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Las proteinas RAS son pequefias GTPasas que alternan entre KRAS unido a GTP en el
estado activo y posee una actividad enzimdtica intrinseca que escinde el fosfato
terminal del nucledtido convirtiéndole a GDP. Tras la conversién de GTP a GDP, KRAS
se torna inactivo. Las proteinas RAS son mediadores centrales downstream de la
sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y por lo tanto
son criticos para la proliferacion celular, la supervivencia y la diferenciacién. RAS puede
activar varios efectores downstream, incluyendo la via PI3K-AKT-mTOR, que estd
implicada en la supervivencia celular, y de la via RAS-RAF-MEK-ERK, que estd implicado
en la proliferacion celular (ver Figura 1).
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Figura 1. Esquema de las vias de MAPK y PI3K. Factor de crecimiento de unién a los receptores de los resultados de la tirosina
quinasa en la activacién de la via de sefializacion MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK) y la via PI3K (PI3K-AKT-mTOR). La letra "K" dentro del
esquema denota el dominio tirosina quinasa.

Los genes RAS han sido implicados en la patogénesis de varios tipos de cancer. La
aparicidon de mutaciones en el gen RAS da como resultado la activacién constitutiva de
la RAS-GTPasa, incluso en ausencia del factor de crecimiento epidérmico. El resultado
de dicha mutacidn es una sefial de proliferacidon permanente dentro de la célula.

Los genes especificos RAS se encuentran recurrentemente mutados en diferentes
tumores malignos. Las mutaciones KRAS son especialmente frecuentes en el cancer de
colon, pulmdn y pancreas o en los procesos metastasicos de los mismos (1,2).
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Hoy dia esta descrito que cerca del 36-40% de los pacientes con céncer colorrectal
tienen mutaciones del gen KRAS asociados a tumores (3, 4, 5, 6). La mayoria de las
mutaciones se producen en los codones 12 y 13 del gen KRAS.

Mudltiples estudios han demostrado ahora que los pacientes con tumores que albergan
mutaciones en KRAS poseen pocas probabilidades de beneficiarse de la terapia con
anticuerpos monoclonales anti-EGFR, ya sea como monoterapia o en combinacién con
quimioterapia (7, 8, 9). Ademds, en los ensayos de quimioterapia basada en
oxaliplatino, los pacientes con tumores KRAS mutados parecian empeorar su condicién
cuando son tratados con terapia de anticuerpos anti-EGFR en combinacién con una
guimioterapia basada en oxaliplatino en comparacién con los pacientes tratados con
un tratamiento con oxaliplatino Unicamente. El tratamiento con cetuximab, un
anticuerpo monoclonal dirigido contra el EGFR, mejora la supervivencia global y libre
de progresion y conserva la calidad de vida en pacientes con cancer colorrectal que no
ha respondido a la quimioterapia. El estado de la mutacion del gen K-ras en el tumor
puede afectar a la respuesta a cetuximab y tienen-tratamiento valor prondstico
independiente (10, 11, 12).

Para el caso de Costa Rica no existe ninguna estadistica sobre la prevalencia de
mutaciones en el gen KRAS, por eso resulta muy importante la determinacién de la
misma para poder correlacionar con la importancia clinica, en el sentido de que
dependiendo del estado mutacional del paciente con cancer de colon, asi deberia ser
la terapia con la que vaya a ser tratado. Dicho procedimiento tiene sus aristas y por esa
razon lo primero que debe de hacerse es estandarizar la prueba para las condiciones
de los laboratorios del pais.

Precisamente ante este vacio de conocimiento es que se decide estandarizar la prueba
molecular para la determinacién de la mutacidon de KRAS en los pacientes con cancer
de colon metastasico.

Metodologia

Se obtiene una biopsia del tumor del paciente, dicha biopsia es analizada por el
patélogo quién determina la zona tumoral y si se tiene al menos un 50% de esta en la
totalidad de la [dmina (muestras con menos del 50% de tumor no son adecuadas para
el estudio).

Posteriormente al analisis patoldgico y cuando se determina que la biopsia es apta
para el estudio se procede a realizar 5 laminas de la misma biopsia, dichas laminas son
de 5um de grosor, desparafinadas y sin tincion.

Las laminas son enviadas al CIHATA para el estudio molecular que inicia con la
microdiseccién de Unicamente la zona tumoral, dicha microdiseccion demaracara la
zona de la cual se hara la extraccion del ADN.



Una vez extraido el material genético se procede con la cuantificacién del mismo, para
determinar la concentraciéon de ADN y de materiales contaminantes (restos proteicos
principalmente). Luego de cuantificar el material y determinar que es la concentracion
adecuada se hace la amplificacién (termociclador AB-9700) de la region de KRAS.

