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Mutacién del gen KRAS en el cancer
de colon y recto
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KRAS gene mutation in colorectal cancer

Background: KRAS oncogene is involved in colorectal carcinogenesis in 22 to 45%
of cases. Aim: To determine the frequency, types and distribution of KRAS mutations
in colorectal cancer. Material and Methods: KRAS mutations studies were carried
out in primary tumors and metastases of colo-rectal cancer from 56 women aged 60
* 14 years and 53 men aged 61 £ 11 years. Formalin fixed and paraffin embedded
tissue samples were evaluated using RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phism) and direct sequencing. Results: Primary tumors were located in the colon and
rectum in 82 (75.2%) and 24 cases (20% ), respectively. In three cases the extraction
site of the tumor sample was unknown. In 46 cases (42.2%) KRAS mutations were
demonstrated. The main point mutations were located in codon 12 (80.4%), G12D
(39.1%), GI2V (24.2%), G12S (6.5%), GI2A (4.3%); G12C (4.3%), GI2R (2.1%)
and 19.6% at codon 13 (G13D). No differences were demonstrated in the frequency
and distribution of mutations by gender, age, primary versus metastatic tumors or
tumor location. Conclusions: In this series, 42% of colorectal cancer tissue samples
had KRAS mutations. Their frequency and distribution are similar to those reported
in the literature, except for G12C mutation.

(Rev Med Chile 2013; 141: 1166-1172).

Key words: Colonic neoplasms; Rectal neoplasms; Sarcospan (Kras oncogene-
associated gene) protein, human.

1 cancer de colon y recto es una causa im-
Eportante de mortalidad por tumor maligno

que afecta a la poblacién chilena?. Su im-
portancia desde el punto de vista epidemioldgico
y clinico-quirtrgico ya ha sido extensamente
documentada en nuestro medio**. El cdncer de
colon y recto es una de las neoplasias malignas
que ha sido mejor caracterizada desde el punto
de vista genético-molecular tanto en sus formas
espordadicas como las hereditarias poliposas y no
poliposas®”. Estos estudios han determinado la
participacién de multiples genes y vias metabolicas
en el crecimiento y desarrollo de este cancer®'.
Algunas de estas vias han podido ser estimuladas
o inhibidas mediante moléculas como anticuerpos
monoclonales, lo que ha permitido establecer tera-
pias dirigidas a blancos especificos, como es el caso
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de la via del EGFr'"". En la actualidad son cente-
nares de trabajos en los que se han determinado
el status de algunos de estos genes como EGFr,
KRAS, BRAK, PIP3K, etc.'*'3) siendo su estudio
rutinario en la evaluacién de pacientes con cidncer
colo-rectal en la mayoria de los centros extranjeros
y en algunos centros privados nacionales'>'>. A
pesar de esta realidad, los estudios a nivel genético
y molecular en el cdncer de colon y recto en nues-
tro medio, son recientes y escasos®'?.

La familia de los genes RAS (HRAS, NRAS y
KRAS) es uno de los grupos de oncogenes mas
frecuentemente alterados en las neoplasias huma-
nas®. El oncogén KRAS se localiza en el cromoso-
ma 12y participa en sefializacion de las vias PI3K/
PTEN/AKT y RAF/MEK/ERK"®. Las proteinas
codificadas por estos genes constituyen una estruc-
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tura proteica de 21Kd (p21), la que posee actividad
GTP-asa, actuando en la via de transduccién de
sefiales de crecimiento y diferenciacién celular®.
La mutacién de este gen es el evento genético mas
comunmente observado en el desarrollo de tumo-
res en el ser humano (pulmén 30%, colon 40%,
pancreas 80%, tiroides 55%, etc.)*!. Alrededor de
90% de las mutaciones de este gen se localizan en
sitios especificos del primer exén (cod6n 12 en
aproximadamente 80% y con menor frecuencia
en él coddn 13 en alrededor de 15-20%)%2, En el
segundo exdn se localiza el codén 61 con una fre-
cuencia de mutaciéon menor de 3%. La mutacién
mids frecuente ocurre en el segundo nucleétido del
codén 12 y corresponden predominantemente a
transiciones (guanina-adenina) con sustitucién
de 4cido aspartico por glicina.

