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Resumen. Las mutaciones en el oncogén K-ras son comunes en cáncer
colo-rectal, afectan el comportamiento biológico y podrían influir en la sus-
ceptibilidad terapéutica en estos tumores. El objetivo de este trabajo fue iden-
tificar los tipos de mutación K-ras observados en pacientes referidos con cán-
cer colo-rectal y relacionarlos con el grado de diferenciación histológica y con
el estadio clínico. Se obtuvo ADN genómico tanto de tejido tumoral incluido
en parafina, como de tejido fresco. Se amplificó el gen K-ras a través de la
reacción en cadena de la polimerasa (RCP) y se digirieron los fragmentos am-
plificados con enzimas de restricción, por último se obtuvieron datos clínicos
e histopatológicos de las historias clínicas. Se encontraron mutaciones en los
codones 12 y 13 del oncogén K-ras en el 23,33% de los pacientes. De estos
28,57% en el codón 12, en el codón 13 se encontró un 57,14% y 14,29% para
ambos codones. Fueron más frecuentes en el hemicolon izquierdo con 78,57%
y según la clasificación histológica en los adenocarcinomas bien diferenciados
(58,70%) y en los mucinosos (28,57%). Las mutaciones identificadas fueron
mas frecuentes en estadios avanzados C2 de la clasificación de Dukes`. El
análisis molecular del oncogén K-ras permitió evidenciar mutaciones que sir-
ven como parámetro diagnóstico y pronóstico en los tumores colo-rectales. La
frecuencia de mutaciones encontradas en este trabajo es similar a algunas de
las reportadas a nivel mundial, sin embargo difieren en el tipo de mutación
mas frecuente, que en nuestro medio fue la mutación del codón 13 del gen
con más de un 50%
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Abstract. Mutations in the K-ras oncogene are common in colo-rectal
cancer, which affect the biological behaviour and may influence the suscepti-
bility to therapy in these tumors. The objective of this work was to identify the
types of K-ras mutations observed in referred patients with colo-rectal cancer
and to relate them to their degree of histological differentiation and clinical
stage. Histopathological and clinical data were obtained from medical re-
cords. DNA was obtained from both, fresh tissue and tumor tissue embedded
in paraffin. The K-ras gene was amplified through the polymerase chain reac-
tion (PCR) and the amplified fragments were digested with restriction en-
zymes. We found mutations in codons 12 and 13 of the K-ras oncogene in
23.33% of patients. Of these, 28.57% were located at codon 12, 57.14% were
at codon 13 and 14.29% at both codons. They were more frequent in tumors
located in the left hemicolon and, according to their histological type, were
more frequent in well differentiated adenocarcinomas (58.70%) and in
mucinous (28.57%). The identified mutations were more frequent in advanced
stages (C2) of Dukes’ classification. The molecular analysis of the K-ras onco-
gene made mutations evident, which could be useful in the diagnosis and
prognosis of colorectal tumors. The frequency of mutations found in this work
is similar to some of those reported worldwide; however, they differ in the
more frequent type of mutation, which, in our study, was located at codon 13
in more than 50% of the cases.
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INTRODUCCIÓN

El carcinoma de colon es uno de los
cánceres del tracto gastrointestinal más co-
munes en Venezuela donde ocupa el 5º lu-
gar como causa de muerte por cáncer en
los adultos y es en algunas partes del país,
la primera causa de origen gastrointestinal
(1). Las causas y la patogénesis del carcino-
ma de colon y recto, están relacionadas tan-
to a factores ambientales como genéticos.
Los factores ambientales son fundamental-
mente dietéticos, en particular, la ingesta
de grasas y de proteína animal por su in-
fluencia sobre la microflora intestinal y so-

bre la composición química del líquido in-
traluminal (2-3). El cáncer se desarrolla
como resultado de alteraciones genéticas
que causan un desorden progresivo de los
mecanismos normales que controlan el cre-
cimiento celular (4). Los carcinomas de co-
lon pueden presentarse en forma de sangra-
do rectal, cambios en el hábito intestinal,
anemia resultante de pérdida sanguínea
crónica y dolor abdominal vago. La obstruc-
ción intestinal es común cuando el tumor
está situado en el colon izquierdo; la perfo-
ración puede ocurrir en raras ocasiones.

