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Antecedentes del tema:

El cancer es una enfermedad extendida a nivel mundial que causa millones de muertes al afio.
Tan solo en 2010, un total de 7,98 millones de personas murieron a causa de esta enfermedad.
En 2014 la estimacién de muertes que producira es de 585.721 en Estados Unidos, de las cuales
un 10% se deberan al cancer colorrectal (1).

El cancer incluye a un amplio grupo de patologias que se caracterizan por un crecimiento
anormal de las células. Estas se dividen y crecen incontrolablemente invadiendo el tejido normal
y comprometiendo su funcion. Las células cancerosas se caracterizan por carecer del control
reproductivo que requiere su funcion original. Otra caracteristica de estas células es su
capacidad para extenderse a través del sistema linfatico o de la sangre a otras partes del cuerpo,
fendmeno conocido como metéstasis. EI cancer por lo tanto, podriamos definirlo como un grupo
de células que crece incontrolablemente y que forma masas difusas que pueden distribuirse e

invadir otros 6rganos del cuerpo.

La morbi-mortalidad del cancer ha ido aumentando ampliamente desde 1990 en gran parte

debido a los cambios en los estilos de vida de la poblacion.
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Figura 1. Incidencia del cancer mundial

A pesar de todos los avances en la investigacion aun hoy en dia es casi imposible conocer la
etiologia concreta del cancer ya que la mayoria de los canceres tienen su origen en causas

maltiples.

Aunque el cancer se define como una enfermedad primariamente relacionada con el ambiente,
ya que el 90-95% de los casos se asocia a factores que nos rodean y solamente un 5-10% se
asocia a factores genéticos, el mayor factor de riesgo en el desarrollo del cancer es la edad, ya

que la mayoria de poblacién diagnosticada de céncer es mayor de 65 afios. “Si viviéramos lo



suficiente todos acabariamos teniendo cancer” (2). Esto es debido a que con los afios se van
acumulando errores en el ADN que finalmente desencadenan el crecimiento incontrolado de las
células.

Se entiende como factores medioambientales todo lo que no es heredado como el estilo de vida,
factores econdémicos, de comportamiento, etc. De estos factores los mas destacados Yy
relacionados con el cancer son: el tabaco, la obesidad, la radiacion, el sedentarismo y los
contaminantes medioambientales.

Como se ha comentado, la mayoria de los canceres son esporadicos. Se considera que solo un
0,3% de la poblacion general es portadora de alguna mutacion genética asociada a un elevado
riesgo de padecer cancer y estas mutaciones son responsables de un 3-10% del total de los casos
de cancer. Un ejemplo de ello son las familias que presentan mutaciones en los genes BRCAL y
BRCAZ2. Estas familias tienen una alta probabilidad (méas del 75%) de desarrollar cancer de

mama y de ovario (3).

Ademas, algunas hormonas desempefian un papel importante en el cancer ya que estimulan el
crecimiento celular. Los factores de crecimiento similares a la insulina y sus proteinas de unién
son claves en la proliferacion de las células cancerosas, su diferenciacion y apoptosis, por
ejemplo los mayores niveles de estrdgenos y progesterona se asocian a mayor riesgo de cancer
de mama (4).

Por consiguiente el cancer estd causado por un gran namero de alteraciones y mutaciones
sistémicas.

Las células cancerosas pueden ser muy diferentes pero cumplen 6 caracteristicas comunes:
autosuficiencia en el crecimiento, falta de respuesta a sefiales en contra del crecimiento, evasién
de la muerte celular o apoptosis, potencial de replicacidon ilimitado, induccion y mantenimiento

de la angiogénesis y capacidad de invasion de tejido o metastasis.

La metastasis es la propagacién del cancer a otros lugares del cuerpo lejos del tumor original. El
nuevo tumor se denomina tumor metastasico mientras que el original es el primario. Los pasos
que sigue el proceso de metastasis son: Primero, la entrada al torrente sanguineo o al sistema
linfatico, a continuacion la circulacion por el cuerpo y la salida en el tejido diana y por ultimo la
proliferacién y la angiogénesis. La mayoria de muertes originadas por el cAncer son debidas a la
metastatizacion del tumor primario a otras partes del organismo siendo las mas comunes los

pulmones, el higado, el cerebro y los huesos por ser las zonas mas irrigadas del organismo.

Los signos y sintomas que produce el cancer dependen en gran medida de la localizacién del

tumor. Estos se producen por el crecimiento de la masa y la invasion de los tejidos propios del



cuerpo. El comienzo de esta enfermedad no crea ningin sintoma ni signo de alarma ya que
sintomas como el dolor que es mas apreciable no suelen aparecer hasta estadios muy
avanzados. Pocos de los sintomas son especificos para el cancer ya que pueden ser asociados a
maltiples patologias mas leves. Por un lado, pueden aparecer sintomas locales que se producen
por el crecimiento de la masa o por la ocupacion de zonas importantes para la vida pero la

mayoria de ellos son leves y pueden pasar desapercibidos.

Respecto a los signos y sintomas sistémicos, el cancer crea signos inespecificos ya que produce
pérdida de peso, fiebre, cansancio y cambios troficos en la piel. Ademas ciertos canceres pueden
crear sintomas especificos llamados sindromes paraneoplasicos. Estos son un conjunto de
sintomas creados por sustancias proteicas procedentes del tumor que activan diversas vias

alternativas. Un ejemplo es la policitemia que se puede observar en los canceres hepaticos.

Gen afectado Funcién

ATP5B (5) Produce ATP desde ADP en la presencia de un
gradiente de protones a través de la membrana

S100A6 (6) Secrecion de insulina Ca** dependiente

UBB y UBC (7) Degradacion de proteinas

TP53 (8) Supresor de tumores

APC (9) Supresor de tumores

RAS (10) Codifica para una proteina que interviene en
diversos procesos que promueven la division
celular

BRAF (11) Interviene en las vias que regulan el

crecimiento celular

Tabla 1. Diversas mutaciones que suceden en el cancer.

El cancer es fundamentalmente una patologia debida al fallo de la regulacién del crecimiento de
las células. Este crecimiento esta controlado por diversos genes que tras una mutacion pueden
promover el crecimiento celular y la carcinogénesis. Estos genes se denominan oncogenes. Para
luchar contra las alteraciones que se producen en los oncogenes existen los genes supresores de
tumores que inhiben la division celular y la supervivencia de las células que crecen sin control.
Normalmente para que una célula normal pase a ser célula tumoral hacen falta cambios en

varios genes.



