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CARACTERES CLINICO-PATOLOGICOS Y PERFIL GENETICO EN EL CARCINOMA COLORRECTAL
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El cancer colorrectal es el tercer cancer mas frecuente en hombres y el segundo mas frecuente
en mujeres, con una incidencia mundial aproximada de 1.2 millones de casos nuevos por afio. Nues-
tro objetivo primario fue estudiar la relacion existente entre las caracteristicas clinico-histolégicas en individuos
con cancer colorrectal y el estado mutacional de los codones 12 y 13 del gen KRAS (7 mutaciones validadas),
con el fin de hallar un marcador histopatoldgico para los tumores mutados. El objetivo secundario fue determinar
cuantos pacientes tenian mutaciones adicionales en los codones 15y 61 del gen KRAS y 600 del gen BRAF
que podrian modificar el fenotipo tumoral. Fueron seleccionados 60 individuos con cancer colorrectal (30 wild-
type y 30 con mutaciones validadas en los codones 12 y 13 del gen KRAS). Se amplificaron y secuenciaron
del gen KRAS los exones 2 y 3, y del gen BRAF el exén 15. La informacién recolectada se examind mediante
un analisis descriptivo, analisis univariado y/o andlisis multivariado, segun correspondiese. En conclusién, no
se encontré relacion entre las caracteristicas clinico-histolégicas de los tumores de individuos con diagnéstico
de céancer colorrectal y el estado mutacional de los codones 12 y 13 del gen KRAS. No hallamos un marcador
histopatoldgico para los tumores mutados. En pacientes con adenocarcinomas colorrectales avanzados y KRAS
wild-type resulta de interés considerar el estudio del codén 600 del gen BRAF.

Resumen
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Abstract Clinical-pathological features and gene profile in colorectal cancer. Colorectal cancer is the
third most frequent cancer in men and the second most frequent in women, with a worldwide incidence
of approximately 1.2 million new cases per year. Our primary objective was to study the relationship between
clinical and histological features of individuals with colorectal cancer and the mutational status of codons 12 and
13 of the KRAS gene (7 validated mutations), in order to find a histopathological marker to mutated tumors. The
secondary objective was to determine how many patients had additional mutations in codons 15 and 61 of the
KRAS gene, and codon 600 of the BRAF gene, which could modify the tumor phenotype. Sixty individuals with
colorectal cancer (30 wild-type subjects and 30 with validated mutations in codons 12 and 13 of the KRAS gene)
were selected. Exons 2 and 3 of the KRAS gene, and exon 15 of the BRAF gene were amplified and sequenced.
The data collected were reviewed by a descriptive, univariate and/or multivariate analysis, as appropriate. In
conclusion, no relation was found between clinical and histological features of individuals with colorectal cancer
and their mutational status for codons 12 and 13 of the KRAS gene. This suggests that those easily available data
do not allow predicting the response to anti-EGFR therapy. In patients with advanced colorectal adenocarcinomas
and KRAS wild-type status, further study of codon 600 of the BRAF gene could be required.
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El cancer colorrectal es el tercer cAncer més frecuente
en hombres y el segundo més frecuente en mujeres,
con una incidencia mundial aproximada de 1.2 millones
de casos nuevos por afno. Segun la Organizacion Mun-
dial de la Salud, aproximadamente 608 000 personas
mueren anualmente en el mundo por esta causa, lo cual
representa el 8% de las muertes por cancer, siendo
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esta la cuarta causa mas comun'. En la enfermedad
metastésica se recomienda utilizar como tratamiento
complementario a la cirugia agentes quimioterapicos
que han logrado en las ultimas décadas aumentar la
supervivencia global y el tiempo libre de enfermedad.
El receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
representa un blanco importante en el tratamiento del
céancer, ya que su activacion por parte de su ligando, el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), desencadena
una cascada de reacciones intracelulares involucradas
en el crecimiento y proliferaciéon tumoral asi como en los
procesos de angioinvasion y metastasis?. En la dltima
década se agregaron anticuerpos monoclonales, como
por ejemplo el cetuximab o panitumumab (anti-EGFR)
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o bevacizumab (anti-VEGF) que aumentaron la supervi-
vencia de estos pacientes. En pacientes con carcinomas
colorrectales metastasicos (mMCRC), al ser tratados con
anticuerpos anti-EGFR, se ha observado una mejor su-
pervivencia en el grupo que no posee la mutacion del gen
KRAS en el ADN del tumor cuando se los compara con
aquellos pacientes portadores de la mutacion®. Por otro
lado, la suma de estos agentes ha aumentado los efectos
adversos y los costos de los tratamientos, por lo cual seria
provechoso individualizar al grupo de pacientes que se
beneficiaria con esta terapia. En los adenocarcinomas
colorrectales se observa la mutacion del oncogen KRAS
en el 30-45% de los casos®®.

