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RESUMEN

El carcinoma colorrectal representala patologia oncolégica
de mayor frecuencia dentro del tracto gastrointestinal. Es
la segunda causa de muerte por patologia oncolégica a
nivel mundial. La mutacién de los genes KRAS y NRAS
se reporta en algunas series de casos hasta en un 50 % de
los pacientes con carcinoma colorrectal metastdsico; sin
embargo, hasta la fecha no ha sido demostrada el valor
prondstico de este hallazgo. OBJETIVO: Determinar la
frecuencia de la mutacion de los genes KRAS y NRAS en
pacientes con cancer de colon metastdsico oenrecaiday sus
probables implicaciones en la supervivencia. METODO:
Estudio retrospectivo de cohorte analitico, unicéntrico.
RESULTADOS: La frecuencia de la mutacién en nuestro
estudio fue de 13,15 % para el gen KRAS y de 2,6 % para
el gen NRAS. Se realiza andlisis por método de Kaplan
Meier sin obtener diferencias estadisticamente significativas
en términos de supervivencia global entre pacientes wild
typey pacientes mutados. CONCLUSIONES: En nuestra
experiencia,la frecuenciadelamutaciéondelos genes KRAS
y NRAS en este grupo de pacientes, es menor a lo sefialado
en la literatura en poblaciones europeas y norteamericanas.
No pudimos demostrar relacién entre la mutacién de los
genes estudiados con la supervivencia global.
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SUMMARY

The colorectal cancer represents the most frequent oncologic
disease in the gastrointestinal tract neoplasm. It was the
second cause of death from cancer in the worldwide. The
mutation of KRAS and NRAS genes is reported in more of
50 % of patients with metastatic colorectal cancer in some
series; however, it has not be demonstrated the prognosis
value of this feature. OBJECTIVE: To determine the
frequency of the mutation of KRAS and NRAS genes in
the patients with metastatic or relapsing colorectal cancer
and the probably implications of this issue in the overall
survival. METHOD: A retrospective trial of analytic
cohort was made for us. RESULTS: The frequency of the
mutations in our experience is 13.15 % for the KRAS gene
and 2.6 % for the NRAS gene. We realized analysis with
the Kaplan Meier method for the overall survival and wasn’t
statically significates between the wild type patients versus
the mutated ones. CONCLUSIONS: In ourexperience, the
frequency of the KRAS and the NRAS gene mutation in these
patients, is less than the one reported in the bibliography
for European and the American populations. We could not
demonstrate any relationship between overall survival and
the mutational status of the genes in study.
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INTRODUCCION

eacuerdo conlos datos estadisticos
de The American Cancer
Society (V, el cancer colorrectal
(CCR) representa el cancer més
frecuente dentro de las neoplasias
del tracto digestivo. Es ademads, el tercer
cancer mas frecuente y afecta tanto a hombres
como a mujeres, con un riesgo de por vida de
desarrollar laenfermedad,de 1/21 (4,7 %)y 1/27
(4.4 %) respectivamente. De igual manera, la
mortalidad a causa de este cancer, se ubica en la
segunda causa mads frecuente, cuando los datos
se analizan globalmente. Datos similares en
cuanto a incidencia se reportan en la estadistica
Europea @; no obstante cabe acotar que la
mortalidad en hombres es mayor que en mujeres,
reportdndose de 11 a32/100 000 muertes anuales
en la poblacién masculina y de 7 a 16/100 000
muertes anuales en la poblacién femenina.
Se estima que para el 2016, se diagnosticaran
95 270 nuevos casos de cancer de colony 39 220
nuevos casos de cancer de recto. La mortalidad
esperadaes de 49 190 muertes (V. En Venezuela,
son pocos los datos estadisticos, no obstante, de
acuerdo al ultimo reporte del Ministerio del Poder
Popular para la Salud, la patologia neoplasica de
colon y recto ocupa el quinto lugar en frecuencia
de muerte por cancer ©. Estos datos concuerdan
claramente con una disminuciondelaincidencia,
derivada de los programas de pesquisa, cambios
en habitos dietéticos,implementacion de ejercicio
en el dia a dia, asi como en la disminucion de
hébitos carcinogénicos como el tabaquismo.
Asicomolaincidencia,lamortalidad también
haexperimentado un importante descenso desde
1980 y 1990 @, esto relacionado al empleo de
combinacién de regimenes de quimioterapia
basados en fluoruracilo,oxaliplatino e irinotecan.
Mais recientemente se ha experimentado una
duplicacién en cuanto a la supervivencia de los
pacientes con CCR enrelacién alaidentificacién

de caracteristicas moleculares en el desarrollo de
la enfermedad, que se dibujan en la actualidad
como factores predictivos de respuesta clinica
a tratamiento dirigido.

