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Resumen. Las mutaciones en el oncogén K-ras son comunes en cancer
colo-rectal, afectan el comportamiento biol6gico y podrian influir en la sus-
ceptibilidad terapéutica en estos tumores. El objetivo de este trabajo fue iden-
tificar los tipos de mutacion K-ras observados en pacientes referidos con can-
cer colo-rectal y relacionarlos con el grado de diferenciacion histolégica y con
el estadio clinico. Se obtuvo ADN gendémico tanto de tejido tumoral incluido
en parafina, como de tejido fresco. Se amplifico el gen K-ras a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) y se digirieron los fragmentos am-
plificados con enzimas de restriccion, por dltimo se obtuvieron datos clinicos
e histopatologicos de las historias clinicas. 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 codon 12, en el codon 13 se encontrd un 57,14% y 14,29% para
ambos codones. Fueron mas frecuentes en el hemicolon izquierdo con 78,57%
y segun la clasificacion histologica 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 clasificacion de Dukes™. El
analisis molecular del oncogén K-ras permitié evidenciar mutaciones que sir-
ven como parametro diagnostico y prondstico 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 mutaciéon
mas frecuente, que en nuestro medio fue la mutacion del codén 13 del gen
con mas 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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INTRODUCCION

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

bre la composicién quimica del liquido in-
traluminal (2-3). El cédncer 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 habito intestinal,
anemia resultante de pérdida sanguinea
cronica y dolor abdominal vago. La obstruc-
cion intestinal es comin cuando el tumor
esta situado en el colon izquierdo; la perfo-
racién puede ocurrir en raras ocasiones.
Desafortunadamente, la apariciéon de
sintomas es con frecuencia indicativa de en-

Investigacion Clinica 50(1): 2009



Mutaciones del oncogen K-ras en cincer colorectal

57

fermedad avanzada; por esta razén 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-
tificacion de mutaciones en el oncogén
K-ras (3), La mayoria de las mutaciones
K-ras identificadas (85%) estd confinada a
los codones 12 y 13, el resto al codén 61 y
recientemente un estudio japonés demostro
la presencia de tres mutaciones en el codon
19 de este mismo gen (5). Las mutaciones
en los codones 12 y 13 estan asociadas a
mas del 50% de estos tumores. Las relacio-
nes entre el tipo de mutaciéon K-ras y el
pronostico del cancer de colon y recto han
sido investigadas intensamente (6-9). Ce-
rottini y col. reportaron una clasificacion
genotipica prondstica segun el tipo de mu-
tacion K-ras (10) La deteccion de estas mu-
taciones en estadios tempranos de la se-
cuencia adenoma-carcinoma, permite el se-
guimiento estricto de los pacientes; la de-
terminacion de la relacion de las mutacio-
nes con su prondstico es vital para estable-
cer la secuencia de eventos moleculares
que ocurren previos al desarrollo de carci-
noma (11). Recientemente se ha descrito la
relacion de actividad del gen K-ras con nue-
vas terapias que podrian ser especificas en
pacientes con que presentan cancer con ac-
tividad de K-ras (12).

El objetivo de este trabajo fue identifi-
car los tipos de mutacién K-ras observados
en los pacientes referidos con cdncer
colo-rectal y relacionarlo con el grado de di-
ferenciacion histoldgica y el estadio clinico.

MATERIALES Y METODOS

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 anos, de sexo masculino y
femenino, padres venezolanos, referidos de
los servicios de Gastroenterologia de los

hospitales puablicos o privados de la region,
con diagnéstico anatomopatologico de ade-
nocarcinomas de colon o recto. Se recopila-
ron de la historia clinica de estos pacientes
los datos epidemioldgicos, clinicos, y de la-
boratorio pertinentes y se registraron en
una ficha elaborada para tal fin. Se obtuvo
el consentimiento informado de todos los
pacientes. Asi 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 gendémi-
co mediante tratamiento con SDS, protei-
nasa K y extraccién con fenol-cloroformo,
descrito por Senagore y col. (13). En cuan-
to a las muestras de tejido incluido en para-
fina, se procedi6 a realizar cortes de 10um,
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 procedié luego a
la identificacion de las mutaciones en los
codones 12 y 13 mediante la utilizacién de
la técnica de RCP y enzimas de restriccion.
Para el codon 12 se empled la enzima BstNI
y para el codon 13 la enzima HAE III (15).
Se realiz6 al anilisis estadistico de los re-
sultados mediante prueba de X2, la cual se
consideré 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 afios.
En cuanto a la clasificacion histolégica
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-
tribucion de los tumores segiin su localiza-
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cion  anatémica, 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 codéon 12, 8/14
(57,14%) en el codon 13,y 2/14 (14,29%)
en ambos codones. El promedio de edad de
los pacientes sin mutaciones fue de 60,47
= 1,5 anos y el grupo etario mas afectado
fue el de 50 a 59 anos. Al analizar la distri-
bucion de los tumores de colon y recto se-
gun la localizacion anatéomica 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 histologicos mas frecuentes
en los pacientes que no presentaron la mu-
tacion, fueron el adenocarcinoma bien dife-
renciado con 56,52% y los adenocarcinomas
pobremente diferenciados con 17,39%,
mientras que en los pacientes que tenian la
mutacion 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-
tadio clinico del cancer se evidenci6 que el
52,17% de los pacientes sin la mutacion es-
taban ubicados en estadio B2 y 30,43% en
el C2, mientras que los pacientes con la
mutacion se ubicaron 57,14% en estadio C2
y 42,86% en estadio B2 (Tabla II).