Desafortunadamente, la aparición de
síntomas es con frecuencia indicativa de en-
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fermedad avanzada; por esta razón se han
realizado numerosos intentos para detectar
los tumores en estadios tempranos. Uno de
los grandes avances en la genética molecu-
lar de los tumores colo-rectales fue la iden-
tificación de mutaciones en el oncogén
K-ras (3), La mayoría de las mutaciones
K-ras identificadas (85%) está confinada a
los codones 12 y 13, el resto al codón 61 y
recientemente un estudio japonés demostró
la presencia de tres mutaciones en el codón
19 de este mismo gen (5). Las mutaciones
en los codones 12 y 13 están asociadas a
más del 50% de estos tumores. Las relacio-
nes entre el tipo de mutación K-ras y el
pronóstico del cáncer de colon y recto han
sido investigadas intensamente (6-9). Ce-
rottini y col. reportaron una clasificación
genotípica pronóstica según el tipo de mu-
tación K-ras (10) La detección de estas mu-
taciones en estadíos tempranos de la se-
cuencia adenoma-carcinoma, permite el se-
guimiento estricto de los pacientes; la de-
terminación de la relación de las mutacio-
nes con su pronóstico es vital para estable-
cer la secuencia de eventos moleculares
que ocurren previos al desarrollo de carci-
noma (11). Recientemente se ha descrito la
relación de actividad del gen K-ras con nue-
vas terapias que podrían ser específicas en
pacientes con que presentan cáncer con ac-
tividad de K-ras (12).

El objetivo de este trabajo fue identifi-
car los tipos de mutación K-ras observados
en los pacientes referidos con cáncer
colo-rectal y relacionarlo con el grado de di-
ferenciación histológica y el estadío clínico.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se analizaron 52 muestras de tejido in-
cluido en parafina y 8 muestras de tejido
fresco, de pacientes con edades comprendi-
das entre 50 y 59 años, de sexo masculino y
femenino, padres venezolanos, referidos de
los servicios de Gastroenterología de los

hospitales públicos o privados de la región,
con diagnóstico anatomopatológico de ade-
nocarcinomas de colon o recto. Se recopila-
ron de la historia clínica de estos pacientes
los datos epidemiológicos, clínicos, y de la-
boratorio pertinentes y se registraron en
una ficha elaborada para tal fin. Se obtuvo
el consentimiento informado de todos los
pacientes. Así mismo el proyecto fue apro-
bado por el comité de ética de la Unidad de
Genética Médica de la Universidad del Zu-
lia. Las muestras frescas fueron guardadas a
–70°C hasta el aislamiento del ADN genómi-
co mediante tratamiento con SDS, protei-
nasa K y extracción con fenol-cloroformo,
descrito por Senagore y col. (13). En cuan-
to a las muestras de tejido incluido en para-
fina, se procedió a realizar cortes de 10µm,
calentados posteriormente a 60°C por 30
min, luego fueron desparafinados e incuba-
dos con proteinasa K como ha sido descrito
por Cotran y col. (14). Se procedió luego a
la identificación de las mutaciones en los
codones 12 y 13 mediante la utilización de
la técnica de RCP y enzimas de restricción.
Para el codón 12 se empleó la enzima BstNI
y para el codón 13 la enzima HAE III (15).
Se realizó al análisis estadístico de los re-
sultados mediante prueba de X2, la cual se
consideró significativa si la p era menor a
0,05.

RESULTADOS

El grupo de estudio estuvo constituido
por 60 pacientes, 32 (53,33%) de sexo mas-
culino y 28 (46,67%) del femenino. El pro-
medio de edades fue de 59,86 ± 1,3 años.
En cuanto a la clasificación histológica
34/60 (56,67%) eran adenocarcinomas bien
diferenciados, 6/60 (10,00%) fueron carci-
nomas moderadamente diferenciados, 8/60
(13,33%) eran adenocarcinomas pobremen-
te diferenciados y 12/60 (20,00%) fueron
carcinomas mucinosos (Tabla I). En la dis-
tribución de los tumores según su localiza-
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ción anatómica, se evidenciaron 38
(63,33%) en el colon izquierdo y 22
(36,67%) en el colon derecho.

