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Abstract

Background: Colorectal cancer (CRC) is a complex entity; it comprises a set of neoplastic diseases that present various
genetic and epigenetic alterations. These changes play an important role in the development, response to treatment,
and prognosis of CRC. Objective: To determine the frequency of the KRAS, NRAS and BRAF genes in biopsies of patients
with primary and metastatic colorectal cancer who reach a third level laboratory in the City of Medellin during the
period June 2017 - April 2021. Methods: Retrospective study where Paraffin-embedded biopsies were included from
patients with primary and metastatic CRC. KRAS, NRAS and BRAF genes were evaluated by real-time PCR using the
Idylla platform. Results: A total of 816 biopsies were included in the study, 81.9% corresponded to patients with
primary CRC, with a predominance of cases in the rectum. The distribution of mutational status for the total study
population was: mutated 463 cases (56,7%), wild type or non-mutated 307 cases (37,6%) and inconclusive 46 cases
(5,7%). Of the mutated cases, 393 (84,9%), 43 (9,3%), 26 (5,6%), and 1 (0,2%) occurred in KRAS, BRAF, NRAS, and
NRAS/BRAF respectively. Conclusion: CRC is a heterogeneous disease due to the various factors associated with its
development, especially genetic changes and/or alterations. Exploring the KRAS, NRAS, and BRAF mutational status of
patients with primary and metastatic RCC proves important due to their influence on prognosis and overall survival..
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Resumen

Antecedentes: El cancer colorrectal (CCR) es una entidad compleja; comprende un conjunto de enfermedades
neoplasicas que presenta diversas alteraciones genéticas y epigenéticas. Estas alteraciones desempefan un papel
importante en el desarrollo, la respuesta al tratamiento y el prondstico del CCR. Objetivo: Determinar la frecuencia
de los genes KRAS, NRAS y BRAF en biopsias de pacientes con cancer colorrectal primario y metastasico que llegan a
un laboratorio de tercer nivel en la Ciudad de Medellin, durante el periodo Junio 2017 - Abril 2021. Métodos: Estudio
retrospectivo donde se incluyeron biopsias embebidas en parafina de pacientes con CCR primario y metastasico. Se
evaluaron los genes KRAS, NRAS y BRAF mediante PCR en tiempo real utilizando la plataforma Idylla. Resultados:
Un total de 816 biopsias fueron incluidas en el estudio, el 81,9% de los casos correspondian a pacientes con CCR
primario, con predominio en recto. La distribucion del estado mutacional para el total de la poblacion de estudio
fue: mutados 463 casos (56,7%), tipo salvaje o no mutados 307 casos (37,6%) y no concluyente 46 casos (5,7%). De
los casos mutados, 393 (84,9%), 43 (9,3%), 26 (5,6%) y 1 (0,2%) se presentaron en KRAS, BRAF, NRAS, y NRAS/BRAF
respectivamente. Conclusion: El CCR es una enfermedad heterogénea debido a los diversos factores asociados a su
desarrollo, especialmente los cambios y/o alteraciones genéticas. Explorar el estado mutacional en KRAS, NRAS y
BRAF de los pacientes con CCR primario y metastasico demuestra ser importante debido a la influencia que ejercen
sobre el prondstico y la supervivencia general.
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Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas
comun en todo el mundo (1) y su prevalencia ha
aumentado debido a factores de riesgo externos
como la dieta, la obesidad y el sedentarismo
(2). También se consideran factores de riesgo los
antecedentes familiares y personales de cancer
(entre ellos colon, recto, ovario y endometrio),
enfermedades intestinales inflamatorias cronicas
(enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa),
antecedentes de polipos en el colon (adenomas con
histologia tubular con mas de 10 mm de tamano,
adenomas de histologia vellosa independiente del
tamano y polipos con displasia de alto grado), y
las mutaciones en el gen supresor de tumor APC,
responsable del 85% de los CCR esporadicos y de la
poliposis adenomatosa familiar (3-5).

Para el ano 2020, la tasa de incidencia a nivel
mundial oscil6 en 1,9 millones de casos (incluyendo
ambos sexos y todas las edades), lo que equivale al
10% de todos los tipos de cancer (6). La enfermedad
es mas comun en hombres que en mujeres vy
represento la segunda causa de muerte neoplasica
después del cancer de pulmén ese mismo afno (6-
7). Debido al aumento en las tasas de incidencia
y mortalidad, el CCR es un importante problema
de salud mundial, con una tasa de supervivencia
general estimada a cinco afos de aproximadamente
el 59% (8). Es considerado una entidad esporadica y
compleja, comprende un conjunto de enfermedades
neoplasicas, asociada a inestabilidad cromosomica,
microsatelital y mutaciones en los genes que
integran las vias RAS-RAF, quienes desempeian un
papel importante en el desarrollo y la progresion
del CCR (2, 5).