Para realizar adecuadamente el anali-
sis estadistico, los pacientes fueron clasifi-
cados en dos grupos segiin el estadio clini-
co de Dukes: estadios tempranos (Ay B) y
estadios avanzados (C y D) y se distribuye-
ron de acuerdo al estado K-ras, evidencian-
dose que el 69,56% de los pacientes que no
presentaban la mutacion se ubicaban en es-
tadios clinicos tempranos, mientras que el
57,14% de los que presentaban la mutacién
en cualquiera de los codones, se encontra-
ban en estadios clinicos avanzados; sin em-
bargo, estas diferencias no fueron estadisti-
camente significativas (p = 0,334).

La Fig. 1 muestra los casos 06, 15 y
34,con bandas de 103, y 86 pb indicando

TABLA I
DISTRIBUCION DE LOS TUMORES COLO-RECTALES SEGUN EL TIPO HISTOLOGICO Y EL ESTADO
Kras (ANOS 1999-2006)

Tipo Estado K-ras
histolégico No mutados Mutados
N (%) Der Izq N (%) Der Izq
Adenocarcinoma 26 56,52 6 20 8 57,14 1 7
bien diferenciado
Adenocarcinoma 4 8,69 2 2 2 14,28 0 2
moderadamente
diferenciado
Adenocarcinoma 8 17,39 5 3 0 0 0 0
pobremente
diferenciado
Carcinoma 8 17,39 6 2 4 28,57 2 2
mucinoso
Total 46 100 19 27 14 100 3 11

% Mutacion colon izquierdo: 78,57%. No mutados colon izquierdo: 58,70%. P = 0,263.
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TABLA II
DISTRIBUCION DE LOS TUMORES COLO-RECTALES SEGUN EL ESTADIO CLINICO DE DUKES
Y EL ESTADO K-RAS (ANOS 1999-2006)

Estado Clinico

Estado K-ras-2

(DUKES) No Mutado % Mutado %
A 0 0 0 0
B1 8 17,39 0 0
B2 24 52,17 6 42,86
1 0 0 0 0
a2 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
110 103
86
71

Los casos 06, 15y 34, con bandas de 103, y 86 pb indicando mutacién en el codén 12 de tipo heterocigota (Enzima BstNI). La muestra 15,
a su vez, presenta una banda de 71 pb indicando mutacion en el codon 13 (Enzima HAE I1I).

MPM: Marcador de peso molecular.

c/sd: control sin digerir.

Fig. 1. Diagn6stico molecular de mutaciones K-ras en los codones 12 y 13.

mutacién 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
mutacion en el codon 13.

DISCUSION

La identificacion de factores prondsti-
co de los tumores malignos, ha constituido
uno de los propdsitos mas importantes a los
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cuales se han dirigido la mayor parte de las
investigaciones en los dltimos anos, aspec-
tos como la edad, sexo, tipo histolégico,
grado de infiltracion y edad de aparicion ha
sido objeto de profundos analisis. La defini-
cion de las alteraciones genéticas asociadas
con las neoplasias se ha utilizado como he-
rramienta en la evaluacion del prondstico
de los tumores.

El oncogén K-ras ha sido asociado con
el desarrollo del cancer de colon y constitu-
ye uno de los eventos tempranos que suce-
den en la secuencia adenoma-carcinoma y
su identificacion 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-
cacién temprana de esta mutaciéon en
muestras biolégicas que son mas accesibles
para su analisis (15).

En cuanto a la distribucién por sexo se
observé que no hubo diferencias, lo cual
coincide con lo observado por Senagore y
col. (13). El grupo de edad mas afectado se
ubicé entre los 50 y 59 anos, esto contrasta
con los resultados reportados por Cotram y
col (14), que lo ubicaron entre los 60 y 69
afos, esta diferencia puede deberse al ta-
maifio de la muestra y a la localizacion ana-
témica de los tumores estudiados, aunque
no pueden descartarse otros factores como
la influencia de la dieta y los habitos como
el alcohol y el tabaco en ¢l adelanto de la
edad de aparicioén.