Ras es una familia de oncogenes que incluye
KRAS, NRAS y HRAS. En el CCR las
mutaciones se localizan sobre todo en el exén 2
(codones 12,13) de KRAS (entorno al 40 % delos
pacientes) y menos frecuentemente, y de forma
excluyente, en los exones 3 (codones 59,61) y
4 (codones 117,146) de KRAS. En cuanto a
NRAS, las mutaciones se han determinado en
los exones 2 y 3 y en menor medida 4; ademas
en estrecha relacion con 10 % de los pacientes
que tienen KRAS Ex6n 2 no mutado ¢,

El valor de las mutaciones de KRAS y
NRAS, como factor prondstico o predictivo, se
ha analizado en los pacientes con CCR tanto en
la situacién adyuvante como en la enfermedad
avanzada. La incidencia de mutaciones de los
genes KRAS yNRAS enel CCR se sitiacercana
al 50 %. Estudios recientes no indican valor
prondstico de mutaciones de KRAS-NRAS en
los estadios Il y III de CCR; mientras que en la
enfermedad metastdsica es controversial. Por
otra parte, el valor de las mutaciones de KRAS-
NRAS, como factor predictivo de respuesta a la
quimioterapia en el tratamiento adyuvante, es
muy limitado, caso contrario a lo que ocurre en
enfermedad metastésica.

Si bien la mayoria de las caracteristicas del
CCR que se conocen actualmente, surgen de
estudios realizados en poblaciones de Europa y
de EE.UU, un ndmero muy pequeiio de estudios
han reportado la frecuencia de mutaciones en
pacientes con CCR en América Latina. El
estudio de Ciardello y col. ?; en pacientes con
diagnodsticode CCR, que incluyd paises de Centro
y Suramérica como Argentina, Brasil, México
y Venezuela, reportandose una frecuencia de
mutaciones en el gen KRAS de 36 %, similar a
la frecuencia reportada en Europa (40 %), pero
superior a la de Asia (22 %). Particularmente,
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Venezuela se perfila con una alta tasa de gen
KRAS salvaje (77 %) ©.
Apesardelarelevanciadel estudio molecular
del CCR, tanto como factor prondstico y
predictivo de respuesta a tratamiento, no existe
informacién publicada en nuestro medio, que
permita la caracterizacién de la poblacién
venezolana a gran escala. De tal manera, se
desconoce no solo la frecuencia, sino también
el tipo de mutaciones presentes en nuestra
poblacién,lo que no permite establecer patrones
de comportamiento de la enfermedad y en este
sentido su prevencion. Por tal motivo, es interés
de los autores determinar la frecuencia de las
mutaciones del KRAS-NRAS en pacientes con
diagnéstico de CCR metastdsico oenrecaida,asi
como las implicaciones del estatus mutacional
en la supervivencia global de estos pacientes.

ANTECEDENTES

La familia de los genes RAS (HRAS, NRAS
y KRAS) es uno de los grupos de oncogenes
mas frecuentemente alterados en las neoplasias
humanas como: pulmén 30 %, colon 40 %,
pancreas 80 %, tiroides 55 %, entre los mas
frecuentes.

En una observacion retrospectiva realizada
por Karapetis y col. ® se observé que de
394 pacientes estudiados, el 42 % portaban
mutaciones del gen KRAS, especificamente a
nivel del ex6n 2. Asimismo, la efectividad de la
adicion de cetuximab estaba intimamente ligada
alamutaciéon del KRAS (P=0,01y P<0,001 para
la interaccion de la mutacién con la sobrevida
global y con la sobrevida libre de progresién
especificamente). Concluyeron asi, que la
evaluacién del estado mutaciones del gen KRAS
esnecesario en pacientes con CCR, para asegurar
un tratamiento adecuado, identificando aquellos
pacientes no respondedores al tratamiento anti-
EGFR.

De tal manera, y de acuerdo a data
internacional, en la actualidad se afirma que
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aproximadamente el 30 %-50 % de los tumores
colorrectales cuentan con al menos un exén del
gen KRAS mutado; esto indicaque hastaun 50 %
de los pacientes con CCR podria responder a la
terapia con anticuerpos anti-receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Sin embargo,
el 40 %-60 % de los pacientes con KRAS salvaje
(Wild Type) (WT), no responden a tal terapia,
y en ese contexto existe la sospecha de que se
encuentrainvolucradalamutaciéndel gen BRAF,
que suele estar presente en un 5 %-10 % de estos
tumores y que conlleva por tanto, a alteracién
de la respuesta a terapia blanco ©.