En el cdncer colorrectal se ha encontrado
mutacién del gen KRAS entre 30 y 50% de los
casos®®*>¥_ La actual terapia de algunos estadios
avanzados de colon y recto incluyen el uso de
anticuerpos monoclonales (panitumumab, ce-
tuximab), capaces de bloquear la activacion del
EGFr**?%. En los pacientes no respondedores a esta
terapia se demostré que las células tumorales eran
portadoras de una de las mutaciones activantes del
gen KRAS que se encuentra localizado corriente
abajo en la via del gen EGFr, lo que producia la
activacion de esta via independiente del bloqueo
del EGFr’*8, También fue demostrado que la
determinacion del estado silvestre (no mutado)
o mutado del gen KRAS era capaz de predecir
la respuesta del tumor al uso de inhibidores del
EGRr, siendo su determinacién clinicamente
util>*4°, Algunos estudios han demostrado que
algunos tipos especificos de mutaciéon de KRAS
tienen relacién con la sobrevida, como la muta-
cién G12V,la que se asociaria a un prondstico mas
adverso de la enfermedad en relacién a otros tipos
de mutaciones*' . A pesar de la importancia y al
facil estudio de la estructura de este gen, no existe
informacién publicada en nuestro medio respecto
dela frecuencia y tipo de mutaciones del gen KRAS
en Chile en el cdncer de colon y recto, por lo cual,
desconocemos no sélo su frecuencia y el tipo de
mutaciones presentes en nuestra poblacion, lo
cual, pudiese tener importancia terapéutica.

El objetivo de este trabajo es determinar la
frecuencia y distribucién de las mutaciones del
gen KRAS en el cancer de colon y recto (codones
12 y 13) en nuestro pais.
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Material y Método

Casos

Se incluyen en este estudio de muestras de 109
adenocarcinomas primarios en estadios incipien-
tes, avanzados y metdstasis de adenocarcinomas
de colon y recto. A las muestras provenientes de
tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina
(alas cuales) se les realizé estudio de mutacion del
gen KRAS en el Servicio de Anatomia Patoldgica
de Clinica Alemana de Santiago entre los afios
2008 y 2012 y en el Centro de Educacién Médica
e Investigaciones Clinicas CEMIC, Argentina, en el
ano 2008. Se confeccion6 una base de datos anéni-
ma de las muestras, en la cual fueron consignados
exclusivamente los siguientes pardmetros: género,
edad y localizacién del tumor.

Protocolo de extraccion, cuantificacion y
amplificacion de ADN

En los cortes seleccionados que incluian dreas
con una poblacién de al menos 30% de células tu-
morales se realizé la desparafinizacién en bafios de
xilol e hidratacién en concentraciones decrecientes
de alcoholes hasta el agua y mantencién de las
muestras en solucién tamponada. Posteriormente,
se realizé diseccion de las areas seleccionadas. Los
fragmentos obtenidos fueron resuspendidos y
centrifugados por 5 min a 13.000 rpm. La extrac-
cién de ADN se realizé utilizando el kit Axy Prep
Multisource Genomic DNA Miniprep kit Axygen®
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
realizé determinacién de la integridad del ADN,
através de la amplificacion del gen de la -globina
con productos de amplificacién esperados de
110 y 268pb. La mezcla utilizada para la reaccién
contenia: 0,2 mM de ANTP, 1,5 mM de Cloruro
de Magnesio, 12,5 pmol de cada partidor, 1 U de
Taq polimerasa (Gotaq Flexi DNA polymerase
Promega®) y 5 pl de ADN en estudio, en un vo-
lumen de reaccion de 50 pl. La verificaciéon de los
productos se realizé por electroforesis en geles de
agarosa a 2%.