Los cambios genéticos que se producen en la carcinogénesis pueden ocurrir en niveles
diferentes. Pueden ser errores en la mitosis que hagan que la célula sume o pierda un
cromosoma entero, aunque el cambio mé&s comudn es la mutacién en las secuencias de
nucledtidos del ADN gendmico. Los cambios de estos nucleétidos pueden suceder en las
regiones codificadoras de proteinas (exones), y pueden afectar a la expresion del ADN y a los
productos creados posteriormente. Ademas, existe la amplificacion genémica con la cual la
célula puede ganar mas de 20 copias de pequefios lugares cromosémicos que normalmente

contienen uno 0 Mas oncogenes.

Otro método seria la translocacion que ocurre cuando dos lugares cromosomicos sin relacion se
fusionan (por ejemplo, la translocacion del cromosoma Philadelphia, entre los cromosomas 9 y
22, en la leucemia mieloide cronica) (12). Por otro lado, varios factores medioambientales hacen
que las células sean propensas a esta clase de alteraciones. Algunos de estos factores pueden ser
sustancias denominadas carcindgenas, heridas repetidas en lugares concretos, radiaciones

ionizantes o la hipoxia.

La transformacion de las células normales en tumorales es un proceso de reaccion en cadena
que tarda un tiempo en suceder. Primero, se producen cambios o pequefios errores en la mitosis,
después pasan a ser mas severos por el aumento de copias con ese error. Esto hace que la célula
vaya progresivamente escapando al control del crecimiento celular normal. Cuando el cancer ha
empezado a desarrollarse este proceso pasa a denominarse evolucion clonal y da lugar a estadios

mas invasivos.

Por otro lado en la carcinogénesis influyen los factores epigenéticos que afectan a la capacidad
de reparacion de los genes. Estas alteraciones se refieren a modificaciones importantes en el
genoma que no tengan que ver con cambios en la secuencia de nucleétidos. Ejemplo de esto son
las metilaciones del ADN (adicién o perdida de un grupo metilo -CHjs), las modificaciones de
las histonas (proteinas que forman la cromatina junto al ADN) o los cambios en la estructura de
los cromosomas (como las causadas por expresiones inapropiadas de proteinas como el
HMGA2 y el HMGA1) (13). Esto sucede debido a que estos factores pueden alterar la
expresion génica sin alterar la secuencia del ADN. Por ejemplo, en los cénceres colorrectales

hay una gran parte de ellos que presentan ciertas series de genes hipermetilados (14).

La mayoria de los canceres son reconocidos por sus signos y sintomas o mediante el screening
especifico de cada tipo de cancer. Ninguna de las pruebas lleva a un diagnéstico definitivo pero

sirven de aproximacidn para confirmarlo después mediante el analisis de tejido (biopsia).

Para el diagndstico del cancer colorrectal (CCR) se utilizan una serie de pruebas ya que es

comln a medida que progresa la edad. La primera y mas sencilla de ellas es el analisis de las



heces en busca de sangre oculta. Si el resultado de la prueba es positivo, se completa el estudio
con una colonoscopia para determinar el origen del sangrado (pélipos, tumores, hemorroides,
etc). Esta prueba se utiliza para el cribado del cancer colorrectal.

En los Gltimos afios se ha creado el TEP (tomografia por emision de positrones) que es una
técnica de diagndstico que permite visualizar el metabolismo del cuerpo humano. La imagen se
obtiene gracias a los tomdgrafos que son capaces de captar los fotones gamma emitidos por el
paciente. Estos fotones se producen por la aniquilacion entre un positrén emitido por el
radiofarmaco que se inyecta y un electron cortical del cuerpo del paciente. Este método es muy
eficaz para la localizacion de tumores porque se basa en la deteccion de fluorodesoxiglucosa
radiactiva (18FDG) ya que el radiofarmaco emisor de positrones de utilidad médica mas
utilizado es el FlGor-18. Asi se muestran las areas con metabolismo glucémico elevado, que es

una caracteristica de los tejidos neoplésicos.

También se realizan analisis de sangre en busca de anemias por la pérdida de sangre o para
monitorizar los niveles de los marcadores tumorales (CEA y CA19-9). El antigeno
carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina sintetizada por el cromosoma 19 que aparece
elevado en gran parte de los pacientes con cancer colorrectal. El antigeno carbohidrato 19-9 o
antigeno sializado de Lewis (CA 19.9) también es una glicoproteina que es mas especifica ya

que solo aparece elevada en procesos gastrointestinales.

Para la visualizacién directa se realiza la colonoscopia o la sigmoidoscopia. En ambas pruebas
se utiliza un endoscopio para la visualizacién y localizacion del tumor. Mediante esta técnica
ademas se puede realizar una biopsia, es decir, tomar una pequefia muestra del tejido para
estudiarlo en detalle. Esta muestra sirve también para realizar estudios para aproximar la
etiologia o la estrategia de tratamiento del cancer. Entre ellos destacan las pruebas genéticas en
las que se podrian detectar cambios en genes que afectarian al tratamiento. En el caso del cancer
colorrectal destaca el analisis de la familia de los genes RAS que aparecen mutados en 4 de cada

10 pacientes con esta patologia.

También se puede efectuar una prueba para determinar la inestabilidad de los microsatélites.
Esta prueba se realiza también para la eleccion de tratamientos y para la deteccién de los
pacientes con cancer de colon hereditario sin poliposis ya que su analisis ayuda a plantear las
pruebas de deteccion adicionales y las posibilidades de tratamiento. Ademas, en el cancer
colorrectal la inestabilidad puede aparecer en estadios tempranos, lo que modificaria la

estrategia de tratamiento.

Antes de empezar el tratamiento, es de vital importancia la clasificacion del tumor segun

estadios predeterminados. Los utilizados en este trabajo son los estadios TMN que miden la



extension del tumor, su diseminacion y la presencia de metéstasis y los de DUKES modificados,
que utilizan las letras que van desde la A hasta la D y corresponden a las siguientes fases de la
enfermedad: estadio A: lesion limitada a la mucosa, sin afectacion ganglionar, estadio B1: el
tumor afecta a parte de la pared del colon o el recto, sin atravesarla ni afectar a los ganglios,
estadio B2: afecta a toda la pared sin invasion ganglionar, estadio C: la enfermedad puede
afectar a parte o a toda la pared, con afectacion ganglionar, estadio D: existe afectacion de otros
organos alejados (metéstasis).

Respecto al tratamiento existen varias opciones pero las mas extendidas son la quimioterapia, la

radioterapia y la cirugia.