En el mismo orden de ideas, observaciones
hechas por dos metandlisis %!V concluyen que
la adicién de anticuerpos monoclonales anti
EGFR en pacientes con KRAS WT mejoré
de manera significativa la tasa de respuesta
objetiva, asi como una mejoria estadisticamente
significativa en la sobrevida libre de progresion
y en la sobrevida global, tanto en pacientes de
primera linea, como en segunda y tercera linea,
sobre todo en aquellos pacientes que recibieron
tratamiento con esquemas infusionales de
5-Fluouracilo. Sin embargo, en cuanto al valor
prondstico de KRAS, pese a que existen algunos
estudios que han demostrado que algunos tipos
especificos de mutacién de KRAS tienen relacién
con la sobrevida, como la mutacién G12V, la
que se asociaria a un prondstico mas adverso
de la enfermedad en relacién a otros tipos de
mutaciones ?, no se ha consensuado que los
pacientes portadores de mutaciones activantes
en el gen KRAS presenten una sobrevida global
(SG)y sobrevida libre de enfermedad (SLE)
mayor o menor respecto a aquellos pacientes
que no portan dichas mutaciones ¥,

En Venezuela, segun el estudio de Estrada
y col. U¥; realizado en la ciudad de Maracaibo,
se encontraron mutaciones en los codones 12
y 13 del oncogén KRAS en el 23,33 % de los
pacientes. De estos 28,57 % en el codén 12, en
el codén 13 se encontré un 57,14 % y 14,29 %
para ambos codones.
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METODO

Estudio retrospectivo de cohorte analitico.
Se analizaron todas las historias de los pacientes
con ADC de colon metastédsico o en recaida del
Departamento de Historias Médicas, durante los
afios 2009 - 2015. De un total de 239 pacientes
en el espacio de tiempo descrito, se identificaron
38 pacientes alos que se les realizé determinacion
del estatus mutacional KRAS y NRAS, todas las
cudles fueron incluidas en el estudio.

La evaluacion molecular de los genes KRAS
y NRAS serealizé através del siguiente método:
evaluamos los exones 2 (codones 12 y 13) y
3 (codén 61) para el gen KRAS y el ex6n 2
(codones 12 y 13), exén 3 (codones 59 y 61)
y ex6n 4 (codones 117 y 146) del gen NRAS.
Todos los exones requeridos para cada prueba
genéticason amplificados por PCR con cebadores
de secuencia especifica y posteriormente
secuenciados por electroforesis capilar con el
kit: BigDye 3.1 (Applied Biosystems). Equipo:
ABI9700 Thermocycler (Applied Biosystems)
en el Genetic Analyzer Sequencer ABI310 de
Applied Biosystems®. El software de anilisis
utilizado es: Sequencing Analysis 5.2y SeqScape
v2.5.

Serevisaron239historiasconlascaracteristicas
previamente sefialadas; obteniéndose un total
de 38 pacientes para incluir en el estudio. Se
registraron datos demograficos, histolégicos y
moleculares de dichos pacientes.

Se realiz6 un formato de recoleccién de datos
parael andlisis de cada historia clinica. todos los
datos fueron registrados en el programa Excel
de Microsoft Office 2014®- Se presentaron los
datos en Figuras. Se realizaron céalculos de
mediay desviaciones estandar. Los datos fueron
representados en valores absolutos y/o valores
relativos segin cada caso. La SG se calculo
a través del método de Kaplan Meier. Para el
andlisis de significancia estadistica se emple6
el método de %2, para un intervalo de confianza
de 95 % y 1 grado de libertad, con un a = 3,84.

RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 38 pacientes con
ADC de colon metastdsico o en recaida, con
evaluacién molecular los genes KRAS y NRAS,
durante los afios 2009- 2015.

La edad media de los pacientes en el estudio
fue de 54,6 afios de edad; siendo de 54,9 afnos
para el sexo femenino y 54,38 para el sexo
masculino. Ladistribucién por sexo con un total
de 20 mujeres y 18 hombres.

La Figura 1 y 2 representan la distribucién
de pacientes con anélisis molecular de KRAS
y NRAS segin estadificacion inicial y segin
recaida o enfermedad metastdsica. En cuanto
a la estadificacion inicial, 9 pacientes fueron
estadio II, 11 estadios Il y 18 pacientes estadio
IV. Por su parte, hubo un total de 20 pacientes en
recaiday 18 pacientes metastdsicos al momento
del diagnéstico (estadio IV).

Se registraron 5 pacientes con mutacién del
gen KRAS, todas presentaron dicha mutacion
en el codon 12 del exén 2. Solo se registré 1
paciente con mutacién en el codén 117 del exén
4 del gen NRAS (Figura 3). La presencia de
mutaciones de los genes KRAS o NRAS fue

STII ST III STIV
Figura 1. Distribucion por estadios de los pacientes

con ADC de colon con analisis molecular de KRAS
y NRAS. Afios 2009-2015.
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Recaida Metastésico

Figura 2. Distribucién por recaida o enfermedad
metastasica de los pacientes con ADC de colon con
analisis molecular de KRAS y NRAS. Afios 2009-
2015.

mas frecuente en pacientes con estadio IV, con
un total de 5 pacientes mutados; mientras que,
solo 1 paciente con estadio Il fue detectado con
mutacién del gen KRAS (Figura 4).