Tanto la European Medical Agency (EMEA) como
la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU., en
el afno 2008 aprobaron la utilizacion de anticuerpos
monoclonales anti-EGFR en los pacientes con tumores
que presentan KRAS no mutados (KRAS wild-type).
La selecciéon de pacientes para tratamiento anti-EGFR
basada en el estado mutacional de los codones 12y 13
del gen KRAS es altamente especifica para los pacientes
no respondedores: 95% de pacientes con CCR mutados
para KRAS no se benefician con el tratamiento anti-EGFR.
Pero no es suficientemente sensible debido a que solo
la mitad de los pacientes con tumores KRAS wild-type
responden al tratamiento®”.

En el Centro de Educacién Médica e Investigaciones
Clinicas (CEMIC), a partir de junio de 2008, se realiza
en forma rutinaria la deteccién de las mutaciones de
los codones 12 y 13 del gen KRAS (G12V/D/S/A/C/R
y en todos los pacientes con céncer colorrectal con
enfermedad metastésica o con estadio IV (luego de la
aprobacién del ANMAT). Las alteraciones que afectan al
gen KRAS en adenocarcinomas, molecularmente bien
caracterizadas y estables, son mayoritariamente sustitu-
ciones de aminoé&cidos en el codén 12y 13 de la proteina.
Existen 7 mutaciones/cambios aminoacidicos validados
como responsables de la modificacion en la respuesta
al tratamiento anti-EGFR, y aprobados para la practica
clinica: G12V (GGT>GTT), G12D (GGT>GAT), G12S
(GGT>AGT), G12A (GGT>GCT), G12C (GGT>TGT),
G12R (GGT>CGT), y G13D (GGC>GAC). A su vez fueron
descriptas mutaciones en los codones 15y 61. Se ha
descripto un grupo de pacientes de Taiwan que presenté
una mayor frecuencia de mutaciones en el codén 15, con
iguales caracteristicas tumorigénicas®. Existe la necesidad
de identificar marcadores predictivos adicionales a los
codones 12y 13 del gen KRAS (ya validadas), para poder
seleccionar con mayor precision al subgrupo de pacientes
que responderian al tratamiento basado en anti-EGFR,
como podrian ser los codones 15y 61 de los exones 2y
3 del gen KRAS respectivamente, o genes involucrados
en el downstream de la cascada de sefalizacion. Entre
estos ultimos se encuentra el gen BRAF (oncogén del
sarcoma viral murino) involucrado en la regulacion de la
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via MAP/ERKs. Se han publicado trabajos retrospectivos
los cuales demostraron que la mutaciéon T1799A en el co-
don 600 del exdn 15 del gen BRAF, que se traduce como
un cambio aminoacidico valina por glutdmico (V600E)
afecta negativamente los tratamientos de pacientes con
terapias anti-EGFR, que muestran menor supervivencia
global y menor tiempo libre de enfermedad que aquellos
pacientes con tumores BRAF wild-type’.

