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RESUMEN

El conocimiento del gen Kirsten Rat Sarcoma Virus
(KRAS) ha llevado a comprender uno de los mecanismos
moleculares de sefalizacion involucrados en el cancer
colorrectal y a desarrollar terapias dirigidas contra esta
via. Exploramos las caracteristicas clinico patologicas y la
sobrevida de los pacientes con cancer colorrectal, en relacion
con el estado del KRAS.

Analizamos retrospectivamente 82 pacientes
con cancer colorrectal metastasico. Se recopilaron las
caracteristicas como edad al diagnéstico, sexo, histologia,
localizacion del tumor primario, sitio de metastasis, y la
sobrevida global en funcion del estado del gen KRAS. El
analisis de éste gen se realiz0 mediante extraccion de ADN
de biopsias en taco de parafina, luego se amplific6 mediante
PCR y se estudiaron los exones 2, 3 y 4 en laboratorios de
referencia.

Se incluyeron 82 pacientes de los cuales 45 (54,9%)
fueron hombres, la media para la edad acorde al sexo fue
de 59,8 afios para hombres y 52,3 afios para mujeres. Se
encontraron 36 (43,9%) mutaciones, la mayoria en el exén 2
97,2%).

La distribucion por subtipo histologico fue:
adenocarcinoma invasor 74 casos (92,68%), seguido de 6
casos (7,31%) de adenocarcinoma mucinoso y 2 (2,43%) de
adenocarcinoma de células en anillo de sello.

No se encontroé asociacion estadistica entre el estado
de KRAS con la edad, sexo, con el sitio de localizacion
primario y tampoco con la presencia de metastasis
pulmonares en ausencia de hepaticas. La supervivencia
global media fue de 32 meses con un seguimiento medio de
24 meses. No hubo diferencias significativas en sobrevida
global entre los pacientes con KRAS WT y KRAS mutados
(28.9 vs. 35.8 meses p=0.77), ni entre los pacientes con KRAS
WT tratados con quimioterapia y cetuximab vs los que no
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recibieron cetuximab (28,3 vs 30,4meses P=0,8).

Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia global entre los pacientes
con reseccion completa de las metastasis y quimioterapia
en comparacion con los pacientes que solo recibieron
quimioterapia. (48 meses vs 24.8, P=0.001).

En conclusion, no se encontraron asociaciones entre
las caracteristicas clinico-patolégicas y el estado del KRAS,
como asi tampoco hubo diferencia en la sobrevida asociada
a la mutacion de este gen ni al tratamiento con cetuximab;
lo que quizis estuvo condicionado por el escaso nimero
de pacientes. Por otro lado, se demostré que la reseccion
quirurgica completa de las metastasis en el cancer colorrectal
duplica la tasa de supervivencia global.
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ABSTRACT

The study of KRAS gene has led to the interpretation
of molecular signaling mechanisms related to colorectal
cancer and has helped to develop targeted therapies.

We explored the clinic pathological features and
the overall survival in patients with diagnosis of metastatic
colorectal cancer, and the relationship with mutation pattern
of KRAS. We analyzed the relationship between the KRAS
mutation status and the clinic pathological features and
the overall survival in patients with diagnosis of metastatic
colorectal cancer.

A retrospective analysis including patients
with metastatic colorectal cancer and known KRAS-
mutation status was performed. Age, sex, histology, tumor
localization, metastatic sites, treatment and overall survival
were evaluated in all patients. Gene study was performed
by PCR-DNA amplification of paraffin-embedded tissue.
Mutations exons 2, 3 and 4 were studied.

From a total of 82 patients included in the study,
45 (54,9%) of the patients were men. The mean male age
was 59.8 years; the mean female age was 52,3. Positivity for
KRAS mutation was detected in 36 patients (43,95%), most
of them related to exon 2.

The distribution according to subtype histopatology
was: invasive adenocarcinoma 74 (92,68%) cases,
mucinous adenocarcinoma 6 (7,31%) cases and signet ring
adenocarcinoma 2 (2,43%) cases.
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No relationship was found between KRAS mutation
status and age, sex or tumor localization nor the presence
of lung metastasis in the absence of hepatic metastasis. The
mean overall survival was 32 months.