Amplificacion exon 1 gen KRAS

Las condiciones de la amplificacién se realizd
en similares condiciones y concentraciones que
en el protocolo antes descrito de acuerdo a proto-
colos previamente reportados*. Se utilizaron los
siguientes partidores del exén 1 con productos

1167



ARTICULOS DE INVESTIGACION

esperados de 122 pb: KRAS forward 5’GGC CTG
CTG AAA ATG ACT GA 3’ yKRAS reverse 3’ TCT
ATT GTT GGA TCA TAT TCG T5’.

RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorphism)

Se realiz6 PCR semianidado con los siguientes
partidores: codén 12F AAA CTT GTG GTA GTT
GGCCCT y codén 13F 5’GCCTGCTGAAAAT-
GACTGAA con un producto esperado de 98pb y
96pb respectivamente. La digestion se realiz6 con
enzimas de restriccion BstNI para el sitio de corte
del coddn el codén 12 y Bgl I para el del codén
13, con formacién de fragmentos de 75pb/23pb
y 70pb/26pb respectivamente. La visualizacién
se realiz6 en geles de agarosa a 3% tefnidos con
bromuro de etidio (Figura la).
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Secuenciacién

Los productos amplificados fueron purificados
en columnas Qiagen, (Quiaquick. PCR purifica-
tion kit) y junto con el partidor reverso fueron
secuenciados en equipo ABI PRISM 3100 Applied
Biosystems (Figura 1b).

Controles

Como control positivo, se empleé ADN de
carcinomas de pédncreas en los que previamente
se habfa demostrado la mutacién del KRAS en
el cod6n 12. Como control negativo se us6 ADN
genémico comercial (Promega) y como control
blanco se sustituyé el ADN por agua deionizada.

Andilisis estadistico
Se realiz6 mediante test de 32y exacto de Fisher
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Figura 1. Deteccién de mutaciones del gen KRAS codones 12y 13.
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para las tablas de contingencia y t-test para los
promedios de muestras independientes.

Resultados

El grupo total estaba constituido por 109 casos,
56 casos (51,3%) correspondieron a mujeres con
un promedio de edad de 60,1 anos (DS + 13,7
afios) y los restantes 53 casos a hombres con un
promedio de edad de 61,5 aios (DS £ 10,7 afios).
La totalidad de los casos correspondieron a adeno-
carcinomas. Los tumores primarios se localizaron
en colon en 82 casos (75,2%) y en recto en 24
casos (22%). No se logré precisar la localizacién
del tumor en 3 casos (2,8%). En 46 casos (42,2%),
se demostré mutacion del gen KRAS, los 63 casos
restantes fueron de tipo silvestre o no mutado. Las
mutaciones comprometieron al codén 12 en 37
casos (80,4%) y al cod6n 13 en 9 casos (19,6%).
No se observaron diferencias entre la frecuencia
de mutaciones de KRAS y el género e los pacien-
tes. La distribucién entre la edad y la frecuencia
de mutaciones en relacién al nimero de casos
estudiados por década se resume en la Tabla 1. La
mayor frecuencia de mutaciones se observé entre
los 40 y 49 anos (64,2% de los casos examinados),
sin embargo, la diferencia en la frecuencia de mu-
taciones entre los mayores y menores de 50 afios
no fue significativa (p = 0,06).

La frecuencia de mutaciones en los tumores
primarios fue mayor que las observadas en las
metdstasis (42,3% versus 33,3%), sin embargo, esta
diferencia no fue significativa tal y como ha sido
reportado en series internacionales en las cuales
esta diferencia es ain menor*.

Tabla 1. Frecuencia de mutaciones KRAS por edad

Edad Mutado No mutado Total %
20-29 1 1 2 50,0
30-39 0 3 3 0,0
40 -49 9 5 14 64,2
50 - 59 11 17 28 39,3
60 - 69 1 23 34 32,5
70-79 12 12 24 50,0
> 80 2 2 4 50,0
46 63 109 42,2

Rev Med Chile 2013; 141: 1166-1172
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La frecuencia de mutacion, tipo de sustitucién
de base y cambio de aminodacido se resume en la
Tabla 2, en la cual ademads, se compara con algunas
series publicadas.