Nuestro objetivo primario fue estudiar la relacién exis-
tente entre las caracteristicas clinico-histoldgicas de indi-
viduos con cancer colorrectal y el estado mutacional de los
codones 12y 13 del gen KRAS (7 mutaciones validadas),
con el fin de hallar un marcador histopatoldgico para los
tumores mutados. El objetivo secundario fue determinar
cuantos pacientes tenian mutaciones adicionales en los
codones 15y 61 del gen KRAS y 600 del gen BRAF que
podrian modificar el fenotipo tumoral.

Materiales y métodos

En el CEMIC, a partir de junio de 2008, se realiza en forma
rutinaria la deteccion de las mutaciones de los codones 12y
13 del gen KRAS en todos los pacientes con cancer colorrectal
con enfermedad metastasica o con estadio IV (G12V/D/S/
A/C/R y (G13D). De estos pacientes, ya clasificados como
wild-type o mutados para estas 7 mutaciones validadas, fue-
ron seleccionados 60 individuos con céancer colorrectal, entre
septiembre de 2008 y septiembre de 2011, que fueron divi-
didos en dos grupos segun su estado predeterminado de las
mutaciones validadas del gen KRAS: 30 wild-type (GrupoWT)
y 30 con diferentes mutaciones (GrupoMT). Los criterios de
inclusién fueron: pacientes adultos (mayores de 18 afos),
con una biopsia del tumor inicial preferentemente quirdrgica,
con consentimiento informado firmado, y datos exigidos por
el protocolo. Este estudio esta adherido a la Declaracion de
Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica del CEMIC.

Se realizaron cortes histolégicos de las biopsias incluidas
en parafina, que se colorearon con hematoxilina-eosina para el
posterior analisis de los parametros morfoldgicos, que fueron
volcados en una tabla.

Se purific6 el ADN a partir de cortes de 7 pm de la biop-
sia incluida en parafina, se desparafinaron los cortes con
xilol-etanol 100% (Carlo Erba, ltalia) antes de la digestion
enzimatica con buffer-PK (100mM Tris CIH-ph=8.25 mM
EDTA, 0.5% SDS, 0.01% PK) a 42 °C. Las fracciones lipo-
proteicas fueron extraidas con fenol-cloroformo-isoamilico
(Carlo Erba, ltalia). EI ADN purificado fue precipitado con
CINa/isopropanol y resuspendido en T10E (Tris-EDTA). La
pureza y el rendimiento del ADN obtenido fueron medidos
por espectroscopia. Se amplificaron del gen KRAS2 los exo-
nes 2, antes llamado 1, (codones 1 al 37), y 3 (codones
38 al 81) que amplifican fragmentos de 111 y 133 pares
de bases (pb) respectivamente, mediante los siguientes
primers: K2-F (5’-ATGACTGAATATAAACTTGT-3’), K2-R
(5’-CTCTATTGTTGGATCATATT-3') para el exén 2; y K3-F
(5-CAGGATTCCTACAGGAAGCAAGTAG-3'), K3-R (5'-CACA-
AAgAAAgCCCTCCCCA-3’) para el exén 3 (chromosome 12
genomic contig-NCBI NT 009714.16). Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un volumen de reaccién de 25 pl, utilizando
entre 250 y 500 ng totales de ADN. A cada reaccion se le
incorpor6 20 pmol de cada primer, 200 pM de cada dNTP, 10
mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 2 mM MgCIz’ y 1 Ude Taq
ADN polimerasa (Promega Corporation, Madison, WI, USA).
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El ciclado térmico fue el siguiente: desnaturalizacién a 95 °C
por 2 minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacion a 95
°C por 30 segundos, annealing a 49 °C por 30 segundos, y
elongacién a 72 °C por un minuto), con una elongacion final a
72 °C por 5 minutos. Los primers disefiados resuelven la pre-
sencia de un pseudogen en el cromosoma 6. Por el otro lado,
la presencia de las mutaciones del codén 600 del gen BRAF
fue analizada por una tercera PCR con primers secuencia es-
pecificos que flanquean el exén 15 y amplifican un fragmento
de 136 pb: BRAF600-F (5-TGCTTGCTCTGATAGGAAAAT-3)
y BRAF600-R (5'-AACTCAGCAGCATCTCAGGG-3'), (chromo-
some 7 genomic contig-NCBI NC_000007). La amplificacion
fue realizada como en los casos previos, a excepcion de 1
mM MgCl, y el annealing de 60 °C, por 30 segundos. Todas
las PCR fueron evaluadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 9% en buffer TBE 1X (Tris-Boérico-EDTA)
visualizadas con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. Se
secuenciaron los fragmentos de los exones amplificados por
PCR. La secuenciacion se realizé con el BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, Foster City,
CA, USA). La secuencia fue separada por electroforesis ca-
pilar (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA). La secuencia obtenida fue analizada
con el Sequencing Analysis Software v5.2 (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA).