La radioterapia utiliza las radiaciones ionizantes con el fin de destruir las células cancerosas y
reducir el tamario del tumor. El efecto derivado de la radioterapia se basa en el dafio producido a
su material genético que hace que se conviertan en células que no pueden dividirse. Por otro
lado, la radioterapia dafia tanto a las células normales como a las cancerosas pero un porcentaje
de las normales pueden recuperarse después. Existen varios tipos de radioterapia: la
braquiterapia que consiste en la colocacion de fuentes radiactivas encapsuladas dentro o en la
proximidad de un tumor para evitar la difusion de la exposicion a otras partes del cuerpo y la
radiacion externa en la que hace falta un acelerador lineal y el paciente debe acudir de manera

ambulatoria a recibir el tratamiento.

Respecto a la quimioterapia, existen dos tipos de combinaciones de farmacos muy utilizadas. La
primera es la denominada FOLFOX, formada por cido folinico, 5-Fluorouracilo y oxaliplatino.

La segunda es la combinacion FOLFIRI en la que se sustituye el oxaliplatino por irinotecan.

El &cido folinico es un adyuvante y muestra una actividad vitaminica similar a la del acido
félico pero no se ve afectada por la inhibicién del &cido félico. Por esto, el acido folinico
permite que siga llevandose a cabo algo de sintesis de purinas y pirimidinas permitiendo asi un
grado de replicacion normal del ADN vy transcripcién del ARN. En el caso de esta combinacion
el acido folinico no se emplea como protector sino que aumenta el efecto del fluorouracilo por
medio de la inhibicidn de la enzima timidilato sintasa que es una enzima que cataliza la creacién

de timidilato, esencial para la creacion de timina.

El 5-Fluorouracilo es un antimetabolito, es decir inhibe 0 compite con un metabolito especifico.
Este farmaco bloquea la metilacion del acido desoxiuridilico a acido timidilico mediante la
inhibicién de la enzima timidilato sintasa. Esto hace que la replicacion del ADN sea imposible
deteniendo asi el crecimiento celular. En las células produce un desequilibrio metabolico que

resulta en la muerte de la célula. Este farmaco afecta en mayor medida a las células tumorales



porque su nivel de replicacion es mas alto y porque utilizan preferentemente el uracilo para la
sintesis de timina. Ademas, tiene gran eficacia porque se une de forma irreversible a la enzima
timidilato sintasa, esencial para la sintesis de nucleétidos de timina necesarios para la sintesis
del nuevo ADN.

El oxaliplatino es un farmaco que pertenece a la tercera generacion de los derivados de platino y
se diferencia en su espectro de actividad comparado con el resto de su familia. El oxaliplatino es
un inhibidor de la sintesis de ADN que utiliza un ligando portador diferente al resto lo que le
confiere mayor actividad y espectro. Por otro lado, se considera un tratamiento de eleccion
porque su nefrotoxicidad y su mielotoxicidad son menores. Este farmaco muestra un amplio
espectro de actividad citotoxica in vitro y de actividad antitumoral in vivo. Su mecanismo de
accion se basa en que los derivados hidratados resultantes de la transformacion del oxaliplatino
interaccionan con el ADN formando puentes intra e intercatenarios que entrafian una

interrupcion de la sintesis de ADN.

Como se ha mencionado, en la combinacion FOLFIRI se sustituye el oxaliplatino por
irinotecan. El irinotecan es un derivado semisintético de la camptotecina; este compuesto ha
demostrado tener una actividad antitumoral por la inhibicion de la topoisomerasa-1, enzima
importante para la replicacion y la transcripcion. EI mecanismo de accion se basa en que la
topoisomerasa relaja las torsiones del ADN para su replicacion. Esto tiene lugar en la inhibicion
de la tercera fase de accion de la enzima en la que se reconstituye la cadena de ADN después de
la relajacion de sus torsiones para su replicacion. Por lo tanto, la inhibicién de esta fase
impediria la reconstitucion del ADN que ya no seria valido para la siguiente replicacion.
Ademas, debido a la accién de la topoisomerasa, que rompe la cadena para relajar estas
torsiones, se puede dar una ruptura irreversible del ADN que llevaria a la muerte celular. Por
Gltimo, se ha demostrado que los niveles de topoisomerasa-1 son mas elevados en canceres

colorrectales, lo que afectaria en mayor medida a estas células.

Como tratamiento del cancer colorrectal también existe la cirugia. Para la cirugia es primordial
realizar un buen diagnédstico y estadio del cancer ya que la estrategia seria completamente
diferente dependiendo del estadio. Si se confirma que el cancer es local y que no hay
posibilidad de que se haya diseminado puede ser extraido mediante una escision local que se
puede realizar al mismo tiempo que la colonoscopia. Otros tipos de cancer conllevan cirugias
mayores. En estos se realizarian colectomias, es decir, la reseccién del fragmento completo de

colony la unién de los extremos.



Otra de las alternativas para el tratamiento del cancer colorrectal serian los anticuerpos
monoclonales que son anticuerpos mono-especificos porque se generan a partir de células del
sistema inmune idénticas y por lo tanto poseen una afinidad por un solo epitopo.

Gracias a los avances cientificos se pueden crear anticuerpos monoclonales que se unan a
cualquier sustancia. Por esta razdn, en los Gltimos afios se han disefiado algunos que se unen
especificamente a antigenos de las células cancerigenas y originan la activaciéon de una
respuesta inmune en ellas. Entre ellos los mas importantes para el tratamiento del cancer

colorrectal son Bevacizumab, Cetuximab y Panitumumab.

El Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a una proteina
denominada factor de crecimiento del endotelio vascular (VEFG). Esta proteina es necesaria
para el crecimiento de los vasos sanguineos dentro del tumor que hacen que las células de este
puedan ser suplidas de nutrientes y oxigeno. Cuando el Bevacizumab se une a la proteina inhibe
su actividad bilégica privando asi a las células tumorales de nutrientes e impidiendo su

crecimiento.

El Cetuximab y el Panitumumab se unen al antigeno conocido como factor de crecimiento
epidérmico (EFGR) y lo bloguean. De este modo, la célula no recibe los mensajes quimicos
necesarios para su crecimiento y replicacion. El Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal
humanizado contra el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Por lo
tanto, en los tumores que expresan HER2 el Trastuzumab inhibe su proliferacion bloqueando el
receptor. Ademas, este anticuerpo monoclonal es un potente mediador de la citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpos en las células que sobreexpresan el HER2 (15).
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Figura 2. Accidn de los anticuerpos monoclonales en las via de las MAPK
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La via de las MAPK es una importante ruta de transduccion de sefiales relacionadas con el
cancer que llevan las sefiales desde un receptor en la membrana celular hasta el ADN. Esta via
también es conocida como la via Ras-Raf-MEK-ERK.

