6

3
2 2

Subtipo histológico
Resultados
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HISTOPATOLOGÍA
Resultados



En los melanomas estudiados, aquellas muestras con Breslow mayor a 2.0 mm exhiben 
ulceración hasta en un 62.5%. Se realizó una prueba X2, la cual resultó estadísticamente 
significativa al 5% (p= 0.028), demostrando que en el presente estudio, la ulceración y el 

índice de Breslow son variables dependientes. 

Resultados

Presenter Notes
Presentation Notes
Promedio de BRAF 2.02 mm
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AJCC

0

I

II

III

IV

Etapa clínica
Resultados
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El promedio de Breslow en las muestras analizadas es de 2.1 mm, mientras que en las 
muestras no analizadas es de 0.88 mm. La diferencia del espesor de Breslow, medido en 
milímetros, entre muestras analizadas y no analizadas, es de 1.22, por lo que se realizó 

un T-test, el cual arrojó un valor de p=.005, que es estadísticamente significativo y 
refleja que el tamaño tumoral es una variable dependiente con la amplificación y 

obtención de resultados por PCR en tiempo real.

Genotipificación
Resultados
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La prevalencia de mutaciones en el gen BRAF en el exón 15  para la muestra de 
melanomas estudiados es del 59.6% y la prevalencia de la mutación puntual 

BRAFV600E en esta es del 9.6%. La mutación puntual BRAFV600E representa el 16.11% 
de las mutaciones en el gen BRAF/exón 15. 

Genotipificación
Resultados
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Resultados

Presenter Notes
Presentation Notes
Promedio de BRAF 
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Datos clínicos coinciden con:
Información reportada en la bibliografía anglosajona para 
melanoma.
Datos reportados en el estudio de Zell et al, quienes revisaron 
39,049 muestras de melanoma en los Estados Unidos, de los 
cuales 1966 corresponden a pacientes latinos.
Información reportada en bibliografía mexicana.  

Media de 52.9 años contra 50 años en EUA.
Edad de presentación una década menor en pacientes femeninos contra masculinos 

(42.9 contra 57.2 años).
Sitio de localización más común extremidad inferior.

En mujeres el sitio de localización más común es la extremidad inferior.
Melanoma nodular fue el subtipo más común, en México representa hasta el 49% de los 

melanomas.   

Discusión

Presenter Notes
Presentation Notes
Centro de melanoma./ GEA gonzález en una serie de 165 pacientes => edad promedio 59 años y localización más frecuente extremidad inferior. bibliografía estadounidense, donde el melanoma es el segundo cáncer más común en mujeres entre los 20 y 35 años y la primera causa de muerte en mujeres menores de 30 años.En pacientes latinos el subtipos más frecuente es el de extensión superficial.(1) n=252 cancerología   
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Parámetros histopatológicos:
No existe bibliografía suficiente en México que trate sobre el 
estudio histopatológico de melanomas.

• El 50% de las muestras posee un Breslow <1.0 mm, al igual que el 
registrado en el GEA en una serie de 165 pacientes. (Karams-Orantes y 
cols).

– Serie de 252 casos de Alfeirán-Ruiz y colaboradores de Cancerología el nivel de 
Breslow más común fue el III y IV.    

• La mayoría de los melanomas en pacientes latinos y mexicanos no se 
encuentran ulcerados.

• No existe bibliografía que hable sobre el número de mitosis e infiltrado 
inflamatorio. 

Discusión

Presenter Notes
Presentation Notes
Centro de melanoma.bibliografía estadounidense, donde el melanoma es el segundo cáncer más común en mujeres entre los 20 y 35 años y la primera causa de muerte en mujeres menores de 30 años.En pacientes latinos el subtipos más frecuente es el de extensión superficial.Dr. Manuel Gea González.Serie canca    
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Aspectos moleculares:
La prevalencia de mutaciones en el gen BRAF en 
el exón 15  para la muestra de melanomas 
estudiados es del 60%, de las cuales:

• 59.6% representan BRAF-mutantes desconocidos.
• 9.6% representa la mutación puntual BRAFV600E.
• BRAFV600E representa 16.11% de las mutaciones en 

BRAF.  

País BRAF BRAFV600E Melanoma Método

EUA
(n=138)

30.4% 21% P/M PCR-
secuencial

Rubinstein et al  

China
(n=432)

25.5% 22.6% Primarios PCR-
secuencial

LuSi et al

Uruguay
(n=28)

Desconocid
o

78% Primarios ASO-PCR Mazzei ME et al

Colombia
(n=81)

24.7% 24.7% P/M No 
especificado

Alicia Quiroga

Brasil
(n=77)

Desconocid
o

70.10% Primarios PCR-
secuencial

Inumaru et al 

Australia
(n=197)
(n=308)

48%
46%

34.8%
35.5%

Metástasis
Metástasis

PCR-
secuencial

Long GV et al
Menzies et al

Discusión

Presenter Notes
Presentation Notes
NO EXITEN ESTUDIOS COMPARATIVOS EN MEXICO. 
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En el presente estudio se cumplieron los objetivos establecidos: 
Determinación de la prevalencia de mutaciones a nivel del gen BRAF 
en el exón 15 y la mutación puntual BRAFV600E.

Asociación entre el grupo BRAF mutante y las variables clínico-
patológicas.
Descripción de datos clínco-patológicos. 

Establecer la pauta de metodología reproducible para 
realización de estudios similares en México. 
Comprobación de hipótesis planteada.  

Conclusiones
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Los resultados obtenidos presentan una base de 
conocimiento que sugiere el comportamiento de la 
población de interés.

Aumento de número de muestras.
• Privado/público.
• Nivel nacional. 

Análisis genético ampliado:
BRAF / NRAS.
Método de pirosecuenciación Sanger®.  

Prospectivas
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MUCHAS GRACIAS…
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