Para realizar el analisis estadistico se confeccion6 una
base de datos con la informacién obtenida de la recoleccién
de los datos epidemiolégicos basicos, de los analisis de
laboratorio y de los estudios histopatoldgicos y de biologia
molecular, para cada paciente. Se recolecté de cada paciente
la siguiente informacion: sexo, edad, tabaquismo, anteceden-
tes familiares de cancer, antecedentes personales de otras
neoplasias, localizacion del tumor, tamafo tumoral, presencia
de obstruccion o perforacion al diagnéstico, metéstasis gan-
glionares, metastasis a distancia, estadio TNM, presencia de
invasion vasculo-linfatia, y grado de diferenciacion histoldgica.
La informacion recolectada se examiné mediante un analisis
descriptivo para clasificar, representar y resumir los resulta-
dos, lo cual nos permitié sintetizar la informacion contenida
en los mismos. Asimismo, se aplicaron técnicas de analisis
univariado y/o multivariado segun correspondiese. El método
estadistico usado es el chi cuadrado de Pearson con una
confianza del 95% (la condicidn de una diferencia significativa
esta dada por un p menor a 0.05).

Resultados

De los 60 pacientes estudiados, 29/60 (48%) eran mujeres
y 31/60 (52%) hombres, con una edad media de 61 afos
dentro de un rango etario entre 31y 90 afos. Tenian ante-
cedentes de tabaquismo 31/60 (52%), mientras que 23/60
(38%) presentaban antecedentes familiares de cancer y
11/60 (18%) tenian antecedentes personales de otras
neoplasias. La localizacion del tumor primario fue 12/60
(20%) en colon derecho, 4/60 (7%) en colon transverso,
24/60 (40%) en colon izquierdo y 20/60 (33%) en recto.
El diametro tumoral maximo tuvo un rango entre 1.1y 7.5
cm con un didmetro promedio de 3.8 cm. Fueron 6/60
(10%) T1, 6/60 (10%) T2, 21/60 (35%) T3, 22/60 (37%)
T4a y 5/60 (8%) T4b. El estudio de los ganglios regio-
nales determiné que 26/60 (43%) eran NO, 11/60 (18%)
N1, 9/60 (15%) N2a 'y 11/60 (18%) N2b. No presentaban
metastasis a distancia (M0) al momento del diagndstico
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41/60 (68%) casos y 18/60 (30%) si los presentaban.
Fueron estadificados de acuerdo a la clasificaciéon TNM:
9/60 (15%) en estadio |, 16/60 (27%) en estadio Il, 17/60
(28%) en estadio Ill y 18/60 (30%) en estadio IV. Pre-
sentaban evidencias de invasion vasculo-linfatica 17/60
(28%) casos. Respecto a la diferenciacion del tumor,
12/60 (20%) eran adenocarcinomas bien diferenciados,
37/60 (62%) moderadamente diferenciados, 4/60 (7%)
indiferenciados y 7/60 (12%) tenian mas del 50% de
componente mucinoso.