En primer lugar el factor de crecimiento epidérmico (EGF) se une a su receptor (EFGR) en la
membrana celular y activa la tirosina quinasa del receptor citoplasmatico. A este receptor se le
une la proteina GRB2 que contiene un dominio SH, Posteriormente la proteina GRB2 se une al
factor de intercambio de guanina SOS gracias a los dominios SH3. Cuando este complejo se une
al receptor fosforilado activa SOS lo que promueve la pérdida de un GDP y la ganancia del GTP
en una proteina de la familia RAS (generalmente K-Ras o H-Ras) que queda activada. Esta
proteina Ras activa a la proteina quinasa de RAF. Después la RAF quinasa activa MEK (MEK 1
y MEK?2) se fosforila y activa la mitogen-activated protein kinase (MAPK). Una de las
actividades de MAPK es que altera la traduccién de los mMRNA.

Ademas, la MAPK regula la accién de muchos factores de transcripcion lo que le confiere
actividad para la proliferacién celular, aumenta la supervivencia de las células y favorece la
angiogénesis. Por esta razon, la presencia de mutaciones en una de estas proteinas
intermediarias, como Ras, puede llevar a la creacion de células tumorales con gran capacidad de

proliferacidén, menor tasa de apoptosis, capacidad de angiogénesis y capacidad de invasion.

En este trabajo se estudia la funcion de uno de los genes especificos de la familia RAS, el
NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog). EI NRAS como todos los genes de la
familia RAS codifican unas proteinas G monomeéricas con actividad GTP hidrolasa. Este gen
esta localizado en el brazo corto del cromosoma 1 en la posicion 13.2 (figura 3). La proteina que
codifica puede presentar dos conformaciones: la activa cuando aparece unida al GTP y la

inactiva cuando aparece unida al GDP.

El gen NRAS contiene 7 exones que dan lugar a diferentes transcritos. La proteina NRas se
activa por factores de intercambio de nucle6tidos de guanina como SOS. Ademas, las
mutaciones en el gen estan relacionadas con diversos tipos de canceres puesto que la proteina
esta relacionada con el crecimiento celular. Estas mutaciones suelen producirse en los codones
12, 13 y 61 y se traducen en una activacion de la proteina sin necesidad de ninguna sefial
externa a la célula que da lugar a un crecimiento celular desproporcionado. ElI gen NRAS
aparece mutado en el 3% de los pacientes con cancer colorrectal pero aun asi su estudio resulta

de vital importancia para la terapia con anticuerpos monoclonales

La importancia de este gen en el tratamiento del cancer colorrectal reside en que la presencia de

mutaciones produce alteraciones en la proteina que codifica, que como consecuencia se activa
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sin seguir las vias de sefializacion normales. Los anticuerpos monoclonales Cetuximab y
Panitumumab que se utilizan en el tratamiento del CCR metastésico, se unen al antigeno EFGR
y lo bloquean. Pero si alguno de los genes de la familia RAS (situados mas abajo en la ruta
metabdlica) estd mutado, la cascada de reacciones permanece continuamente activada y no se
produce el blogueo de la misma con el anticuerpo utilizado. Ciertos estudios demuestran la
relacion que existe entre la familia de genes RAS vy la respuesta a estos farmacos (16, 17,18)
pero el porcentaje de NRAS mutados es menor gque en el KRAS. Esto hace que para indicar el
tratamiento con alguno de los dos anticuerpos monoclonales se ha de realizar en primer lugar el
estudio molecular del gen KRAS y en caso de no encontrar mutacion, se realizara el del gen
NRAS.
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Figura 3. Localizacién del gen NRAS

Obijetivos

Identificar las mutaciones del gen NRAS en el ADN procedente de muestras de tejido de
pacientes con cancer colorrectal para verificar su relacidon con el mismo y con la respuesta a los

tratamientos para esta patologia.

Material y métodos

1. Seleccidn de la muestra.

La muestra fue extraida de 84 diferentes pacientes con cancer colorrectal en diferentes estadios
para analizar las mutaciones producidas en el gen NRAS. La edad de los pacientes estaba entre
46 y 88 afios siendo la media de 69,08 afios de edad. El grupo estaba formado por 57 varones y

24 mujeres. Todos los integrantes del grupo se sometieron a cirugia de la cual fue extraida la
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muestra de tejido. Los pacientes se registraron en una base de datos teniendo en cuenta el
estadio, la presencia o ausencia de metéstasis, el tratamiento y la supervivencia a diez afios. De
los 84 pacientes 10 recibieron radioterapia y 44 fueron tratados con diferentes quimioterapicos y
adyuvantes. Ademas, el 46% de los pacientes presenté metéstasis en diferentes localizaciones.

Los pacientes fueron estadificados por la escala TNM (T-tumor (extension tumoral), N-
diseminacion a los ganglios linfaticos cercanos y M-metastasis). Los pacientes incluidos en este
estudio se agruparon en los siguientes estadios: T2-4, NO-2, M 0-1.

2. Extraccion del ADN.

Para la extraccion del ADN se utiliz6 el kit QIAmp DNA mini Kit (de Quiagen, Izasa, Madrid).

Para la utilizacion del kit se siguieron los siguientes pasos:

1. Se tom6 una muestra de tejido tumoral inferior a 25 mg que luego se distribuyé en
partes mas pequefias que se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 ml. A ese tubo se le
afladieron 180 ul de Buffer ATL, una solucién para la lisis de tejido y 20 ul de
proteinasa K, una enzima cuya funcion es la digestion general de proteinas.

2. Se homogeneizd la muestra con un agitador y se dejo incubar en una placa térmica a
56°C para conseguir la lisis del tejido. (De 1-3 horas).

3. Se afiadieron 200 ul de Buffer AL, una solucion capaz de destruir las membranas
celulares dejando el ADN expuesto, a la muestra y se realiz6 una incubacién durante 10
minutos. Luego se le realiz6 una homogenizacién de 15 seg. con el agitador y se
centrifugd un par de segundos para recoger las posibles gotas que se hubieran podido
quedar por el tubo.

4. Se afadieron 200 ul de etanol y se agitd para homogenizar la muestra. La mezcla
obtenida de estos tubos se depositd en las columnas de micro-centrifugacion
procedentes del kit y se centrifug6 durante un minuto a 8.000 revoluciones por minuto
(rpm).

5. Tras la centrifugacion se retir6 el tubo de recogida de la columna y se puso uno nuevo.
A continuacion, se afiadieron 500 pul de Buffer AW1 procedente del kit (soluciéon que
rompe cualquier enlace inespecifico de la muestra a la columna), y se realiz6 otra
centrifugacién de un minuto a 8.000 rpm. Una vez finalizada se desecho el tubo colector
o0 de recoleccién de la columna y se colocé uno nuevo.