There were no significant differences in the overall
survival between patients with KRAS-WT and KRAS-
mutated (28.9 vs 35.8 months p=0.77), neither between
KRAS-WT patients treated with chemotherapy and
cetuximab vs those who did not receive cetuximab (28.3 vs
30.4 months p=0.8). Finally, significant difference was found
in patients with complete metastasis resection compared
with the others (24.8 vs 48 months, p=0.001).

In conclusion, there was no evidence of association
between the clinic pathological features and the KRAS
mutation status, no differences in the overall survival related
to the mutations for this gene and in the treatment with
cetuximab. These results may be due to the small number of
patient analyzed. On the other hand, the benefits of complete
metastasis resection were found.
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INTRODUCCION

La incidencia esperada del cancer colorrectal para el
afio 2015 en Argentina, fue de 14295 nuevos casos segun lo es-
timado por la International Agency Research on Cancer (IARC),
siendo esta enfermedad la tercera causa de muerte por cancer en
nuestro pais (1).

En los tultimos afios se han descubierto nuevos genes
involucrados en la carcinogénesis y sus productos, permitiendo
de esta forma crear terapias dirigidas frente a blancos moleculares
con intento de combatir el cancer. El oncogen RAS es un
controlador de funciones celulares como proliferacion, apoptosis
y diferenciacion celular entre otras, por lo que su mutacion tiene
implicancias predictivas en neoplasias malignas de diferente
localizacion anatéomica, incluyendo al cancer colorrectal (2).

Analizamos las caracteristicas clinicas y patologicas
de los pacientes con cancer colorrectal metastasico de nuestra
institucion y su sobrevida de acuerdo al estado del KRAS.

MATERIALES Y METODOS

Estudio retrospectivo que incluyd 82 pacientes con
cancer colorrectal metastasico y estado de KRAS conocido,
entre el afio 2009 y 2015.

Se obtuvieron de sus historias clinicas las caracteristicas
como edad, sexo, localizacion anatomica, histologia y sitio de
metastasis. Ademads, se calculd la sobrevida global (SG) en
relacion al estado del Kirsten Rat Sarcoma Virus (KRAS), la
reseccion completa de las metastasis, y a la incorporacién de
cetuximab en el tratamiento de pacientes con KRAS no mutado
(WT: wilde type)

El material fue procesado en laboratorios de referencia
donde a partir de biopsias en parafina, se extrajo el ADN de
células tumorales y se amplificé mediante la técnica de reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) con primers especificos para
codones 12 y 13 (exdn 2), 59 y 61 (ex6n 3), 117 y 146 (exén
4). Posteriormente se purificaron, secuenciaron y analizaron los
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Tabla 1. Codones estudiados

Secuencias de KRAS- WT

Ex6n 2 Codon 12 GGT
Codon 13 GGC
Exo6n 3 Codon 59 CGA
Codén 61 CAA
Exon 4 Codon 117 AAA
Codon 146 GCA

productos de amplificacion (Tabla 1).

Para el analisis de variables no paramétricas y
paramétricas se utilizaron los test de Chi cuadrado y el t-test. La
valoracion de la SG se realiz6 mediante el método de curvas de
supervivencia de Kaplan- Meier.

RESULTADOS

De los 82 pacientes incluidos, 45 (54,9%) fueron
hombres y la media para la edad de acuerdo al sexo fue de 59,8
(52,9-66,7) afios y 52,3 (40-64,6) afios para hombres y mujeres
respectivamente.

Cincuenta (60,9%) pacientes tenian metastasis al
diagndstico y 32 las desarrollaron posteriormente.

En todos los pacientes se secuencié el exdn 2 (codones
12 y 13); mientras que los exones 3 (codones 59 y 61), y exén
4 (codones 117 y 146) se estudiaron solo en el 18,3 % de los
pacientes. Se encontr6 un total de 36 (43.9%) de KRAS mutados.

