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El cáncer de colon y recto es el cuarto cán-
cer de mayor incidencia y mortalidad en 
el mundo y representa la tercera causa de 

mortalidad por tumores malignos en el hombre 
y el quinto en la mujer1. En Chile ocupa el tercer 
lugar entre los cánceres digestivos  y el séptimo 
a nivel global con una mortalidad de alrededor 
de 8 por 106  habitantes2-4. Desde el punto de 
vista genético-molecular, esta neoplasia ha sido 
extensamente caracterizada tanto en sus formas 
esporádicas como las hereditarias poliposas y no 
poliposas5-7, así como los genes que participan y 
vías metabólicas involucradas8-10.
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Background: In colorectal cancer, BRAF and KRAS mutation are mutually 
exclusive, but both are independent prognostic factors for the disease. Aim: To 
determine the frequency of BRAF V600E mutation in colorectal cancer. Material 
and Methods: A KRAS mutation study was carried out in 100 tissue samples 
of primary and metastatic adenocarcinomas of colon and rectum from patients 
aged 61.1 ± 62 years (56 women). Negative KRAS mutation cases underwent 
study of BRAF V600E mutation by restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) and direct sequencing. Results: Primary tumors were located in the colon 
and rectum in 88 and six cases respectively.  Five were liver metastases and in 
one case, the sample location was undetermined. Forty two samples were KRAS 
positive (mutated). In 12 of the 58 KRAS negative (wild type) samples, the V600E 
mutation in codon 15 of the BRAF gene was demonstrated. No differences in 
the frequency and distribution of mutations, stratified by gender, age, primary 
tumor versus metastasis, or tumor location were observed. Conclusions: Twelve 
percent of KRAS negative colorectal cancer samples showed BRAF gene mutation.  
Considering that 42% of samples have a KRAS mutation, 54% of patients should 
not respond to therapies with monoclonal antibodies directed against epidermic 
growth factor (EGFR) pathway.
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En los estadios avanzados en presencia de me-
tástasis, la sobrevida global a 5 años es  de menos 
de 15%, a pesar de los avances de la quimiotera-
pia11. Los anticuerpos monoclonales, cetuximab y 
panitumumab, que tienen como diana al receptor 
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), han 
sido aprobados para el tratamiento de cáncer de 
colon y recto metastásico12-14. Sin embargo, sólo 
un porcentaje de estos pacientes son beneficiados 
con esta terapia debido a un alto porcentaje de 
pacientes no respondedores que pueden alcanzar 
sobre 40-60%12-14. Entre los factores más impor-
tantes que determinan resistencia a los anticuerpos 
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monoclonales está la mutación del gen KRAS, que 
se encuentra presente en alrededor de 40% de estos 
cánceres12,15. Las mutaciones de KRAS se localizan 
en su gran mayoría en sitios específicos como son 
los codones 12 y 13 y en menor frecuencia en el 
61. Estas mutaciones son activantes, es decir, de-
terminan que la vía corriente abajo se encuentre 
en continua y permanente actividad, estimulando 
la proliferación celular independiente del bloqueo 
de uno de los más potentes estimuladores de esta 
vía, como es el EGFR16. Pacientes cuyas células 
tumorales presentan KRAS mutado no tendrían 
indicación de bloqueadores o inhibidores del 
EGFR17. Otros genes como BRAF también son 
parte de esta misma vía metabólica corriente abajo 
y mutaciones tendrían  un efecto similar a KRAS 
mutado12,18.

Mutaciones del gen BRAF han sido reportados 
entre 5-15% de los carcinomas de colon y recto19,20. 
La mutación de BRAF se observa casi exclusiva-
mente en tumores esporádicos y está fuertemente 
asociado con inestabilidad microsatelital producto 
de la metilación del promotor del gen reparador 
del ADN MLH121,22. Un hecho demostrado es que 
la mutación de KRAS y BRAF son mutuamente  
excluyentes, es decir, cuando uno de estos genes 
presenta una mutación el otro excepcionalmente 
está mutado, por lo cual, ambos eventos pertene-
cientes a la vía RAS-RAF-MEK-ERK-MAP quinasa 
han sido sólo excepcionalmente reportados en me-
nos de 0,02% de los casos en que ambos genes han 
sido estudiados simultáneamente23. Mutaciones 
del gen BRAF también se ha identificado en otros  
tumores malignos como el carcinoma papilar de 
tiroides, melanoma, adenocarcinomas del ovario 
y leucemias, entre otros24.

BRAF es un miembro de la familia RAF qui-
nasa que contiene residuos serina/treonina que 
participan en las vías de señalización que regulan 
la proliferación, diferenciación y la apoptosis25,26. 
Hasta el momento, todas las mutaciones de BRAF 
han sido reportadas dentro de los dos dominios 
de quinasas y sobre 90% corresponden a una 
transversión de timina a adenina en la posición 
nucleotídica 1796, que convierte a la valina en glu-
tamato. Esta mutación V600E previamente había 
sido designada como BRAF V599E27,28.