La familia de protooncogenes RAS estan involucrados
en la regulacién del crecimiento, la proliferacion,
la migracion y la diferenciacion celular (3, 5).
Comprende tres isoformas (HRAS, KRAS y NRAS).
Las mutaciones en los genes KRAS y NRAS son en
su mayoria cambios en un nucledtido que implican
la produccion de un aminoacido diferente y una
proteina alterada, la cual pierde su funcion de
GTPasa; esto conlleva a una activacion constitutiva
de la via MAPK, independiente de la estimulacion
de ligandos del factor del crecimiento epidérmico
a su receptor o EGFR (del inglés: Epidermal Growth
Factor Receptor), acelerando la progresion del
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proceso de oncogénesis (3,9). La familia RAF
se compone de tres isoformas quinasas, ARAF,
CRAF (RAF-1), y BRAF, mutaciones en estos genes
desencadenan una activacion de las proteinas MEK/
ERK favoreciendo la proliferacion y supervivencia
celular (resistencia a sehales proapoptoticas)
(5,10). En promedio, las mutaciones del gen KRAS
(exones 2, 3y 4) ocurren entre el 30-50%, en el gen
NRAS (exones 2, 3 y 4) entre el 3-5% y en el gen
BRAF (exon 15) entre el 8-15% (11-12). El hallazgo
de estas mutaciones representa que el paciente
podria no beneficiarse de la terapia dirigida con
tratamiento anti-EGFR; sin embargo, el paciente
podria recibir terapias diferentes a las utilizadas
contra EGFR (13).

En Colombia, el Observatorio Global del Cancer
(GLOBOCAN), para el ano 2020, report6 10.783 casos
nuevos para CCR, siendo la tercera causa de cancer
en nuestro pais, lo que equivale al 9.5% de los casos
incidentes de cancer. Durante el mismo periodo
4.048 (7.4%) y 1.265 (2,3%) pacientes murieron por
cancer de colon y recto respectivamente (6). La
informacion publicada acerca del comportamiento
clinico y epidemiologico del CCR en nuestro medio
es escasa, a pesar de ser uno de los tipos de cancer
mas frecuente . Bohdrquez et al. encontraron que
el 53% y 42% de los casos de pacientes con CCR se
presentaba en mujeres y se localizaba en el recto
respectivamente (14). Para el 2019, se publico
un estudio realizado en Bucaramanga donde
reportaron una tasa cruda de CCR en mujeres (16.2
casos/ 100,000 habitantes) y en hombres (13.7
casos/ 100,000 habitantes), con un 25% de los casos
en el recto (15). A nivel genético, el panorama
de CCR es similar; Torres et al. reportaron que el
36,4% de los casos tenian mutaciones en el gen
KRAS codones 12 y 13 y esta aumentaba al 43.4%
cuando el analisis incluia los codones 12,13, 59,
61, 117 y 146 para los genes KRAS y NRAS (16).
No sé encontraron articulos publicados acerca del
comportamiento de las mutaciones del gen BRAF en
CCRennuestromedio. Lafaltade informacionacerca
de la distribucion de estos marcadores genéticos
desfavorece la identificacion de grupos de riesgo
y tratamiento oportuno, afectando directamente
el pronostico del paciente. De acuerdo con lo
anterior, nos planteamos como objetivo determinar
la frecuencia de las mutaciones en los genes KRAS,
NRAS y BRAF en biopsias de pacientes con cancer
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colorrectal primario y metastasico, que llegan a un
laboratorio de tercer nivel en la Ciudad de Medellin
durante el periodo Junio 2017 - Abril 2021.

Metodologia

Se revisaron los resultados de los analisis realizados
para los genes KRAS, NRAS y BRAF en biopsias
embebidas en parafina de pacientes con CCR primario
y metastasico, recibidos desde junio de 2017 hasta
abril de 2021, procesados en el laboratorio Unidad
de Investigacion Genética Molecular (UNIGEM) en
la ciudad de Medellin. La determinacion de las
mutaciones en los genes fue evaluada mediante PCR
en tiempo real utilizando la plataforma Idylla™ de
Biocartis. La interpretacion de los resultados (analisis
de las mutaciones) se realizd6 automaticamente a
partir del software del mismo.

Caracteristicas clinicas: El sexo, la edad, el
sitio de tumor primario y metastasico, tipo y
grado histoldgico, estadio TNM al momento del
diagnostico, invasion perineural y linfovascular
e inestabilidad microsatelital, fueron recopilados
a través de los reportes de anatomia patologica
y resultados de inmuhistoquimica para los casos
en los cuales se requirio identificar la localizacion
del tumor primario. El sitio primario del tumor se
categorizo en 4 niveles: Colon izquierdo (angulo
esplénico, colon descendente y colon sigmoide),
Colon derecho (ciego, colon ascendente, angulo
hepatico y colon transverso), Colon nos para
aquellos casos sin localizacion especifica (del
inglés: not specified otherwise) y Recto.