Las mutaciones mas frecuentes fueron la G12D
(aspartato) (39,1%) y la G12V (valina) (24,2%),
le sigui6 en frecuencia la mutacién del codén 13
(19,5%), que en todos los casos correspondié a la
G13D (aspartato) (Figura 2).

Discusiéon

Nuestros hallazgos muestran la presencia de
mutacion del gen KRAS en 42% de los canceres
de colon y recto, cifra muy similar a la reportada
en los mdltiples trabajos publicados en la litera-
tura®****!. Un hecho similar se observa en relacién
a la distribucién porcentual de los distintos tipos
de mutaciones, con sobre 80% de mutaciones del
coddn 12 y aproximadamente 20% en el cod6n
13. Seria recomendable ampliar el estudio a otros
codones de menor frecuencia como el codén 61
y 146, etc., a fin de precisar su exacta frecuencia y
distribucién en nuestra poblacién. La distribucién
de los distintos tipos de mutaciones observadas,
también se asemeja a lo reportado en la literatu-
ra. Las mutaciones G12D, G12V y G13D darian
cuenta de 82,8% del total), siendo la mutacion
GI12C (cisteina), de baja frecuencia en nuestro
medio (4,3%) en relacién a la reportada en otras
latitudes (entre 8% y 11,5%) y cuyo significado
deberia ser estudiado®.

Al igual que en otras series no se observaron
diferencias en la frecuencia de mutacién de KRAS
y género, localizacion (colon o recto) y edad de los
pacientes, asi como tumor primario o metdstasis™.
A pesar de observar una mayor frecuencia de
mutaciones en pacientes menores de 50 afos, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. De
esta manera, podriamos asumir que nuestros re-
sultados traducen una realidad muy similar a otros
grupos étnicos y poblacionales de otras latitudes.

Por lo tanto, la utilizacién de la determinacion
del status del gen KRAS para predecir la respuesta
al tratamiento con anticuerpos monoclonales
contra EGFr, tendria la misma connotacion, es
decir, en alrededor de 42% de nuestros pacientes
no tendria indicacién terapéutica. A este grupo
se le debe agregar el grupo de pacientes con la
mutacion de BRAF la cual es mutuamente exclu-
yente de KRAS, y que también tiene la propiedad
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Tipo de Mutacion
[Tipo de Mutacion| n 46/109 | 96/342G9 | 108/30527 | 400/101828)
G12D Aspartato 18 39,1 31,2 34,0 36
G12V Valina 11 24,2 18,8 26,0 21,8
G12S Serina 3 6,5 3,5 6,0 6,5
G12A Alanina 2 4,3 7,3 6,0 6.0
IG12C Cisteina 2 4,3 11,5 9,0 8,0
IG12R Arginina 1 2,1 3,1 3,0 1,3 Figura 2. Tipo de mutacién KRAS C
IG13D Aspartato 9 19,5 20,8 13,0 18,8 12y 13.

de mantener activa la via del EGFr. Para este gen
nuestros estudios preliminares (Roa, datos no
publicados), en casos de pacientes con KRAS no
mutado, muestran una frecuencia de mutacién
de BRAF que podria alcanzar sobre 15%, lo que
restringiria ain mas el uso de bloqueadores o an-
tagonistas del EGFr en el tratamiento del cdncer
de colon y recto en nuestro pais.

Respecto de las técnicas empleadas en este es-
tudio, podemos sefialar que el RFLP fue realizado
siempre previo a la secuenciaciéon y en todos, ex-
cepto un caso, hubo discordancia con este dltimo
método producto de un polimorfismo, por lo
cual pudiese ser incorporada en nuestro medio
como una técnica de tamizaje, tanto en centros
asistenciales publicos y privados dada su sencillez
y facilidad de interpretacion*.
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