6. Se afiadieron 500 pul de Buffer AW2, solucion para eliminar cualquier sal presente en la
alicuota, y se re realiz6 otra centrifugacion de 3 minutos a 8.000 rpm. Después se retir6
el liquido sobrante del tubo de recogida se volvid a poner y se centrifugé un minuto a

13.000 rpm para retirar los restos del Buffer AW2 de la columna.
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7. Se coloco la columna en un tubo de eppendorf de 1,5 ml y se afiadieron 200 pl de Buffer
AE, una solucidén que se compone de Tris-EDTA que suelta el ADN de la membrana y
sirve como medio de almacenamiento, dejando reposar durante un minuto la solucion.
Tras esto se realiz6 una centrifugacion de 1 minuto a 8.000 rpm. La mezcla obtenida en
este paso seria el ADN resultante que posteriormente se utilizé para el analisis.

Por ultimo, se cuantifico la cantidad de ADN obtenido utilizando un espectrofotémetro
(Nanodrop ND-100 spectrophotometer) y el programa asociado Nanodrop 1000 3.8.1. Para
minimizar los posibles ruidos de fondo se utiliz6 el Buffer AE procedente del mismo kit de
extraccion del ADN como blanco. Por cada muestra de ADN se realizd dos veces la medida

para verificar la calidad del ADN extraido.
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Figura 4. Resultado del espectrofotémetro

3. Reaccién en cadena de la polimerasa. (PCR)

La PCR es una técnica utilizada en biologia molecular que permite amplificar el ADN desde
pocas copias a millones mediante unos primers gque delimitan la zona a amplificar. Esta reaccion
se produce gracias a la tecnologia de los termocicladores que se programan para alternar

temperaturas elevadas y frias para desnaturalizar el ADN vy activar la accion de la enzima. Por

14



esta razon en las reacciones de PCR utilizan una ADN polimerasa llamada Taq polimerasa que

es una enzima termoestable que resiste los cambios de temperatura.

El ciclo que siguen las reacciones en los termocicladores es el siguiente: La muestra se calienta
a 95°C lo que produce la separaciéon de las hebras de ADN para su posterior replicacion.
Después, la muestra se enfria hasta 55°C para que los primers se unan a las cadenas de ADN
que estan separadas. Por Gltimo la temperatura se eleva a 72°C y la Taq polimerasa comienza a
sintetizar el nuevo ADN donde los primers se unieron al ADN. Por ultimo, se deja una fase de
72°C para asegurar que la enzima amplifica cualquier resto de ADN. Estas fases se denominan

desnaturalizacion, annealing, extension y elongacion final.

Esta reaccion se utilizé para conseguir multitud de copias de los exones de interés que después
se analizaron. Para esto se utilizaron primers especificos para los exones 2 y 3 por ser los
lugares mas frecuentes de mutaciones en el gen NRAS. Posteriormente tras la reaccion se
obtuvieron fragmentos amplificados con un tamafio de 121 y 143 pares de bases

respectivamente.

Para la realizacién de la PCR se utilizd el KAPA Taq HotStart PCR kit que contenia el Cloruro
magnésico (MgCl,) la Kapa Taq polimerasa y el buffer de la enzima. Ademas, se utilizaron
PCR-Grade water (de laboratorios Roche, Madrid), los dNTPs (Deoxynucleotide Triphosphate
SET, Manhain, Alemania) y los primers (IDT, Leuven, Belgium).

Los primers utilizados se disefiaron especificamente para la amplificacion de los exones 2 y 3
del gen NRAS con la siguiente secuencia: NRAS exon 2 Forward: 5° — CTG GTG TGA AAT
GAC TGA GTA CAA ACT GGT GGT- 3°, NRAS ex6n 2 Reverso: 5° — ACC TCT ATG GTG
GGA TCA TAT TC — 3°, NRAS ex6n 3 Forward: 5°- CAG GAT TCT TAC AGA AAA CAA
GT- 3° NRAS exo6n 3 Reverso: 5°- TTG ATG GCA AAY ACA CAG AGG AAG C-3’. (LaY
esCot).

La puesta a punto se realizd con diferentes concentraciones de DMSO y temperaturas que
oscilaron entre los 50 y los 60 grados. Para la eleccion de las condiciones de la reaccion se
analizaron 3 muestras con concentraciones diferentes y se realiz6 un gradiente de temperaturas
en el termociclador. El resultado de esta prueba fue que la temperatura de annealing éptima era

de 55° C, y que con 10% de DMSO se eliminaban las posibles inespecificidades de la reaccién.
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Figura 5. Electroforesis en gel de PCR de gradiente

La PCR se realiz6 en una campana de flujo laminar Telstar Mini-V/PCR, que es un equipo que
fuerza el aire del recinto a pasar por un filtro que crea una zona de trabajo libre de particulas de
hasta 0,1 micras. Antes de empezar la reaccion todo el material se dejé bajo rayos ultravioleta

durante 20 minutos.

Para la PCR se utilizaron los componentes antes descritos de esta forma: 6,3 ul de PCR Grade
water, 5 ul de KAPA Taq HotStart buffer 5x, 1,5 ul de MgCl, a una concentracién de 25 mM,
0,2 ul de dNTPs a una concentracion de 25 mM cada uno, y los 4 primers E2For, E2Rev,
E3For, E3Rev 1 ul de cada uno a una concentracion de 5 uM cada uno y por ultimo 0,5 ul de
KAPA Taq HotStart a una concentracion de 5 U/ pl.

Ademas, para aumentar la especificidad de la reaccién se utiliz6 DMSO. Se utilizaron 2,5 pl de
DMSO para que su concentracion final en el tubo de reaccion fuera del 10%. Posteriormente se
afiadieron 5 ul del ADN correspondiente de las muestras a analizar a una concentracion de 20
ng/ ul. Los fragmentos obtenidos fueron de 121 pares de bases para el exdn 2 y de 143 pares de

bases para el exdn 3.

Cuando se procedid al andlisis de las mutaciones con la técnica SNaPshot a partir de esos
fragmentos se comprobd que habia una amplificacion prioritaria del exén 3 y que el exén 2 se

amplificaba mucho menos por lo que se decidié amplificar el exén 2 por separado.