No se encontraron diferencias significativas entre el
estado mutacional del gen KRAS (7 mutaciones validadas)
y el género (chi=0.00 p=1.00), laedad (t=0.70 p =0.48),
el tabaquismo (chi = 0.00 p = 1.00), los antecedentes
familiares de cancer (Fisher’s exact = 0.03), los antece-
dentes personales de otras neoplasias (Fisher’s exact
= 1.00), la localizacién del tumor (chi = 6.52 p = 0.16),
el tamafio tumoral (t = 1.01 p = 0.32), la invasion de la
pared coldnica (T) (Pearson chi?(5) = 2.00 Pr = 0.85),
las metéastasis ganglionares (N) (chi= 3.63 p = 0.46), las
metastasis a distancia (M) (chi=2.36 p = 0.50), el estadio
TNM (Pearson ch?(5) = 5.70 Pr = 0.34), el estadio TNM
con subestadios (ch i= 9.37 p = 0.40), la presencia de
invasion vasculo-linfatica (chi=2.08 p = 0.35), y el grado
de diferenciacion histoldgica (chi=0.17 p = 0.98).

El andlisis de los resultados de la secuenciacion de
los diferentes exones determiné que:

1. Cododn 15 del exdn 2 del gen KRAS: 60/60 (100%)
fueron wild-type y 20/60 (33%) presentaban el polimor-
fismo G15G (GGC>GGT). De los 20 pacientes con este
polimorfismo, 7/20 (35%) pertenecian al GrupoWT y 13/20
(65%) al GrupoMT. De los 13 pacientes del GrupoMT, 11
individuos tenian mutado el codén 12, y 2 individuos el
13 (Tabla 1).

2. Codon 61 del exén 3 del gen KRAS: 59/60 (98%)
fueron wild-typey en 1/60 (2%) se encontraba mutado en
E61R (CAA>CGA). Este Unico caso mutado es también
G12V (GGT>GTT) y G15G (GGC>GGT), tnico tumor con
3 fendmenos genéticos en el mismo gen (Tablas 1y 3).

3. Codon 600 del exdn 15 del gen BRAF: 51/60 (85%)
fueron wild-type y 9/60 (15%) presentaban mutacion.
De los 9 casos mutados, 4/9 (44%) correspondian al
GrupoMT, mientras que 5/9 (56%) correspondian al Gru-
poWT, aumentando asi el numero total de casos mutados
(Tabla 3). En los 9 casos mutados se observaron 4 mu-
taciones: 4/9 (44%) para V600G (GTG>GGG), 3/9 (33%)
VB600E (GTG>GAG), 1/9 (11%) V60OL (GTG>TTG) y 1/9
(11%) V600M (GTG>ATG). Las diferentes mutaciones
presentaron una impronta distinta en ambos grupos, mien-
tras que en el GrupoMT predominé la mutaciéon V600G
(3/4,75%), en el GrupoWT predominé la mutacion V600E
(3/5, 60%). Ademas esta Ultima mutacién se presentd
exclusivamente en el Grupo WT (Tabla 3).

El andlisis total de las mutaciones se puede observar
en la Tabla 4, solo 25/60 (42%) pacientes serian abso-
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TABLA 1.— Estado mutacional y polimorfismo del gen KRAS

Codén KRAS 12 13 15 61
wild-type 33/60 57/60 60/60 59/60
Mutado 27/60 3/60 0/60 1/60
wild-type + G15G 9/33 (27%)  18/57 (32%)  20/60 (33%)  19/59 (32%)
Mutado + G15G 11/27 (41%) 2/3 (66%) 0 1/1 (100%)

TABLA 2.— Estado mutacional del codon 15 del gen KRAS en relacion al estado
mutacional del gen KRAS para los codones 12y 13