Seleccion, preparacion y procesamiento de
las muestras: Las muestras que llegaron al
laboratorio para el analisis mutacional eran
remitidas de un programa de apoyo diagndstico
de cancer colorrectal. El laboratorio recibio
el bloque parafinado a procesar junto con el
informe de anatomia patolégica. Para la seleccién
de la muestra se tuvieron en cuenta los datos
consignados en el reporte de anatomia patoldgica
correspondientes a la coloracién de hematoxilina
y eosina. Si una muestra contenia el 10% de
células neoplasicas o mas, no se realizaba una
macrodiseccidon, mientras que si contenia menos
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del 10% de células neoplasicas se tenia que
realizar una macrodiseccion para poder llegar
a un contenido de al menos el 10% de células
neoplasicas. El area de tejido de la muestra de
parafina debia tener como minimo 50 mm?2 cuando
se usaban secciones de tejido de 5 pm, o0 25 mm?
cuando se usaban secciones de tejido de 10 pm. Se
podian usar varias secciones de tejido para cumplir
con este requisito. El area de tejido de la muestra
debia tener como maximo 600 mm?2 cuando se
usaban secciones de tejido de 5 pm, y 300 mm?
cuando se usaban secciones de tejido de 10 ym.
Preparacion: Se utilizaron pinzas para humedecer
los filtros de papel y luego se colocaron en un
portaobjetos de vidrio. Con las pinzas se coloco
uno o mas cortes de tejido parafinado en uno de
los filtros de papel humedecidos y luego se cubrio
con el segundo filtro de papel. Para el montaje de
la prueba se coloco la muestra dentro del cartucho
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Anélisis mutacional: Los cartuchos utilizados para
la deteccion de mutaciones en los genes KRAS,
NRAS y BRAF son para diagnostico in vitro y fueron
validados internamente en el laboratorio para su
uso, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
emplearon dos tipos de cartuchos (ldylla™ KRAS
Mutation Test e Idylla™ NRAS-BRAF Mutation Test),
ambos kits constan de 5 reacciones multiplexadas.
Estos cartuchos contienen los reactivos necesarios
para realizar la preparacion de la muestra, la
amplificacion y deteccion por PCR en tiempo real
a partir de la insercion del tejido embebido en
parafina fijado con formalina en el cartucho. Los
pasos del proceso en la prueba son la licuefaccion
del tejidoy la lisis celular, seguida de PCR en tiempo
real usando cebadores especificos de alelos.

El Idylla™ KRAS Mutation Test detecta 21
mutaciones relevantes en KRAS: 7 mutaciones en
codones 12 y 13 (exon 2), 9 mutaciones en codones
59 y 61 (exon 3) y 5 mutaciones en codones 117 y
146 (exon 4). El limite de deteccion es < 5% para
todas las mutaciones de KRAS, excepto para G13D
y A146P/T/V que es alrededor del 10%. Cuando las
biopsias fueron negativas para KRAS, se procedio
a utilizar el segundo Kkit, Idylla™ NRAS-BRAF
Mutation Test; en este se analizaron 18 mutaciones



relevantes en NRAS: 8 mutaciones en codones 12 y
13 (exodn 2), 6 mutaciones en codones 59 y 61 (exon
3) y 4 mutaciones en codones 117 y 146 (exon 4)
y 5 mutaciones en BRAF codon 600 (exon 15). El
limite de deteccion es < 5% para las mutaciones
mas prevalentes en NRAS y BRAF.

Control de calidad de la prueba: Cada kit
contenia un fragmento conservado para cada uno
de los genes analizados, que actlla como control
de procesamiento en cada una de las 5 reacciones
multiplexadas; esto permiti6 comprobar la
correcta ejecucion del proceso, que incluye desde
la insercion de la muestra hasta la obtencion del
resultado (la validacion del test, se caracteriza
por una curva de amplificacion en los 5 canales
de lectura). Estas reacciones de control son una
medida de la cantidad de ADN amplificable en
la muestra y se utilizan en el analisis del estado
mutacional de la misma.

La presencia de un genotipo mutante se determina
calculando la diferencia (valor ACq) entre el ciclo
de cuantificacion (Cq) del control de procesamiento
y el Cq obtenido para las senales mutantes. Se
consider6 que una muestra era positiva cuando
el valor ACq se encontraba dentro del intervalo
predefinido por el software especifico para cada
test. Las muestras con una sefal de control
valida, pero con un valor fuera del intervalo
predefinido para todas las sefales mutantes, se
consideraron como mutaciones negativas. En
caso de multiples mutaciones, solo se informéd
la mutacion detectada de forma dominante
(valor ACq mas bajo). Los posibles resultados
para las muestras fueron: mutado, no mutado
y no concluyente (no valido), para este ultimo
las muestras fueron procesadas por duplicado,
obteniéndose en ambas corridas el mismo resultado.