En cuanto a la mortalidad y su relacién con el
estatus mutacional de los genes KRAS y NRAS,
estd representado en la Figura 5. Se registran
11 pacientes vivos y 21 fallecidos con KRAS
o NRAS WT; mientras que, 3 pacientes con
mutaciones detectadas estdn vivos y 3 fallecidos.

MUTADO

BKRAS mNRAS

Figura 3. Frecuencia de lamutaciéon KRAS o NRAS
en pacientes con ADC de colon metastasico o en
recaida. Anos 2009-2015.
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STII ST III STIV
BKRAS- NRAS WT @ KRAS- NRAS MUTADO

Figura4. Distribucién del estatus mutacional KRAS
o NRAS en pacientes con ADC de colon seguin
estadificacién. Afios 2009-2015.

Asimismo, se relacioné la SG segtn el estatus
mutacional para los genes en estudio. Se realiza
una figura de Kaplan Meier donde ambas curvas
se superponen. Las medias de SG distintas parael
grupo WT (28,84 meses) y el grupo de pacientes
con mutaciones detectadas (17,83 meses); sin
embargo,estadiferenciano fue estadisticamente
significativa, con un valor de X? = 0,1966 para
un IC de 9 5% y un a = 3,84.

25

20

Vivo Fallecido

B KRAS-NRAS WT B KRAS- NRAS MUTADO

Figura 5. Mortalidad en valores absolutos segiin
el estatus mutacional KRAS y NRAS en pacientes
con ADC de colon metastdsico o en recaida. Afos
2009- 2015.
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Figura 6. Kaplan Meier SGal en pacientes con ADC
de colon metastdsico o en recaida segin el estatus
mutacional KRAS y NRAS. Afios 2009-2015.

DISCUSION

En nuestra experiencia, los datos obtenidos
en cuanto a la frecuencia de mutaciones KRAS
/ NRAS no se comparan con la bibliografia
revisada. En nuestro estudio, de un total de 38
pacientes incluidos, 32 pacientes resultaron WT'
y se registraron 5 mutaciones KRAS (todas las
mutaciones en el codon 12 del exon 2); lo cual
representa en valores relativos un 84,21 % de
pacientes WT; con 13,15 % de mutacién en el
gen KRAS y s6lo 2,6 % de mutaciones del gen
NRAS.

La bibliografia revisada, sefiala frecuencia
de mutaciones que del 40 % ®, 50 % © para la
familiaRAS. Porotrolado,estudios realizados en
Venezuela,sefialan una frecuencia de lamutacion
en 23,33 % ¥; este hecho es comparable con
lo obtenido en nuestros estudios, aun cuando
nuestra experiencia sefiala un indice menor
de mutaciones de la familia RAS. Hasta la
fecha no encontramos reporte de frecuencia
de la mutacion para el gen NRAS en nuestra
poblacidn, sefialando que en nuestra experiencia,

la mutacién de dicho gen tiene una frecuencia
baja, de apenas 2,6 %.

Por otro lado, se traté de vincular la relacién
entre los pacientes con estatus mutacional WT'
y los pacientes con mutaciones en los genes
KRAS o NRAS y la SG, en fin de caracterizar
dicha mutacién con pronéstico en este grupo de
pacientes. En nuestra experiencia, la presencia
de la mutacién no tiene valor prondstico en
este grupo de pacientes, analizado a través del
método de Kaplan Meier se obtiene curvas de
comportamiento similar, con un valor de %2
de 0,1966, sin significancia estadistica. Esto a
pesar de ladiferencia en los valores de SG media
para ambos grupos, donde fue de 28,84 meses
para los WT vs. 17,83 meses para los mutados;
sin embargo, se requieren estudios con mayor
poblacién y mayor tiempo de seguimiento para
determinar el valor prondstico de la mutacién
de los genes KRAS o NRAS. La bibliografia
consultada revela datos similares, donde a pesar
de haber un valor predictivo para tratamiento
en cuanto al estatus mutacional de los genes
mencionados,no existen datos concluyentes para
su valor como factor pronéstico (01113,

En nuestra experiencia, pareciera que la
frecuenciade las mutaciones de los genes KRAS
y NRAS en nuestra poblaciéon es menor a lo
reportado en laliteraturade poblaciones Europeas
y Norteamericanas; sin embargo, se requieren
estudios con mayor cantidad de poblacién y
de preferencia multicéntrico para concluir este
hallazgo. Hastalafechano se hademostrado que
lapresencia de mutaciones en los genes KRAS y
NRAS tenga valor prondstico en estos pacientes.
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