KRAS mutado KRAS wild-type Total general
coddén 12+13 codén 12+13

Codon 15 del gen KRAS (n = 30) (n = 30) (n = 60)
wild-type 17/30 23/30 40/60
Mutado 0/30 0/30 0/60
Polimorfismo 13/30 7/30 20/60

(chi = 1.87, p = 0.18)

TABLA 3.— Estado mutacional del codén 600 del gen BRAF en relacion al estado
mutacional del gen KRAS

KRAS mutado KRAS wild-type  Total general

codoén 12+13 codén 12+13

Codon 600 del gen BRAF (n = 30) (n = 30) (n = 60)
BRAF wild-type 26/30 25/30 51/60
BRAF mutado 4/30 5/30 9/60
VB00E (GTG > GAG) 0 3/5 3/9
V600L (GTG > TTG) 0 1/5 1/9
V600G (GTG > GGG) 3/4 1/5 4/9
V600M (GTG > ATG) 1/4 0 1/9

(chi=6.02, p = 0.20)

TABLA 4.— Estado mutacional de los codones 12, 13, 15 y 61 del gen KRAS y
del codon 600 del gen BRAF

A) 12 13 15 61 600
wild-type 33 57 60 59 51
Mutado 27 3 0 1 9
B) wild-type totales 33 se restan 3
30 0
30 0~
30 se restan 5#
25

A) mutaciones individuales y B) sumatoria de casos wild-type para los 5 codones analizados.
*No se resta el caso porque ya pertenecia al GrupoMT (E61R+G12V+G15G). #Se restan 5/9
casos porque los 4/9 casos restantes pertenecian al GrupoMT.
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lutamente wild-type si se realizara la sumatoria de los 5
codones. Si solo se tuviese en cuenta la mutacién V600E
del gen BRAF, que es la responsable comprobada de una
activacion constitutiva de la proteina, con su consiguiente
oncogenicidad, el numero de pacientes totalmente wild-
type para los codones estudiados seria 28/60 (47%).

Discusién

El andlisis de las caracteristicas epidemioldgicas de los
individuos (género, edad, tabaquismo, antecedentes fa-
miliares de cancer, y antecedentes personales de otras
neoplasias), e histologicas del tumor (localizacién del
tumor, tamafno tumoral, invasion de la pared colonica,
metastasis ganglionares, metastasis a distancia, estadio
TNM, presencia de invasion vasculo-linfatica, y grado de
diferenciacion histoldgica) no arrojo diferencias significa-
tivas entre los distintos grupos de mutaciones estudiadas
(GrupoWT vs. GrupoMT). No se encontraron marcadores
histopatoldgicos para los tumores mutados (GrupoMT).
Estos resultados son concordantes con los publicados
por Weichert y col., donde no se hallaron diferencias sig-
nificativas en los parametros histoldgicos respecto de la
determinacion de KRAS por diferentes métodos®. Existen
escasas publicaciones que aborden un analisis minucio-
so de las caracteristicas histolégicas de los canceres
colorrectales y su correlacion con el estado mutacional
de KRAS y BRAF. Las caracteristicas histoldgicas de los
tumores analizadas en nuestro trabajo, asi como los datos
epidemioldgicos, no demostraron relacion significativa
con ninguno de los estudios moleculares realizados en
este trabajo.

El estudio adicional de los codones 15 del exén 2y 61
del exén 3 del oncogen KRAS permitié encontrar, dentro
del GrupoMT, un paciente con tres fendmenos genéticos
concomitantes (G12V, G15G y E61R). Estos resultados
difieren con los obtenidos por Richman y col., quienes
encontraron 23/711 (3% de mutaciones en el codén 61 en
pacientes wild-type para los codones 12 y 13 del mismo
gen'. El codon 15 presenta una tasa del 33% (20/60) de
polimorfismo, debido a que no evaluamos supervivencia ni
respuesta, no podemos determinar la importancia de este
polimorfismo como posible factor predictivo/prondstico.