Analisis estadistico: Para el analisis univariado,
las caracteristicas sociodemograficas, clinico-
histopatologicas y genéticas de los pacientes
se resumieron con estadisticas descriptivas. Se
utilizo la prueba de Chi-cuadrado para el analisis
bivariado, utilizando el programa estadistico IBM
SPSS version 21.0 y el valor de p se considerd
significativo si era < 0.05.
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Consideraciones éticas: Segln las categorias
dictadas en la Resolucion 8430 de 1993, establecidas
por el Ministerio de Salud y Proteccién Social, los
riesgos para larealizacion de la investigacion fueron
minimos. Las pruebas genéticas fueron realizadas en
UNIGEM, posteriormente al diligenciamientoy firma
del consentimiento informado por los pacientes en
las diferentes instituciones remitentes. Al firmar el
consentimiento informado, los pacientes aceptaron
que los datos obtenidos de la prueba genética
fueran presentados en congresos nacionales e
internacionales, publicaciones médicas u otros
escenarios. Este estudio esta exento de aprobacion
por un comité de ética local. Durante el desarrollo
del trabajo se protegieron los derechos, integridad
y confidencialidad de los sujetos del estudio.

Resultados

Se incluyeron en el estudio 816 biopsias embebidas
en parafina para evaluacion molecular de los genes
KRAS, NRAS y BRAF durante el periodo Junio 2017
y Abril 2021. Para el total de la poblacion, la media
de edad al momento del diagndstico fue de 60 anos
(DE 12,8), con un rango de 15 a 90 anos, en donde
el 54,2% (442/816) de los casos se encontraron
en pacientes >60 anos y el 50,9% (415/816) en
mujeres. El 81,9% (668/816) correspondid a
pacientes con CCR primarioy el 18.1% (148/816) a
CCR metastasico.

El analisis de las variables sociodemograficas,
clinico-histopatologicas y genéticas, se realizo
diferenciando los casos de CCR primario y
metastasico. Para el primer grupo, el 50,3%,
54,0%, 72,5% y 74,3% de los casos pertenecian
al sexo femenino, grupo >60 afos, régimen de
salud contributivo y departamento de Antioquia
respectivamente. De acuerdo a la categorizacion
del origen primario del tumor, el mayor nimero
de casos se presento en el recto, con 231 (34.6%)
(Tabla 1). Observamos que los casos en recto y
colon derecho eran mas frecuentes en hombres
y mujeres respectivamente (valores p < 0,05),
mientras que para la edad, los casos en >60 anos
predominaban en el colon derecho (p < 0,05).

276



Revista Colombiana de Cancerologia

Tabla 1. Distribucion del sitio primario del tumor segun caracteristicas sociodemograficas

de los pacientes (n=668)

Colon derecho

Caracteristicas n (%) n (%)
210 (31,4)
Sexo
Hombre 332 (49,7) 88 (41,9)
Mujer 336 (50,3) 122 (58,1)
Edad
<60 307 (46,0) 80 (38,1)
>60 361 (54,0) 130 (61,9)
Régimen de seguridad social
Contributivo 484 (72,5) 168 (80,0)
Subsidiado 155 (23,2) 35 (16,7)
Especial 9 (1,3) 1(0,5)
Sin Dato 20 (3,0) 6 (2,8)
Departamento de procedencia
Antioquia 496 (74,3) 156 (74,2)
Santander 79 (11,8) 23 (10,9)
Valle del Cauca 27 (4,0) 10 (4,8)
Atlantico 23 (3,4) 10 (4,8)
Bolivar 9 (1,3) 1(0,5)
Otros* 34 (5,1) 10 (4,8)

Colon Izquierdo Colon NOS Recto
n (%) n (%) n (%)
195 (29,2) 32 (4,8) 231 (34,6)
88 (45,1) 14 (43,8) 142 (61,5)
107 (54,9) 18 (56,2) 89 (38,5)
92 (47,2) 22 (68,7) 113 (48,9)
103 (52,8) 10 (31,3) 118 (51,1)
139 (71,3) 21 (65,6) 156 (67,5)
49 (25,1) 10 (31,3) 61 (26,4)
3(1,5) 0 (0,0) 5(2,2)
4(2,1) 163,1) 93,9
141 (72,3) 25 (78,1) 174 (75,3)
26 (13,3) 2 (6,2) 28 (12,1)
10 (5,1) 0(0,0) 7 (3,0)
7 (3,6) 2 (6,2) 4 (1,7)
3(1,5) 0(0,0) 5(2,2)
8 (4,1) 3(9,4) 13 (5,6)

*Departamento con numero de casos menor a 10: Choc6 7, Narifo 5, Cordoba 4, Risaralda 4, Sucre 4, Cesar 2, Magdalena 2,

Norte de Santander 2, Quindio 2, La Guajira 1, Putumayo 1.

Para las caracteristicas clinico-histopatoldgicas y
genéticas en el CCR primario, el 86,4%, 48,8% y el
48,5% de los casos presentaban un adenocarcinoma
clasico, grado de diferenciacion moderado vy
mutaciones en KRAS respectivamente. El 60.3%
de los casos no tenian ninguna descripcion para la
variable estadio patoldgico (T y N); sin embargo,
para los casos que pudieron clasificarse, el 37,1% se
encontraban en el estadio T3-T4 y el 27,7% cursaron
con invasion a ganglios linfaticos regionales (Tabla
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2). Para el estado mutacional, observamos que el
mayor nimero de asociaciones se presentaron en
BRAF con las variables: sexo, rango de edad, tumores
pobremente diferenciados, casos ubicados en recto
y colon derecho (valores p < 0,05), mientras que
KRAS se asocio con tumores bien diferenciados (p <
0.05) y el genotipo no mutado con los casos en colon
izquierdo (valores p < 0,05). No se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas para las
mutaciones en NRAS y las variables de estudio).
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Tabla 2. Distribucion del sitio primario del tumor segun caracteristicas clinico-patolégicas
y genéticas de los pacientes (n=668)