Para la PCR del exdn 2 se aumentd la concentracion de ADN a 15 ul a 20 ng/ul y se volvio a
ensayar un gradiente de temperatura y diferentes concentraciones de DMSO. Por lo tanto se
utilizaron los reactivos en las siguientes concentraciones: 0,8 ul de PCR Grade water, 5 ul de
KAPA Taq Hot Start buffer 5x, 1,5 ul de MgCl, a una concentracion de 25 mM, 0,2 ul de dNTPs
a una concentracion de 25 mM, y los 2 primers del exon 2 E2For, E2Rev, 1 ul de cada uno a
una concentracion de 0.2 uM y por ultimo 0,5 ul de KAPA Tag Hot Start. Ademas, las
condiciones utilizadas en el termociclador se revisaron mediante una PCR de gradiente y se

mantuvo todo igual menos la temperatura de annealing que se baj6 a 50°C.
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Las condiciones de PCR empleadas para esta PCR fueron: desnaturalizacion inicial de 3 min a
95°C, 35 ciclos de: desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, annealing 60 segundos a
55°C y extension 60 segundos a 72°C, una fase final de extension de 7 minutos a 72°C. Por
ultimo se programo6 una fase en el termociclador de 4°C hasta la colocacion de la reaccién en la
nevera para su posterior analisis. Para estas condiciones se uso un termociclador GeneAmp®

PCR system 9700 de Applied Biosystems.

4. Electroforesis en gel y purificacion.

La electroforesis permite separar especies quimicas (acidos nucleicos o proteinas) a lo largo de
un campo eléctrico en funcion de su tamafio y de su carga eléctrica. Los acidos nucleicos, ADN
y ARN, tienen por naturaleza carga negativa. Si se colocan los fragmentos de ADN extraido de
una muestra bioldgica sobre un soporte poroso, un gel de agarosa en este caso, y se aplica un
campo eléctrico en presencia de una solucién con sales, se producira la migracion diferencial de
los fragmentos a través de los poros de la matriz. La solucion que se utilizé fue TAE 1x, una
solucién amortiguadora que contienen Tris base, acido acético y EDTA. El Tris y el &cido
acetico contribuyen a mantener el pH. EI EDTA es un quelante de cationes divalentes, cuya
funcion es secuestrar Mg™ vy evitar que las posibles nucleasas presentes degraden los acidos
nucleicos de la muestra. La tincion del gel con GelRed nucleic acid gel stain (una variante mas
segura del bromuro de etidio), que es una sustancia fluorescente que se intercala en la molécula
de ADN, v la exposicion con luz ultravioleta, permite observar el resultado de la migracion. El
tamafio de los fragmentos de ADN se puede estimar comparandolos con el patrén de bandas
obtenido del Hypperladder, un marcador de talla comercial con diferentes bandas de pesos
moleculares ya conocidos. La electroforesis en este experimento se utiliz6 para comprobar el

resultado de las PCRs y sus purificaciones y para aislar el fragmento de ADN a estudio.

Para testar los productos obtenidos en las reacciones y su validez se cargd todo el producto
obtenido en geles de agarosa al 2,5% Yy se corrié durante 30 minutos a 120 V con una fuente
Power pac 3000 de Bio-Rad. Ademas, para comprobar el tamafio aproximado de la banda se
utilizé el Hyperladder IV 100 lanes (Bioline). Después de esto se visualizaron y analizaron las
bandas de ADN con el equipo de captura y analisis de imagen G:BOX (Syngene, Cambridge,
UK).
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Figura 6. Electroforesis del PCR

Después de comprobar que las bandas de la PCR eran las correctas y que no habia
contaminacién en el blanco, se cortaron las bandas y se pasaron a tubos eppendorf de 1,5 ml
debidamente etiquetados. Para la purificacion de estas muestras se utilizé el QlAquick gel

extraction kit (Quiagen, Madrid, Espafa).

1. Se anadieron 450 ul de Buffer QG del kit a los tubos de eppendorf y se incubaron
durante 10 minutos a 50°C para disolver el gel.

2. Pasados los 10 minutos se sacaron los eppendorf de la placa térmica y se comprob6
que el gel se habia disuelto por completo tras lo cual se homogeneizaron por
agitacion. Después se afiadieron 150 pl de isopropanol y se agitaron los tubos
durante varios segundos para mezclar la solucion.

3. Una vez mezclada toda la solucidn las muestras se depositd en las columnas de
microcentrifugacion procedentes del Kkit, QIAquick columns, con sus
correspondientes tubos de recogida y se centrifugaron durante un minuto a 13.000
rpm (BECKMAN microfuge E).

4. Se descarto el liquido sobrante de los tubos de recogida y se afiadieron de nuevo
500 pl de Buffer QG del kit. Se centrifugd durante un minuto a 13.000 rpm y se
descartd de nuevo el liquido sobrante.

5. Se afiadieron 750 ul de Buffer PE procedentes del kit y se dejaron durante 5
minutos en la columna (esta incubacién es una recomendacion del fabricante
cuando la muestra purificada se va a utilizar para aplicaciones sensibles a sales

como la secuenciacion directa). Se centrifugaron durante 1 minuto dos veces, la
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segunda para descartar posibles restos de la solucién que hubieran quedado en la
columna.

6. Las columnas se colocaron en tubos eppendorf debidamente etiquetados y se
afiadieron 30 ul de Buffer de elucion (Buffer EB). Se dejo incubar el buffer en las
columnas durante 4 minutos para aumentar la cantidad de ADN conseguido en este
proceso. Posteriormente, se centrifugd durante un minuto a 13.000 rpm, se

extrajeron las columnas de los tubos eppendorf y se descartaron.

El producto resultante de este proceso se paso de los tubos eppendorf de 1,5 ml a eppendorf con

rosca para su almacenamiento en la nevera a 4°C hasta la realizacion del siguiente paso.

5. Electroforesis de la purificacion.

Una vez purificados los productos PCR se testaron en un gel de agarosa. Para ello se utilizaron
geles de agarosa al 2,5% y 5 ul de cada producto purificado. Como se ha comentado, se utilizé
Hipperladder 1V 100 lines (Bioline) para determinar el tamafio de las bandas y buffer de carga

para depositar las muestras en los pocillos del gel.

El gel se sometid a una corriente eléctrica de 120 V durante 30 minutos. Después, se utilizé un
equipo de captura y analisis de imagen G:BOX (Syngene, Cambridge, UK).

T —

Figura 7. Electroforesis en gel del producto de la purificacion
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6. SNaPshot.