De estas 36 mutaciones las mas frecuentes fueron la del
exon 2 codon 12 (29), seguida por mutaciones concomitante del
codén 12y 13 (5), mutacion del codon 13 (2) y una sola mutacion
del exon 4 (80,56%, 13,88% y 5,55% respectivamente). Las
caracteristicas clinicas y patologicas se detallan en la Tabla 2.

Un total de 74 pacientes (92,68%) tuvieron histologia
de adenocarcinoma invasor, 6 (7,31%) de adenocarcinoma
mucinoso y 2 (2,43%) de adenocarcinoma en células en anillo
de sello.

No se encontr6 asociacion entre el estado del KRAS y
el subtipo histoldgico, la edad del paciente ni el sitio de localiza-
cion del tumor primario. No hubo asociacion con la presencia de
metastasis pulmonares en ausencia de metastasis hepaticas.

Los esquemas de tratamiento mas utilizados en primera
linea fueron combinaciones de fluoropirimidinas (capecitabina
o 5FU) con oxaliplatino (FOLFOX 51,2%, XELOX 18,3%) o
irinotecan (FOLFIRI 13,4%). Las fluoropirimidinas solas se
utilizaron en el 9,8% de los pacientes. Un 7,3% de los pacientes
recibieron quimioterapia de conversion con FOLFOXIRI.
Asociado a los esquemas anteriores se indico bevacizumab en
primera linea en el 22% de los pacientes.
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Tabla 2. Caracteristicas clinico-patologicas

Caracteristicas  Pacientes n (%) Mutado KRAS Valor de p
Wild Type
Total 82 36 46 NS
Hombres 45 (54,9) 22 23
Mujeres 37 (45,1) 14 23
Edad
<50 aflos 21 (25,6) 9 12 NS
>50 afos 61 (74,4) 27 34
<65 afos 63 (76,8) 29 34 NS
>65 afios 19 (23,2) 7 12
Localizacion
del primario
Colon derecho 14 (17,1) 4 9
Ciego 10 (12,2) 3 7
Ascendente 4(4,9) 1 3
Colon izquierdo
Descendente 57 (69,5) 32 25
Sigmoides 32 (39) 16 16
Uniodn recto 8(9,8) 5 3
sigmoidea
Colon transverso 11 (3,4) 4 7
Pacientes con 12 7 5 NS

metastasis pul-
monar sin ma-
tastasis hepatica

NS: valor de P no significativo.

De los 46 pacientes con KRAS-WT, 20 recibieron
cetuximab: 6 lo hicieron en Ira linea, 8 en 2da y 6 en 3ra linea.

El analisis de la sobrevida global media fue de 32,7
meses, y no se demostrd diferencia estadisticamente significativa
entre pacientes con KRAS-WT y pacientes con KRAS mutado
(28,9 meses vs. 35,8 meses p= 0.77) (Fig 1), tampoco hubo
diferencias entre los pacientes con KRAS-WT tratados con
cetuximab (28,3 meses) en comparaciéon con los que no lo
hicieron (30,4meses P= 0,8) (Fig 2).

Por ultimo, solo encontramos una diferencia significa-
tiva en sobrevida global en aquellos pacientes en que ademas
del tratamiento con quimioterapia estandar (QT) se logré una
reseccion completa (R0) del tumor primario y de sus metastasis
[OSm de 24,8 meses (QT) vs. 48 meses (QT+R0) P=0.001]. (Fig
3).
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Figura 1. Sobrevida global KRAS WT vs. KRAS mutado.
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Figura 2. Sobrevida global en pacientes con KRAS-WT con o sin tratamien-
to con cetuximab
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Figura 3. Sobrevida global pacientes con metastasectomia (RO) vs.
quimioterapia estandar
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DISCUSION

KRAS es una proteina G de membrana asociada al
receptor del factor crecimiento epidérmico (EGFR) y cuya
funcion es la traduccion de sefiales intracelulares.La presencia
del KRAS mutado, origina una activacion permanente de
esta proteina G y de las vias de sefializacion, lo que ha sido
implicado en el mantenimiento y crecimiento de tumores (3).
Posteriormente se descubrid que las tres isoformas del oncogen
RAS: KRAS, NRAS, y en menor frecuencia HRAS, también
estan implicadas en este mecanismo fisiopatogénico.