Colon derecho Colon Izquierdo Colon NOS Recto
Caracteristicas n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
210 (31,4) 195 (29,2) 32 (4,8) 231 (34,6)
Tipo histologico
Adenocarcinoma 577 (86,4) 167 (79,5) 174 (89,2) 27 (84,4) 209 (90,5)
clasico
Adenocgrcinoma 68 (10,2) 33 (15,7) 16 (8,2) 4 (12,5) 15 (6,5)
mucinoso
Carcinoma de
células en anillo 12 (1,8) 5(2,4) 3(1,5) 1(3,1) 3(1,3)
de sello
Otros 11 (1,6) 5(2,4) 2 (1,0) 0 (0,0) 4 (1,7)
Grado histologico
Bien diferenciado 228 (34,1) 73 (34,8) 63 (32,3) 13 (40,6) 79 (34,2)
Moderadamente
diferenciado 326 (48,8) 92 (43,8) 109 (55,9) 12 (37,5) 113 (48,9)
Pobremente 49 (7,3) 26 (12,4) 10 (5,1) 4 (12,5) 9 (3,9)
diferenciado ’ ’ ’ ’ ’
Sin dato 65 (9,7) 19 (9,0) 13 (6,7) 3(9,4) 30 (13,0)
Estadio patolégico (T)
T1-T2 17 (2,5) 4(1,9) 4(2,1) 0 (0,0) 9 (3,9)
T3-T4 248 (37,1) 89 (42,4) 87 (44,6) 8 (25,0) 64 (27,7)
Sin dato 403 (60,3) 117 (55,7) 104 (53,3) 24 (75,0) 158 (68,4)
Estado mutacional
KRAS Mutado 324 (48,5) 113 (53,8) 84 (43,1) 18 (56,3) 109 (47,2)
NRAS Mutado 20 (3,0) 7 (3,3) 4(2,1) 0 (0,0) 9 (3,9)
BRAF Mutado 36 (5,4) 23 (11,0) 9 (4,6) 1(3,1) 3(1,3)
NRAS-BRAF
utado 1(0,1) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,4)
No Mutado 252 (37,7) 58 (27,6) 92 (47,1) 12 (37,5) 90 (39,0)
No concluyente 35 (5,2) 9 (4,3) 6 (3,1) 1(3,1) 19 (8,2)
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En el CCR metastasico, el analisis de las variables
se realizd de acuerdo al estado mutacional. Los
sitios metastasicos con presentacion de un solo caso
se agruparon en la categoria “Otros” (Epididimo,
Ganglio inguinal, Ganglio del meso, Ganglio
linfatico, Hipocondrio, Himero, Ligamento redondo,
Masa en fosa iliaca, Masa pélvica, Masa umbilical,

Vulva). El 53,4%, 82,4%, 40,5% y 46,6% de los casos
correspondian al sexo femenino, adenocarcinoma
clasico, metastasis al higado y mutaciones en
KRAS respectivamente (Tabla 3). Encontramos
que la frecuencia de la mutacion en KRAS eran
estadisticamente significativa entre los casos que
metastatizan al higado de aquellos que no (valor p

Tejidos blandos, Térax, Utero, Vesicula biliar y <0,05).

Tabla 3. Distribucion del estado mutacional en pacientes con CCR metastasico segun
caracteristicas sociodemograficas, clinico-histopatologicas (n=148)

ﬁ';if‘/i NRAS BRAF No mutado No Concluyente
Caracteristicas n (%) 690 n (%) n (%) n (%) n (%)
(46,6) 6 (4,1) 7 (4,7) 55 (37,2) 11 (7,4)
Sexo
Hombre 69 (46,6) 31 (44,9) 5(83,3) 4 (57,1) 25 (45,5) 4 (36,4)
Mujer 79 (53,4) 38 (55,1) 1(16,7) 3 (42,9) 30 (54,5) 7 (63,6)
Edad
<60 67 (45,3) 29 (42,0) 2 (33,3) 3 (42,9) 27 (49,1) 6 (54,5)
>60 81 (54,7) 40 (58,0) 4 (66,7) 4 (57,1) 28 (50,9) 5 (45,5)
Tipo histologico
Adenocarcinoma 122 (82,4) 62 (89,9) 5 (83,3) 4(57,1) 45 (81,8) 6 (54,5)
clasico
Adenocarcinoma
MUCinoso 15 (10,1) 4 (5,8) 1(16,7) 1(14,3) 5(9,1) 4 (36,4)
Carcinoma de
células en anillo 4(2,7) 2 (2,9) 0 (0,0) 1(14,3) 0 (0,0) 19,1)
de sello
Otros 7 (4,7) 1(1,4) 0 (0,0) 1(14,3) 5(9,1) 0 (0,0)
Grado histologico
Bien diferenciado 16 (10,8) 9 (13,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 7 (12,7) 0 (0,0)
Moderadamente
diferenciado 26 (17,6) 11 (15,9) 2 (33,3) 0 (0,0) 12 (21,8) 19,1)
Pobremente
diferenciado 7(4,7) 0(0,0) 0(0,0) 3(42,9) 4(7,3) 0 (0,0)
Sin Dato 99 (66,9) 49 (71,0) 4 (66,7) 4 (57,1) 32 (58,2) 10 (90,9)
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Caracteristicas