Para analizar las mutaciones de estas muestras se utilizé la técnica de SNaPshot con el ABI
PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit. Este método consiste en una PCR multiple, seguido de una
reaccion de extension de una sola base, en la cual se utilizan sondas especificas para cada uno
de los codones en los que presumiblemente se puede encontrar una mutacién. Los nucle6tidos
que se utilizan en el proceso de extension de una base son didesoxinucledtidos marcados con
fluorescencia. Cada uno de los picos resultantes se corresponde con una de las bases de los
codones que se pretende analizar. Estas sondas se disefian con tamafios diferentes que después

se separan por electroforesis y se analizan con un secuenciador automatico (19).
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Figura 8. Bases del SNaPshot

En los resultados obtenidos la identidad de los nucle6tidos que aparecieron en los lugares
especificos de posibles mutaciones se determind por dos parametros: el peso molecular debido a
las diferentes colas de las sondas introducidas que solo se uniran al lugar especifico para el cual
fueron disefiadas y la fluorescencia del didesoxinucledtido marcado que se ha afiadido a la
reaccion durante el paso de extension.

Para este método una de las partes mas importantes es la eleccion de las sondas utilizadas. Estas
se seleccionaron para los lugares especificos de posibles mutaciones en el gen NRAS. En
concreto, 7 sondas diferentes para las dos primeras bases del codén 12, las dos primeras bases
del codén 13y las 3 bases del codon 61 (IDT, Integrated DNA technologies, Leuven, Belgium).
Las secuencias se describen en la tabla 2.
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Primer

Secuencia

NRAS c-12-1° F

NRAS c-12-2° F

NRAS c-13-1°F

NRAS c-13-2° F

NRAS c-61-1° R

NRAS c-61-2° R

NRAS c-61-3° R

5 AAC TGG TGGTGGTGG GAG CA 3"

5TTT TTT TTA ACT GGT
GGTGGTGGTTGG AGC AG-3°

5TTT TTT TTT TTT TTT TTT CAG TGC
GCTTTT CCC AACAC 3

55TTTTTIT TTT TTIT TTT TTT TTT TT1
TTT GTGGTG GTT GGAGCAGGT G 3
55TTTTTIT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT CTC ATG GCA CTG TAC
TCTTCTT3

5 TTTTTT TTT TTT TTT TTT TTT TT1
[TT TTT TTT TTT TTT TTT CTC ATG
GCACTGTACTCTTCT 3

5 TTTTTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
ITTTTTTTTTITTTITTTT TTITTTT TCT

CTC ATGGCACTGTACTCTTC 3

Tabla 2. Disefio de las sondas utilizadas en el SNaPshot.

La puesta a punto de este experimento se llevd a cabo utilizando diferentes concentraciones de

las sondas requeridas para la obtencion de unos resultados equivalentes en los que aparecieran

todos los picos a la misma intensidad aproximadamente. Asi, la concentracion que se utilizé de

las sondas fue la siguiente:

Concentracion
de trabajo
Codon-base (M)
12-1 0,40
12-2 0,40
13-1 0,80
13-2 0,60
61-1 2,00
61-2 6,02
61-3 12,02

Tabla 3. Concentraciones de las sondas
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Ademas, de las concentraciones de las sondas se probaron diferentes cantidades de la muestra
cargada en el secuenciador para que los picos resultantes mostraran un tamafio adecuado
respecto al marcador de talla (GeneScan™ [20 L1Z) y no se saturasen y quedaran fuera de
escala.

Figura 9. Resultados SNaPshot

Esta reaccion se llevd a cabo utilizando 2,5 ul del ADN obtenido en los experimentos
anteriores, 4 ul del SNaPshot mix procedente del kit de SNaPshot en los que se incluyen los
didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia, la enzima para la extension de una base en el
ADN (AmpliTagDNA Polymerase) y el buffer necesario para la reaccion. Ademas, se incluyeron
las 7 sondas en un volumen total de 2 pl (ex6n 2) 6 1,5 pl (ex6n 3). Por Gltimo, se afiadio 1,5 ul

0 2 ul de PCR grade water respectivamente.

Se introdujo la reaccion en un termociclador que se programo en dos fases. La primera de
desnaturalizacién del ADN de 10 segundos a 96°C y la segunda de annealing y extension a
56°C durante 55 segundos. Ambas se repitieron durante 25 ciclos. Posteriormente, la reaccion se
sacO del termociclador y se afiadié a cada tubo 1 unidad de Shrimp Fosfatase Alkaline, una
enzima termolabil que sirve para detener la reaccion de amplificacion de modo que no se unan
mas nucledtidos a partir del didesoxinucle6tido marcado con fluorescencia. Ademas, la adicién
de esta enzima cumple la funcién de eliminar los didesoxinucle6tidos restantes en la reaccion

para evitar la posibilidad de que migren y originen picos erréneos.

Después de afiadir la enzima, la reaccion se introdujo de nuevo en un termociclador y se dejo
durante una hora a 37°C y 15 minutos a 75°C. Por ultimo, la reaccion se cargé en el
secuenciador: 1 pl de la reaccion, 14 ul de formamida (una solucion desnaturalizante utilizada
para la secuenciacion) y 0,28 ul de GeneScan™ [20LIZ (un marcador de talla para determinar
el tamafio de los fragmentos). EI marcador de talla elegido consta de nueve fragmentos de 15,

20, 25, 35, 50, 62, 80, 110 y 120 nucledtidos. Los fragmentos resultantes de la reaccion
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SNaPshot se encuentran en esos rangos, por lo que el software del equipo es capaz de

determinar sus tamafos.
Resultados

Para analizar los datos obtenidos los 84 pacientes se dividieron en diferentes grupos segun la
edad, el sexo, el tratamiento y el estadio. En el grupo de estudio se observé una incidencia del
69% en hombres (n=58) y del 31% en mujeres (n=26). Ademas, el rango de edad oscilé entre
los 46 y 88 afios siendo su media de 69,08 afios. Por otro lado, la mayoria de casos se

produjeron a partir de los 65 afios 73,8% (n= 62).

Por otro lado se estudié la relacion entre la supervivencia de los pacientes con metastasis y los
que no tenian metastasis. Un 21,4% de los pacientes mostraron metastasis (n=18) y su media de

supervivencia a diez afios fue de 2,3 afios.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 40,308 1 ,000
Breslow
) ) 39,734 1 ,000
(GeneralizedWilcoxon)
Tarone-Ware 40,527 1 ,000

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los distintos niveles de metastasis.
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Figura 10. Supervivencia media vs metastasis
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También se relacioné el estadio con la supervivencia teniendo en cuenta el estadio de Dukes

modificado. Segun la escala de Dukes los pacientes se dividieron asi: el 14,2% B1, 28,6% B2,
8,4% B3, 4,8% C1, 19% C2, 3,6% C3 y 21,4% D. Los datos mostraron que la supervivencia es

mayor en estadios mas tempranos de la enfermedad colocandose en la zona superior de la

grafica todos los estadios B, mientras que estadios mas avanzados de la enfermedad aparecen

en la zona inferior de la grafica mostrando menor supervivencia a los diez afos.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado

gl

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)
Breslow
(GeneralizedWilcoxon)

Tarone-Ware

44,944

46,915

46,607

7

,000

,000

,000

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los distintos niveles de DUKES modificado.