Al considerar la clasificacion histol6-
gica, el 34/60 (56,67%) cran 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 pronéstico. En cuanto a la localiza-
cién anatémica 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 Martinez-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 topografico, relacionada
con la poblacion del Noreste de México.
Los tumores de colon izquierdo son por lo
general, mas agresivos y de aparicion mas
temprana, lo que podria explicar la discre-
pancia en la edad de aparicién 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 Martinez-Garza y col. (38%)
(16), y Wu y col. (19), quienes encontraron
un 26%. Estis discrepancias son debidas
quizas, a diferencias étnicas, como fue enu-
merado por Neuhausen y col. (20), o varia-
ciones en la metodologia de estudio. Re-
cientemente se han incluido en el mercado,
estuches para la identificacion 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 senalado
por Amado Ry col. (21). Los criterios de in-
clusion en el estudio, como en el caso de
Benhattar y col. (7), que incluyen en su in-
vestigacion solo pélipos vellosos o tubulove-
llosos, excluyendo los adenomas tubulares.
Estos datos sugieren que epidemioldgica y
étnicamente existen semejanzas entre la
poblacion estudiada en esta investigacion y
la del Noreste de México.

Al comparar el grupo de pacientes se-
gun el tipo histolégico 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 histolégicamente mas 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 distribucion anatémica y el estado
K-ras hubo un predominio del hemicolon iz-
quierdo tanto en los pacientes que presen-
tan la mutacion (78,57%) como en aquellos
que no la presentan (58,70%), sin encon-
trarse diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ambos grupos, resultados si-
milares a los reportados por Martinez-Garza
y col. (16), mientras Benhattar y col. (7),
reportaron un predominio de mutaciones
en el colon izquierdo lo cual fue significati-
vo estadisticamente.

Se compararon los grupos de pacientes
cuyos tumores presentaban mutacién del
oncogén K-ras con los que no lo presenta-
ban, utilizando como parametro de compa-
racion al estadio clinico, ubicandose a los
pacientes en estadios Dukes A y B, como es-
tadios tempranos y Dukes B y C, como esta-
dios avanzados. El 30,43% de los pacientes
cuyos tumores no presentaban mutacion
del oncogén K-ras, se ubicaba en estadios
avanzados de la enfermedad comparados
con 57,14% en aquellos pacientes que pre-
sentaban algan tipo de mutacion, estos re-
sultados aunque estadisticamente 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 estadios avanzados del cancer y
presentan recurrencia del tumor posterior
a cirugia, comparado con 57% en los que
son positivos para mutaciones del oncogén,
resultados estos que fueron estadisticamen-
te significativos, esto permite utilizar la
identificacion de las mutaciones del onco-
gén K-ras como factor pronéstico indepen-
diente, como fue previamente propuesto
por Pajkos y col. (22), Cerottini y col. (10)
y Benhattar y col. (7). Mas recientemente,
las mutaciones en este gen han sido relacio-
nadas con resistencia a la accion 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 estadio
clinico B de Dukes. En este caso, los tumo-
res investigados que resulten negativos para
la mutacién, podrian ser tratados sélo con
cirugia, mientras que en los casos que pre-
senten mutaciones K-ras la quimioterapia o
quimioradioterapia adyuvante a la cirugia
estarian justificadas.

En conclusion, este estudio, el primero
realizado en epidemiologia molecular del
carcinoma de colon y recto en Venezuela,
proporciona nuevos argumentos que dan
soporte a la hipétesis que el oncogén K-ras
mutado contribuye a la progresion del tu-
mor y en conjuncion con otras investigacio-
nes provee evidencia que asocia la activa-
cién mutacional K-ras con estadios tempra-
nos de la tumorigénesis colo-rectal, estadio
precoz de la secuencia adenoma-carcinoma.
Por otro lado, esta investigacion relaciona
las mutaciones del oncogén K-ras, con el
tiempo de sobrevida y la asocia con otros
parametros clinicos e histopatoldgicos tales
como edad, estadio clinico, tipo histologi-
co, grado de diferenciacién tumoral y loca-
lizacion del tumor primario y logra eviden-
ciar su importancia como factor prondstico
independiente. Es importante sefalar la
aparicion de medicamentos creados contra
receptores de factores de crecimiento epi-
dérmico (EGFR), donde la presencia de mu-
tacion K-ras ha sido asociada a resistencia a
esta droga (23-25).
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