Estadio patolégico (T)

T1-T2

T3-T4

Sin dato

Estadio patolégico (N)

No evaluable

Ausente

Presente

Sin dato

Tumor metastasico

Piel Borde de
Colostomia

Cerebro
Epiplon
Higado

Mesenterio
Ovario
Pared abdominal
Peritoneo
Pulmoén
Retroperitoneo
Vejiga

Otros

La distribucion de acuerdo con el estado mutacional
en las 816 biopsias fue: mutados 463 casos (56,7%),
tipo salvaje o no mutados 307 casos (37,6%) y

no concluyente en 46 casos (5,7%). De los casos

n (%)

2(1,4)
29 (19,5)

117 (79,1)

7 (4,7)
6 (4,1)
18 (12,1)

117 (79,1)

2 (1,4)
3(2,0)
6 (4,1)
60 (40,5)
2 (1,4)
6 (4,1)
3(2,0)
13 (8,8)
32 (21,6)
4(2,7)
2 (1,4)

15 (10,0)
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KRAS
n (%)
69
(46,6)

0 (0,0)
13 (18,8)

56 (81,2)

2(2,9)
4(5,8)
7 (10,1)

56 (81,2)

19 (27,5)
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NRAS BRAF No mutado No Concluyente
n (%) n (%) n (%) n (%)
6 (4,1) 7 (4,7) 55 (37,2) 11 (7,4)
1(16,7) 0 (0,0) 1(1,8) 0 (0,0)
1(16,7) 2 (28,6) 11 (20,0) 2 (18,2)
4 (66,6) 5 (71,4) 43 (78,2) 9 (81,8)
2 (33,3) 1(14,3) 2 (3,6) 0 (0,0)
0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,6) 0 (0,0)
0 (0,0) 1(14,3) 8 (14,5) 2 (18,2)
4 (66,7) 5 (71,4) 43 (78,2) 9 (81,8)
0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(9,1)
0 (0,0) 1(14,3) 0(0,0) 0 (0,0)
0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,8) 109,1)
3 (50,0) 2 (28,5) 30 (54,5) 3(27,3)
0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
0 (0,0) 1(14,3) 3(5,5) 1(9,1)
0 (0,0) 1(14,3) 1(1,8) 0 (0,0)
0 (0,0) 1(14,3) 5(9,1) 2 (18,2)
2 (33,3) 0 (0,0) 10 (18,2) 1(9,1)
0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,6) 0 (0,0)
0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,8) 0 (0,0)
1(16,7) 1(14,3) 2 (3,6) 2 (18,2)

mutados, 393 (84,9%), 43 (9,3%), 26 (5,6%) y 1
(0,2%) se presentaron en KRAS, BRAF, NRAS, v NRAS/
BRAF respectivamente. En la tabla 4 se detalla la
frecuencia de las mutaciones a nivel nucleotidico y
proteico para el CCR primario y metastasico
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Gen Exén Mutacion Proteina Cambio Nucleotidico n (%)
G12D p.Gly12Asp c.35G>A 127 (27,4)
G12V p.Gly12val c.35G>T 79 (17,1)
G12C p.Gly12Cys c.34G>T 32 (6,9)
KRAS 12
2 G12S p.Gly12Ser C.34G>A 27 (5,8)
G12A p.Gly12Ala c.35G>C 8(1,7)
G12R p.Gly12Arg €.34G>C 6(1,3)
KRAS 13 G13D p.Gly13Asp c.38G>A 73 (15,8)
p.Ala59Thr / p.Ala59Glu /
KRAS 59 A59T/E/G p.Ala59Gly c.175G>A / c.176C>A / c.176C>G 2 (0,4)
3 Q61H p.Gln61His c.183A>C ; c.183A>T 9 (1,9)
KRAS 61 Q61K p.Glné1Lys c.181C>A; ¢.180_181delinsAA 3(0,6)
Q61R/L p.Gln61Arg / p.Glné1Leu c.182A>G /c.182A>T 2 (0,4)
KRAS 117 K117N p.Lys117Asn c.351A>C ; c.351A>T 2 (0,4)
4
p.Ala146Pro / p.Ala146Thr /
KRAS 146 A146P/T/V P.Ala146Val c.436G>C / c.436G>A / c.437C>T 23 (5,0)
G12D p.Gly12Asp c.35G>A 8(1,7)
NRAS 12 G12A/V p.Gly12Ala/ p.Gly12Val c.35G>C / ¢.35G>T 2 (0,4)
2 G12S p.Gly12Ser C.34G>A 1(0,2)
G13R/V p.Gly13Arg / p.Gly13Val c.37G>C /c.38G>T 2 (0,4)
NRAS 13
G13D p.Gly13Asp c.38G>A 1(0,2)
Q61K p.Glné1Lys c.181C>A 11 (2,4)
NRAS 61 3
Q61R p.Gln61Arg c.182A>G 1(0,2)
BRAF c.1799T>A ; c.1799_1800delinsAA /
V600 15 V600E/D p.Val600Glu / p.Val600Asp €.1799._1800delinsAC 43 (9,3)
NRAS61/ c.181C>A
3 Q61K p.Glné61Lys .
BRAF €.1798_1799delinsAA / 1(0,2)
V600 15 V600K/R p.Val600Lys / p.Val600Arg .1798_1799delinsAG