Funciones de supervivencia
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Figura 11. Supervivencia media vs estadio
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Se analizé la supervivencia a 10 afios con el sexo (69% hombres y 31% mujeres). La
supervivencia media fue de 6,6 en el grupo de hombres y de 4,3 en el de las mujeres con una
mortalidad de 48,27% de los hombres y un 80,08%,respectivamente.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 9,619 1 ,002
Breslow (Generalized
) 9,436 1 ,002
Wilcoxon)
Tarone-Ware 9,440 1 ,002

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los distintos niveles de sexo.

Funciones de supervivencia
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Figura 12. Supervivencia media vs sexo

Tras el analisis de las mutaciones el 1,19% (n=1) de los pacientes mostré mutaciones en el gen
NRAS mientras que el restante 98,81% no poseian mutacién alguna siendo considerados wild
type. El paciente con mutacion tenia una edad de 77 afios y poseia un estadio de Dukes D.
Ademas, presentaba diversas metéstasis y su estadio TNM fue T3N2ML1. El paciente recibid
tratamiento con quimioterapia en 2003 por otra neoplasia. La supervivencia a 10 afios que

presento fue de 0,7 afios.
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El paciente presentd una mutacion en el codon 12 del exén 2. Esta mutacion produjo un cambio
de la base normal G a A trasformando el codon GGT en GAT. Por esta razén también se
produjo un cambio en el aminoacido normal que codifica este codén glicina (Gly) a acido
aspartico (Asp).

TIPO CODON SECUENCIA AMINOACIDOS
WT 61 CAA GIn
WT 13 GGT Gly
WT 12 GGT Gly

MUT 12 GAT Asp

Tabla 4. Secuencias de los resultados obtenidos
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Figura 14. Paciente codén 12 mutado 13 wt

Discusion

Este estudio fue realizado para determinar la frecuencia de las mutaciones en el gen NRAS y su
relacion con el cancer colorrectal y su respuesta al tratamiento. La via de sefializacion del RAS

desempefia un papel muy importante en el desarrollo de una serie de canceres, como se
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demuestra por el gran porcentaje de pacientes con cancer colorrectal portadores de mutaciones
en el KRAS (20). Ademas, la relacion entre NRAS y cancer colorrectal es clara ya que la

mutacion de este gen afecta en gran medida al tratamiento con anticuerpos monoclonales.

En este estudio la técnica de analisis de las mutaciones del gen NRAS llevada a cabo fue el
SNaPshot, basada en la extension de una sola base en el lugar de la mutacién que gracias al
disefio de sondas con diferentes tamafios después se pueden separar en un secuenciador

automatico.

Los hallazgos de este estudio demuestran que las mutaciones en el gen NRAS (1,19%) son poco
frecuentes. Pero aun asi su estudio es fundamental por la respuesta negativa que crean a la hora
de elegir el tratamiento con anticuerpos monoclonales. Como se ha comentado, los anticuerpos
monoclonales se unen al receptor EFGR. Las proteinas Ras actlan como intermediarios
moleculares en diversas vias que estimulan la proliferacion celular. Las proteinas Ras, que
actlan en un punto posterior de la ruta, mutadas permanecen constantemente activadas por lo
que el tratamiento con anticuerpos monoclonales no tendria efecto. Asi lo han demostrado
diversos estudios que han estudiado estas mutaciones y se recoge en las bases de datos genéticas
(21, 22, 23).

El nimero de muestras utilizadas de pacientes con cancer colorrectal nos permitio agruparlos en
diferentes grupos con diferentes estadios y caracteristicas de tratamiento para su posterior
andlisis de las mutaciones. Sin embargo, debido a la deteccion de un solo paciente mutado la
relacién clinica real que se podria establecer entre las mutaciones y estas variables no resultd

estadisticamente significativa.

La activacion de las proteinas Ras debido a mutaciones (codén 12, 13 y 61) esté caracterizada
extensamente como marcador de la progresién de células normales a tumorales. Las
‘oncoproteinas’ mutantes Ras tienen una actividad GTPasa reducida y se bloquean en un estado
activado. Esta activacidn termina en una cascada de sefiales que altera las funciones celulares
normales. A pesar de esto, la expresion de mutaciones especificas de la familia de genes RAS
parece seguir una especificidad en células diferentes o que cumplen diferentes funciones. Sin
embargo, las mutaciones en el gen KRAS son mas frecuentes en el cancer colorrectal mientras
gue las mutaciones del NRAS son mas comunes en melanomas y leucemias donde aparecen en
el 30% de los casos (24).

Las evidencias de ciertos estudios parecen demostrar que las mutaciones del NRAS en el cancer
colorrectal aparecen en estadios més avanzados que las del KRAS que aparecen en estadios
tempranos. Ademas, un estudio reciente demuestra claras diferencias genotipicas entre modelos

animales portadores de tumores con el NRAS o el KRAS alterados. EI KRAS muestra una
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habilidad para promover el crecimiento tumoral mientras que el NRAS es eficaz para suprimir
la apoptosis en un tumor en crecimiento. Por esta razon, la actividad de las dos mutaciones
podria ser sinérgica. Los Gltimos estudios han demostrado que las mutaciones en el KRAS
pueden suceder en condiciones de poca disponibilidad de glucosa, como el exceso de glucosa
requerido para el crecimiento de muchas células al mismo tiempo. Esto, hace sospechar que las
mutaciones en el NRAS podrian ser fruto de un estado de estrés apopt6tico cronico (25).

En conclusion, el estudio de las mutaciones realizado con el método de PCR multiple y el
analisis por SNaPshot demuestra que la frecuencia en las mutaciones del NRAS en los
pacientes con cancer colorrectal es baja. No obstante, se ha de mencionar que la mayoria
de los pacientes incluidos en el estudio no presentaron metastasis, y la indicacién del
estudio molecular de los genes de la familia RAS para decidir la administracion de un
tratamiento con anticuerpos monoclonales es para los pacientes con cancer colorrectal

avanzado.

Para la clara dilucidacion de los mecanismos que influyen en la expansion del tumor y en
su mantenimiento debido a la funcién del oncogén NRAS y del resto de oncogenes de la

familia RAS harian falta estudios complementarios.
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