Se identificaron mutaciones del onco-
gén K-ras en 14/60 tumores (23,33%),
4/14 (28,57%) en el codón 12, 8/14
(57,14%) en el codón 13, y 2/14 (14,29%)
en ambos codones. El promedio de edad de
los pacientes sin mutaciones fue de 60,47
± 1,5 años y el grupo etario más afectado
fue el de 50 a 59 años. Al analizar la distri-
bución de los tumores de colon y recto se-
gún la localización anatómica y el estado
K-ras, hubo un predominio del lado izquier-
do en ambos grupos con 78,57% en los mu-
tados y de 58,78% en los no mutados, no se
encontraron diferencias significativas entre
los dos grupos con un X2 = 1.25 (p =
0,263) (Tabla I)

Los tipos histológicos más frecuentes
en los pacientes que no presentaron la mu-
tación, fueron el adenocarcinoma bien dife-
renciado con 56,52% y los adenocarcinomas
pobremente diferenciados con 17,39%,
mientras que en los pacientes que tenían la
mutación del oncogén K-ras fueron los ade-

nocarcinomas bien diferenciados y los carci-
nomas mucinosos con 57,14% y 28,57% res-
pectivamente (Tabla I).

Al comparar el estado K-ras con el es-
tadío clínico del cáncer se evidenció que el
52,17% de los pacientes sin la mutación es-
taban ubicados en estadío B2 y 30,43% en
el C2, mientras que los pacientes con la
mutación se ubicaron 57,14% en estadío C2
y 42,86% en estadío B2 (Tabla II).

Para realizar adecuadamente el análi-
sis estadístico, los pacientes fueron clasifi-
cados en dos grupos según el estadío clíni-
co de Dukes: estadíos tempranos (A y B) y
estadíos avanzados (C y D) y se distribuye-
ron de acuerdo al estado K-ras, evidencián-
dose que el 69,56% de los pacientes que no
presentaban la mutación se ubicaban en es-
tadíos clínicos tempranos, mientras que el
57,14% de los que presentaban la mutación
en cualquiera de los codones, se encontra-
ban en estadíos clínicos avanzados; sin em-
bargo, estas diferencias no fueron estadísti-
camente significativas (p = 0,334).

La Fig. 1 muestra los casos 06, 15 y
34,con bandas de 103, y 86 pb indicando
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TABLA I
DISTRIBUCIÓN DE LOS TUMORES COLO-RECTALES SEGÚN EL TIPO HISTOLÓGICO Y EL ESTADO

K-ras (AÑOS 1999-2006)

Tipo
histológico

Estado K-ras

No mutados Mutados

N (%) Der Izq N (%) Der Izq

Adenocarcinoma
bien diferenciado

26 56,52 6 20 8 57,14 1 7

Adenocarcinoma
moderadamente
diferenciado

4 8,69 2 2 2 14,28 0 2

Adenocarcinoma
pobremente
diferenciado

8 17,39 5 3 0 0 0 0

Carcinoma
mucinoso

8 17,39 6 2 4 28,57 2 2

Total 46 100 19 27 14 100 3 11
% Mutación colon izquierdo: 78,57%. No mutados colon izquierdo: 58,70%. P = 0,263.



mutación de tipo heterocigoto, en el codon
12, mientras que en la muestra 15 a su vez
se observa una banda de 71 pb que indica
mutación en el codón 13.

DISCUSIÓN

La identificación de factores pronósti-
co de los tumores malignos, ha constituido
uno de los propósitos más importantes a los
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TABLA II
DISTRIBUCIÓN DE LOS TUMORES COLO-RECTALES SEGÚN EL ESTADÍO CLÍNICO DE DUKES

Y EL ESTADO K-RAS (AÑOS 1999-2006)

Estado Clínico
(DUKES)

Estado K-ras-2

No Mutado % Mutado %

A 0 0 0 0

B1 8 17,39 0 0

B2 24 52,17 6 42,86

C1 0 0 0 0

C2 14 30,43 8 57,14

D 0 0 0 0

Total 46 100% 14 100%

MPM 06 15 34 42 56 60 c/sd

220

180

110

86

71

103

Los casos 06, 15 y 34, con bandas de 103, y 86 pb indicando mutación en el codón 12 de tipo heterocigota (Enzima BstNI). La muestra 15,

a su vez, presenta una banda de 71 pb indicando mutación en el codón 13 (Enzima HAE III).