Para algunas variables, la informacion estuvo
disponible en menos de la mitad de los casos
estudiados, entre ellas: invasion linfovascular (429
casos), invasion perineural (374 casos) e inestabilidad
microsatelital (156 casos). El 54,1% y el 66,8% de
los casos no presentaron invasion linfovascular ni
perineural, mientras que una baja probabilidad de
inestabilidad microsatelital estuvo presente en el
93,6% de los casos. Por Gltimo se realizo una consulta
en la Base de Datos Unica de Afiliados del Sistema
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General de Seguridad Social en Salud, para observar
el estado actual de los pacientes; se encontré que
mas de la mitad de los pacientes (54,2%) ya habian
fallecido, el 40,1% estaban vivos y del 5,8% no
registraba ningln tipo de informacion.

Discusion

En Colombia, el CCR ocupa el tercer lugar entre
el total de canceres; sin embargo, la informacion



publicada acerca de las caracteristicas genéticas
es escasa. Este estudio refleja un acercamiento al
comportamiento mutacional de KRAS, NRAS y BRAF
en nuestro medio. En general, se observo un ligero
predominio de los casos en las mujeres, resultados
similares fueron reportados en estudios locales
anteriormente (14-15, 17-18) mientras que en
otras regiones de América (2,13,19), Europa (7-8)
y Asia (20-22) reportan un mayor nimero de casos
en hombres. La mediana de edad al momento del
diagnostico fue 60 anos, incluida dentro del rango
de reporte a nivel nacional y mundial (17-18). El
86,4% de los casos de CCR primario presentaba un
adenocarcinoma clasico, similar a lo reportado en
estudios locales (15,23) y a nivel mundial (8,24-
25). Por el contrario, observamos diferencias
relacionadas al grado histoldgico, mientras que
en nuestro estudio hubo un predominio del grado
moderado con un 48,8%; estudios locales anteriores
datan porcentajes entre 50-53% para el grado bien
diferenciado (17, 23).

Para los 668 casos que conformaban el CCR primario,
observamos un orden descendente para los casos
presentadosenrecto, colonderecho, colonizquierdo
y colon nos respectivamente. Bohorquez et al.,
en un estudio multicéntrico publicado en el 2016
acerca de las manifestaciones clinicas en pacientes
con CCR, obtuvieron el mismo orden de distribucion
de los casos de CCR primario (14). La clasificacién
del sitio primario del tumor es muy importante,
debido a las diferencias sociodemograficas,
clinicas, patologicas, prondsticas y de respuesta a
la quimioterapia que existe entre los casos de colon
derecho, colon izquierdo y recto. Algunos autores
manifiestan que los canceres de recto a menudo
metastatizan primero al pulmén, mientras que
los canceres de colon hacen metastasis primero al
higado (26). En nuestro caso, los sitios metastasicos
mas comunes fueron higado (40,4%), pulmon (21,6%)
y peritoneo (8.8%) (27-28); no se pudo explorar la
asociacion de la localizacion de la metastasis vs
el sitio primario del tumor debido a la falta de
informacion. También se identificaron tres casos de
metastasis en cerebro, dos con mutacion en KRAS
y uno en BRAF. He et al. (28), reportan un caso
de metastasis a cerebro; estos resultados ponen en
manifiesto el alto nivel de expansion que tiene esta
entidad, afectando directamente la supervivencia y
prondstico de los pacientes.

Revista Colombiana de Cancerologia

Erika Pino. et al.

La literatura revela que las mutaciones en RAS
(KRAS/NRAS) vy BRAF (codon 600) son mutuamente
excluyente en el CCR; esto quiere decir que cuando se
adquiere la segunda mutacion, esto no proporcionara
ninguna ventaja selectiva adicional para una
célula cuando la primera ya esté presente (27,
29). Nuestros resultados concuerdan parcialmente
con la informacion descrita anteriormente, no se
presentaron mutaciones intergénicas entre KRAS-
BRAF, sin embargo reportamos un caso entre NRAS-
BRAF (codones 61y 600 respectivamente); estos datos
podrian sugerir que las comutaciones entre NRAS-BRAF
no serian mutuamente excluyente. Se ha informado
que la frecuencia de mutacion en KRAS (57,3% frente
al 40,4%) (30) y BRAF (18,4-22,4% frente a 1,3-7,8%)
(31) es mayor en el colon derecho que en el colon
izquierdo; en nuestro caso esta asociacion solo se
encontro para el genotipo BRAF.