Posteriormente se hace una purificacién del amplicon, y por ultimo la reaccién de
secuenciacion, para posteriormente purificar e introducir al analizador genético
(ABI310).

Posteriormente las secuencias de los codones 12 y 13 son analizadas para buscar
mutaciones, en caso de presencia de mutaciones se compara con la base de datos
existente para KRAS (13) esto con la intencidon de determinar si la misma ya esta
descrita o si es una mutacién aun no descrita. Por ultimo se elabora el informe
indicando el estado mutacional del gen KRAS.

Resultados

Se analizaron 73 muestras, de las cuales 44 resultaron normales (no mutadas) y 5
mostraron alguna mutacién en los codones 12 o 13; las 23 restantes resultaron ser
muestras inadecuadas.

En el caso de las muestras inadecuadas se descartaron para el analisis y la gran
mayoria fueron descartadas porque no se llegd a la concentracién minima requerida
para llevar a cabo el estudio molecular. Otra de las razones por las cuales no fueron
tomadas en cuenta fue porque no llegaron al 50% minimo de parte tumoral de la
totalidad de la biopsia, y la ultima de las razones fue la elevada concentracién de
contaminantes (restos proteicos) provenientes de la biopsia.

En el caso de las muestras mutadas se obtuvieron las siguientes mutaciones:

e Mutacién puntual en el codén 13 del gen KRAS producido por un cambio de un
nucledtido guanina (G) a una adenina (A) correspondiendo a un cambio de
aminodcido de Glicina por Aspartato.

e mutaciéon puntual en el coddn 12 del gen KRAS producido por un cambio de un
nucledtido glicina (G) a una adenina (A) correspondiendo a un cambio de
aminodcido de Glicina por Aspartato.

e mutacién puntual en el coddn 13 del gen KRAS producido por un cambio de un
nucledtido guanina (G) a una citosina(C) correspondiendo a una mutaciéon GGC
- CGC afectando al aminoacido de Glicina con cambio a Arginina.

e mutaciéon puntual en el coddn 12 del gen KRAS producido por un cambio de un
nucledtido guanina (G) a una timina(T) correspondiendo a una mutacion GGT
- GTT afectando al aminodcido de Glicina con cambio a Valina.



e mutacion puntual en el codén 13 del gen KRAS producido por un cambio de un
nucleétido glicina (G) a una adenina (A) correspondiendo a un cambio de aminoacido
de Glicina por Aspartato.

Todas las mutaciones antes sefialadas estaban previamente descritas y documentadas,
por lo que no se registré ninguna mutacién no descrita previamente.

Conclusiones

El estudio molecular del gen KRAS es de suma importancia para determinar le mejor
terapia para pacientes con cancer colorrectal, aunque es importante tomar en cuenta
que no todo paciente con cancer de colon es sujeto de estudio para dicho analisis, ya
que la mutacion en KRAS es de tipo somadtica, y ademas es de las mas tardias en
aparecer, por lo que los sujetos con cancer colorrectal metastasico son los mas
indicados para dicho andlisis. Sumado a lo anterior se debe valorar el componente
costo-beneficio de la prueba, ya que hacer el estudio para pacientes que (por lo
temprano del proceso tumoral) no han expresado la mutacién en KRAS nos daria una
falsa impresion del estado de dicha regién génica (no mutado), y en algiin momento
podria expresarla y con esto afectar el curso de la terapia monoclonal que esta
indicada para estos pacientes.

En Costa Rica no existen antecedentes sobre la presencia de estas mutaciones en la
poblacién con cancer colorrectal (en ninguna de las etapas del proceso tumoral), esto
aunado a la importancia del estudio para la determinacidn de la terapia a recibir del
paciente hace que se vuelva de suma importancia instaurar esta prueba para la
poblacién costarricense, se debe sumar el hecho de que el sistema de seguridad social
del pais ya cuenta con el anticuerpo monoclonal para darle a estos pacientes.

Los analisis multi-disciplinarios tienen un mayor valor para la calidad de vida del
paciente, y este ejemplo del analisis de KRAS es un claro ejemplo, en el que el
oncélogo determina el tipo de cancer en cuestidon, posteriormente un cirujano extrae
la biopsia de la region afectada, dicha biopsia es analizada por patologia para
determinar exactamente la regidén tumoral, para de esa regién especificamente hacer
el estudio molecular. Este tipo de intervencién es personalizada, pues dependerd del
perfil obtenido al final el cdmo cada paciente sea tratado, seglin el background
genético del mismo.

Este es un primer informe para el analisis del estado mutacional del gen KRAS, los
retos siguen estando presentes: aumentar la cantidad de muestras a analizar para
poder determinar prevalencias, establecer un plan nacional para determinar el
protocolo como serdn tratados los pacientes con cancer colonorectal.
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