MPM: Marcador de peso molecular. c/sd: control sin digerir.

Fig. 1. Diagnóstico molecular de mutaciones K-ras en los codones 12 y 13.



cuales se han dirigido la mayor parte de las
investigaciones en los últimos años, aspec-
tos como la edad, sexo, tipo histológico,
grado de infiltración y edad de aparición ha
sido objeto de profundos análisis. La defini-
ción de las alteraciones genéticas asociadas
con las neoplasias se ha utilizado como he-
rramienta en la evaluación del pronóstico
de los tumores.

El oncogén K-ras ha sido asociado con
el desarrollo del cáncer de colon y constitu-
ye uno de los eventos tempranos que suce-
den en la secuencia adenoma-carcinoma y
su identificación permite tener un indica-
dor temprano de malignidad. Esto ha lleva-
do a los investigadores a nivel mundial a
emplear técnicas que permiten la identifi-
cación temprana de esta mutación en
muestras biológicas que son más accesibles
para su análisis (15).

En cuanto a la distribución por sexo se
observó que no hubo diferencias, lo cual
coincide con lo observado por Senagore y
col. (13). El grupo de edad más afectado se
ubicó entre los 50 y 59 años, esto contrasta
con los resultados reportados por Cotram y
col (14), que lo ubicaron entre los 60 y 69
años, esta diferencia puede deberse al ta-
maño de la muestra y a la localización ana-
tómica de los tumores estudiados, aunque
no pueden descartarse otros factores como
la influencia de la dieta y los hábitos como
el alcohol y el tabaco en el adelanto de la
edad de aparición.

Al considerar la clasificación histoló-
gica, el 34/60 (56,67%) eran adenocarci-
nomas bien diferenciados, porcentaje ma-
yor a los mostrados por Senagore y col.
(15%) (13), estos tumores independiente-
mente de otros factores se consideran de
buen pronóstico. En cuanto a la localiza-
ción anatómica hubo un predominio de los
tumores de colon y recto localizados en el
colon izquierdo con 63,33%, resultados si-
milares a los obtenidos por Martínez-Garza
y col. (16), pero que contrastan con los ha-

llados por Bleeker y col. (17) y Rosai y col.
(2) quienes encontraron una mayor fre-
cuencia en el colon derecho. Esto ubica a
la muestra investigada, al menos desde el
punto de vista topográfico, relacionada
con la población del Noreste de México.
Los tumores de colon izquierdo son por lo
general, más agresivos y de aparición más
temprana, lo que podría explicar la discre-
pancia en la edad de aparición del tumor, al
compararla con los estudios de autores nor-
teamericanos.

El porcentaje de mutaciones del onco-
gén K-ras observado fue del 23,33% de los
tumores colo-rectales evaluados, estos re-
sultados son menores a los reportados por
Bos y col. (40,7%) (6), Capella y col.
(40,1%) (18), Benhattar y col. (71%)(7),
Finkelstein y col. (35%)(10), pero similares
a lo hallado por Martínez-Garza y col. (38%)
(16), y Wu y col. (19), quienes encontraron
un 26%. Estás discrepancias son debidas
quizás, a diferencias étnicas, como fue enu-
merado por Neuhausen y col. (20), o varia-
ciones en la metodología de estudio. Re-
cientemente se han incluido en el mercado,
estuches para la identificación de mutacio-
nes en los codones 12 y 13 del oncogén
K-ras para lo cual se utiliza un secuencia-
dor de alta eficiencia, como fue señalado
por Amado R y col. (21). Los criterios de in-
clusión en el estudio, como en el caso de
Benhattar y col. (7), que incluyen en su in-
vestigación sólo pólipos vellosos o tubulove-
llosos, excluyendo los adenomas tubulares.
Estos datos sugieren que epidemiológica y
étnicamente existen semejanzas entre la
población estudiada en esta investigación y
la del Noreste de México.