En general, las mutaciones en KRAS ocupan el primer
lugar en términos de frecuencia y prevalencia; esta
evidencia fue concordante con nuestros resultados
tanto para los sitios primarios y metastasicos (28, 32);
sin embargo, la ubicacion en términos de frecuencia
para los otros genes dependera del tipo de poblacion.
En nuestro estudio, la mutacion en BRAF ocupd el
segundo lugar, igual a lo reportado en otros paises
como China (33), Estados Unidos (34) y Alemania
(35). Para la distribucion de los diferentes tipos de
mutaciones en KRAS, nuestros resultados se asemejan
a lo reportado en la literatura. La mayoria de las
mutaciones del gen KRAS se produjeron en los codones
12y 13 (G12D 27,4%, G12V 17,1% y G13D 15,8%) (13,
36-37), siendo las menos frecuentes las presentes en
los codones 59 y 117 (2). Las mutaciones en orden de
frecuencia de mayor a menor en NRAS fue codon 61
(2.6%), 12 (2.3%) y 13 (0.6%) (2, 28); no se presentaron
mutaciones en los otros codones estudiados (59,117
y 146). Finalmente, la mutacion V600E/D en el gen
BRAF fue reportada con un 9.3%, un valor alto en
comparacion con otros estudios (21, 38).

Para algunas variables, la informacion estuvo
disponible en menos del 50% de los casos: En la
inestabilidad microsatelital solo 156 pacientes tenian
este reporte, de los cuales 10 reportaron una alta
probabilidad de inestabilidad microsatelital (8 en
MLH1 y PMS2 y 2 en MSH2 y MSH6). La inestabilidad
microsatelital o via mutadora corresponde a una via
molecular patogénica presente en alrededor del 15%
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de los casos de cancer colorrectal y representa la
disfuncionalidad del sistema reparacion de desajustes
0 MMR (del inglés: Mismatch Repair). Constituye un
tamizaje molecular de pacientes con sospecha de
Sindrome de Lynch (cancer colorrectal hereditario
no polipdsico), ademas de poseer un valor predictivo
de resistencia a tratamiento con 5-fluorouracilo (5,
39). Al analizar la profundidad de la invasion de los
tumores en la poblacion en general, se observo que
esta variaba de T1 a T4, siendo la mas frecuente
T3 con el 59,8% de los casos (177/296).Respecto al
compromiso linfonodal, estaba presente en el 68.6%
de los casos (203/296). A pesar del nimero reducido
de datos para estas variables, nuestros resultados se
encuentran dentro del rango de reporte de estudios
anteriores (19, 24, 26).

Un resultado no concluyente fue revelado en 46
casos (5.7%). Este resultado no permite concluir si el
paciente puede o no ser candidato a la terapia anti-
EGFR. Para estos casos, es necesario analizar posibles
interferencias de la fase preanalitica, como: presencia
de inhibidores en la muestra, inclusion del tejido en
parafina y aquellas relacionadas con el tipo de fijador
o el tiempo de fijacion (las muestras deben ser fijadas
tan pronto como sea posible luego de la extirpacion
quirdrgica con maximo 24 horas, para reducir el
riesgo de desaminacion y fragmentacion extrema del
ADN). El niUmero de casos para el genotipo no mutado
fueron 307 (37,6%), este resultado significa que los
pacientes podrian beneficiarse de la terapia anti-
EGFR. Sin embargo, se ha reportado falla en la terapia
en estos pacientes; investigaciones futuras podrian
encaminarse al estudio de la frecuencia de genes
no relacionados a la via RAS/RAF, quienes participan
en la progresion tardia del tumor, la supervivencia y
metastasis de las células tumorales, como PIK3CA,
TP53, PTEN, presente en el 20%, 75% y 60% de los
casos de CCR respectivamente (9, 11).

Conclusion

El cancer colorrectal es una enfermedad heterogénea
debido a diversos factores asociados a su desarrollo,
especialmente los cambios y/o alteraciones genéticos.
Explorar el estado mutacional en KRAS, NRAS y BRAF
de los pacientes con CCR primario y metastasico
demuestra ser importante debido a la influencia
que ejercen sobre el pronostico y la supervivencia
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general. El presente estudio aporta informacion
acerca de la distribucion de las mutaciones en nuestro
medio y con esto la posibilidad de desarrollar nuevos
estudios donde se puedan establecer asociaciones
clinicas y pronosticas a futuro. También consideramos
importante  establecer guias de diagnostico de
CCR precisas, donde se tenga en cuenta de manera
prioritaria la fase preanalitica del estudio de esta
entidad, para minimizar las posibilidades de obtener
resultados no concluyentes o no validos que afecta la
eleccion terapéutica mas adecuada para el paciente.
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