Realizar, en todos los casos con KRAS wild-type
(GrupoWT), el estudio complementario del codén 600 del
exon 15 del gen BRAF permitié identificar un subgrupo
de individuos que podrian tener un comportamiento bio-
I6gico diferente y por lo tanto una respuesta diferente a
la terapia. El estudio adicional del codon 600 agregd un
numero importante de casos mutados totales (5/30, 17%).
De esta manera el genotipo de estos pacientes estaria
determinando una resistencia al tratamiento monoclonal
que no fue detectada en la primera etapa del trabajo. Este
porcentaje es significativamente mayor que el publicado
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por Laurent-Puig y col, y Di Nicolantonio y col., quienes
encontraron un 3% y un 10% respectivamente de casos
mutados para BRAF dentro del subgrupo KRAS wild-
type”®. Por otra parte, encontramos 4/30 (13%) BRAF
mutado dentro del GrupoMT, lo cual representa otra
diferencia ya que los estudios antes mencionados sélo
encontraron mutaciones en el GrupoWT y sostienen que
ambas son excluyentes. La importancia de este hallazgo
es que el agregado de una segunda mutacion podria
estar determinando un fenotipo tumoral diferente, aun
no descripto ni evaluado. Ambas diferencias pueden ser
explicadas por la metodologia utilizada, dado que en
nuestro trabajo usamos PCR-secuenciacion por método
Sanger y en los otros dos trabajos se us6 discriminacion
alélica con sondas TagMan. De esta forma si tuviésemos
que hacer una comparacion certera, solo 3/30 (10%)
pacientes del GrupoWT tenia la mutaciéon V600E, unica
mutacion detectada por el método TagMan. Por otro
lado, dada esta limitacion del método TagMan para este
tipo de analisis, en el GrupoWT, si solo pudiésemos ver
la mutacion V600E, no hubiésemos hallado las mutacio-
nes V600G y V600M. Esto sugiere que seria necesario
agregar el estudio del codon 600 del exén 15 del gen
BRAF a todos los pacientes con KRAS wild-type antes
de instaurar el tratamiento con anti-EGFR para identificar
dentro de este subgrupo una mayor cantidad de casos
que no responderan positivamente a la terapia. Cuando
comenzamos a estudiar el KRAS se desconocia la res-
puesta diferencial al tratamiento segun el tipo de mutacion
que el tumor del paciente poseia en los codones 12y 13,
por lo tanto seguimos creyendo conveniente el estudio de
todas las posibles variaciones genéticas del codon 600 del
gen BRAF, que posiblemente, al igual que como ocurrié
con el KRAS, en un futuro estas alternativas genéticas
puedan tener implicancia clinica.

La adicion de defectos genéticos en una via de sefia-
lizacién determinada podria modificar el fenotipo tumoral.
En nuestro trabajo realizamos un estudio exhaustivo de
la via de sefalizacion MAP/ERKs y de ese andlisis se
desprendieron cuatro datos interesantes: un paciente
con tres fendmenos genéticos concomitantes en el gen
KRAS (G12V, G15G y E61R), 3/30 (10%) pacientes del
GrupoWT con la mutacién V600E, dicha mutacion solo se
encontré en el GrupoWT, y encontramos, dentro del Gru-
poMT, 4/30 (13%) individuos con BRAF mutado (V600G
y V60OM). A pesar del bajo numero de casos estudiados,
este trabajo podria ser considerado un generador de
hipétesis, porque de confirmarse estos resultados con
un numero mayor de casos, los métodos de andlisis de
las mutaciones tumorales, asi como también la descrip-
cion precisa del tipo de mutacién, podrian modificar el
tratamiento.

En conclusion, no se encontrd relacion entre las carac-
teristicas clinico-histoldgicas de los tumores de individuos
con diagndstico de cancer colorrectal y el estado mutacio-
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