Al comparar el grupo de pacientes se-
gún el tipo histológico y el estado K-ras es
notable que entre los no mutados el 17,39%
sean carcinomas mucinosos, comparados
con 28,57% en los mutados. Los carcinomas
mucinosos son histológicamente más agre-
sivos que el resto de los adenocarcinomas
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de colon y recto, lo que se explica por su
mayor frecuencia de mutaciones. Al anali-
zar la distribución anatómica y el estado
K-ras hubo un predominio del hemicolon iz-
quierdo tanto en los pacientes que presen-
tan la mutación (78,57%) como en aquellos
que no la presentan (58,70%), sin encon-
trarse diferencias estadísticamente signifi-
cativas entre ambos grupos, resultados si-
milares a los reportados por Martínez-Garza
y col. (16), mientras Benhattar y col. (7),
reportaron un predominio de mutaciones
en el colon izquierdo lo cual fue significati-
vo estadísticamente.

Se compararon los grupos de pacientes
cuyos tumores presentaban mutación del
oncogén K-ras con los que no lo presenta-
ban, utilizando como parámetro de compa-
ración al estadío clínico, ubicándose a los
pacientes en estadíos Dukes A y B, como es-
tadíos tempranos y Dukes B y C, como esta-
díos avanzados. El 30,43% de los pacientes
cuyos tumores no presentaban mutación
del oncogén K-ras, se ubicaba en estadíos
avanzados de la enfermedad comparados
con 57,14% en aquellos pacientes que pre-
sentaban algún tipo de mutación, estos re-
sultados aunque estadísticamente no signi-
ficativos son notablemente similares a los
reportados por Benhattar y col. (7), 26% de
los tumores sin mutaciones K-ras, se en-
cuentran en estadíos avanzados del cáncer y
presentan recurrencia del tumor posterior
a cirugía, comparado con 57% en los que
son positivos para mutaciones del oncogén,
resultados estos que fueron estadísticamen-
te significativos, esto permite utilizar la
identificación de las mutaciones del onco-
gén K-ras como factor pronóstico indepen-
diente, como fue previamente propuesto
por Pajkos y col. (22), Cerottini y col. (10)
y Benhattar y col. (7). Más recientemente,
las mutaciones en este gen han sido relacio-
nadas con resistencia a la acción de medi-
camentos utilizados en esta enfermedad
(11, 23).

Lograr establecer la presencia de mu-
taciones K-ras es especialmente importante
en los carcinomas colo-rectales con estadío
clínico B de Dukes. En este caso, los tumo-
res investigados que resulten negativos para
la mutación, podrían ser tratados sólo con
cirugía, mientras que en los casos que pre-
senten mutaciones K-ras la quimioterapia o
quimioradioterapia adyuvante a la cirugía
estarían justificadas.

En conclusión, este estudio, el primero
realizado en epidemiología molecular del
carcinoma de colon y recto en Venezuela,
proporciona nuevos argumentos que dan
soporte a la hipótesis que el oncogén K-ras

mutado contribuye a la progresión del tu-
mor y en conjunción con otras investigacio-
nes provee evidencia que asocia la activa-
ción mutacional K-ras con estadíos tempra-
nos de la tumorigénesis colo-rectal, estadío
precoz de la secuencia adenoma-carcinoma.
Por otro lado, esta investigación relaciona
las mutaciones del oncogén K-ras, con el
tiempo de sobrevida y la asocia con otros
parámetros clínicos e histopatológicos tales
como edad, estadío clínico, tipo histológi-
co, grado de diferenciación tumoral y loca-
lización del tumor primario y logra eviden-
ciar su importancia como factor pronóstico
independiente. Es importante señalar la
aparición de medicamentos creados contra
receptores de factores de crecimiento epi-
dérmico (EGFR), donde la presencia de mu-
tación K-ras ha sido asociada a resistencia a
esta droga (23-25).
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