Numerosos estudios describen la prevalencia de las
mutaciones de este oncogen y recientemente Peeters M y cols
publicaron una prevalencia del 55,9% de mutaciones del RAS
en el cancer colorrectal (KRAS 52,6% y NRAS 7,4%) (4).

Los estudios son discrepantes en cuanto a la asociacion
de las mutaciones de KRAS con la edad y sexo de los pacientes
(5,6). También lo son con la localizacion anatémica del tumor,
existiendo reportes de mayor frecuencia de mutaciones en
el colon derecho, y otros en el colon izquierdo (7,8,9). En el
presente estudio no hemos hallado asociacion con ninguno de
estos factores.

Por otro lado, varios autores han demostrado relacion
entre los subtipos histologicos y la frecuencia de mutaciones del
KRAS, pudiendo existir una mayor prevalencia de éstas en los
adenocarcinomas de colon con diferenciacion mucinosa (9,10).
A pesar de esto, no pudimos demostrar esta asociacion en los
pacientes estudiados.

El higado y en segundo lugar el pulmén son los 6rganos
mas afectados por el cancer colorrectal. Existen patrones
de diseminacion metastasica donde su afectacion inicial es
pulmonar sin afectacion hepatica. Algunos han encontrado
una incidencia mayor de este fenomeno en tumores con KRAS
mutado comparado con KRAS WT (11,12). Esta relacion no ha
sido demostrada en este analisis.

En las ultimas décadas, se ha comprobado que el esta-
do del KRAS es un factor pronostico y predictivo. Su impacto
sobre la sobrevida libre de progresion y global ha sido publicado
en el estudio multicéntrico RASCAL, el cual incluy6 un analisis
de 3439 pacientes, demostrando que los tumores con mutacion
del KRAS en el codon 12 presentaban mayor agresividad con
una sobrevida significativamente menor (13).

Por otro lado, el KRAS predice la respuesta a anticuer-
pos monoclonales contra EGFR como cetuximab y panitumu-
mab, logrando mayor sobrevida aquellos pacientes que poseen
tumores colorrectales con KRAS-WT (14-17).

En el estudio multicéntrico fase III Crystal, se obtu-
vieron beneficios significativos con el agregado de cetuximab
al tratamiento con FOLFIRI en primera (sobrevida media libre
de progresion 9,9 vs 8,4 meses; HR 0.696 P=0012, sobrevida
global 23,5 vs. 20,0 meses; hazard ratio [HR] 0.796; P=0093)
(14-15). Similares beneficios han demostrado la utilizacion de
cetuximab o panitumomab en combinacion con quimioterapia
basada en oxaliplatino (16-17).

Actualmente con la utilizacion de quimioterapia
combinada con bioldgicos, la sobrevida global media de pacientes
con cancer colorrectal metastasico es de aproximadamente
30 meses (18). En pacientes seleccionados, la reseccion de

KRAS en cancer colorrectal

metastasis hepaticas o pulmonares mediante cirugia y/o técnicas
ablativas como radiofrecuencia, junto con la extirpacion del
tumor primario, logra resultados superiores en sobrevida global
a 5 afios (27 al 68%), con una baja morbi-mortalidad (19-22).
Este beneficio, fue evidente en nuestro estudio, al demostrar la
duplicacion de la sobrevida media en pacientes con reseccion
completa de la enfermedad.

CONCLUSION

No se encontr6 asociacion entre el estado del KRAS y
las caracteristicas clinico-patologicas. La sobrevida global me-
dia de nuestra poblacion fue ligeramente mayor a la conocida en
la actualidad con la combinacion de quimioterapia y biologicos,
pero al realizar el analisis comparativo entre los pacientes so-
metidos a reseccion completa del tumor primario y sus metas-
tasis frente a los que no, los resultados se asemejaron a los de
las publicaciones actuales, encontrando un claro beneficio de la
reseccion de las metastasis hepaticas. Por otro lado, es probable
que el numero de pacientes estudiados no sea el suficiente para
encontrar una diferencia significativa en la SG de acuerdo con el
estado del KRAS o con el tratamiento con cetuximab.
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