La mutación de KRAS es un factor predictivo 
de la resistencia al tratamiento con anticuerpos 
anti-EGFR y se asocia con un mal pronóstico y 
a una menor supervivencia29. Por otro lado, la 

ausencia de mutación de KRAS no garantiza los 
beneficios de la terapia, ya que otros efectores 
corrientes abajo de KRAS pudiesen participar en 
esta resistencia. Se ha demostrado que la mutación 
V600E de BRAF,  disminuye la respuesta a cetuxi-
mab o panitumumab en pacientes con cáncer de 
colon y recto metastático12,29,30. Se debe señalar que 
cuando KRAS o BRAF se encuentran mutados, 
alrededor de 55% de los pacientes pueden tener 
la condición de no respondedores a la terapia anti 
EGFR, por lo que se ha sugerido recientemente la 
conveniencia de determinar el status de ambos 
genes previo al inicio de la terapia anti EGFR ob-
jetivo de este trabajo es determinar la frecuencia y 
distribución de las mutaciones del gen BRAF en el 
cáncer de  colon y recto en nuestro país.

Material y Método

Casos
Se incluyen en este estudio de 100 adenocar-

cinomas primarios en estadios, avanzados y me-
tástasis de adenocarcinomas de colon, recto. Las 
muestras provenientes de tejidos fijados en forma-
lina e incluidos en parafina a las cuales se les había 
realizado estudio de mutación del gen KRAS y que 
demostraron una positividad en 42 casos (Roa et 
al datos no publicados). Las mutaciones de KRAS 
y BRAF al ser prácticamente excluyentes23, hace 
posible asegurar que la presencia de una descarta 
a la otra. De esta manera, se realizó estudio de la 
mutación BRAF V600EA exclusivamente a los 58 
casos restantes, asumiendo que los 42 casos KRAS 
mutados eran BRAF de tipo silvestre o no mutado. 
Se confeccionó una base de datos anónima  de las 
muestras, en la cual fueron consignados exclusi-
vamente los siguientes parámetros: género, edad 
y localización del tumor. La metodología utilizada 
se puede resumir de la siguiente manera.

Protocolo de extracción cuantificación y 
amplificación de ADN

En los cortes seleccionados que incluían áreas 
con una población de al menos 30% de células 
tumorales se realizó la desparafinización en baños 
de xilol e hidratación en concentraciones decre-
cientes de alcoholes hasta el agua y mantención 
de las muestras  en solución tamponada. Posterior 
disección de las áreas seleccionadas. Los fragmen-
tos de tejido obtenidos fueron resuspendidos y 
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centrifugados por 5 min a 13.000 rpm. La extrac-
ción de ADN se realizó utilizando el kit AxyPrep 
Multisource Genomic DNA Miniprep kit Axygen® 
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La 
determinación de la integridad del ADN se realizó 
a través de la amplificación del gen de la β –globina 
con productos de amplificación esperados de 110 
y 268pb. La verificación de los productos se realizó 
por electroforesis en geles de agarosa a 2%.

Amplificación exón 15 gen BRAF
Se utilizaron los siguientes partidores del exón 

15 con productos esperados de 164pb: BRAF 
exon15:F 5’TCATAATGCTTGCTCTG ATAGGA3’, 
exon15:R 3’GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA5’. 
Las condiciones  del PCR fueron una denaturación 
inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 
denaturación a 95 °C por 30 segundos, alineación 
a 56 °C por 30 segundos, elongación a 72 °C por 

30 segundos y una extensión final a 72 °C por 5 
min. Los productos del PCR fueron visualizados 
en geles de Agarosa a 4% y teñidos con bromuro 
de etidio.

RFLP (Restriction Fragment Length 
Polimorphism)

Se realizó PCR semianidado con los siguientes 
partidores: F 5` CAT AAT GCT TGC TCT GAT 
AGG A 3` y R 5` CAG ACA ACT GTT CAA ACT 
GAT G 3` con un producto esperado de 140 pb. 
La digestión se realizó con enzimas de restricción 
Hpy166II para el sitio de corte en presencia de la 
secuencia no mutada (ACA GTG AAA) del codón 
15 con formación de dos fragmentos de 121pb y 
19pb. En presencia de la mutación (ACA GAG 
AAA)  no se produce el corte. La visualización de 
los productos se realizó en geles de agarosa a 3% 
teñidos con bromuro de etidio (Figura 1a - 1b).

Figura 1. 
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Secuenciación
Los productos amplificados fueron purificados 

en columnas Qiagen, (Quiaquick. PCR purifica-
tion kit) y junto con el partidor reverso fueron 
secuenciados en equipo ABI PRISM 3100 Applied 
Biosystems.

Controles
Como control positivo, se empleó ADN de 

carcinomas papilares del tiroides y melanomas 
en los que previamente se había demostrado la 
mutación del BRAF en el codón 15. Como control 
negativo se usó ADN genómico comercial (Pro-
mega) y como control blanco se sustituyó el ADN 
por agua deionizada.

Análisis estadístico
Se realizó mediante test de c2 y exacto de Fisher 

para las tablas de contingencia y t-test para los 
promedios de muestras independientes.

Resultados

El grupo total estaba constituido por 100 casos, 
56 casos correspondieron a mujeres con un prome-
dio de edad fue de 61,1 años (DS ± 13,5 años) y los 
restantes 44 casos a hombres con un promedio de 
edad de 61,8 años (DS ± 10,5 años). La totalidad 
de los casos correspondieron a adenocarcinomas. 
Las características generales del grupo estudiado se 
muestran en la Tabla 1. Los tumores primarios se 

localizaron en colon en 88 casos en colon, 6 casos 
en recto y 5 casos correspondieron a metástasis 
hepáticas. No se logró precisar la localización del 
tumor en sólo 1 caso. En 12 de los 58 casos (20,1%) 
que fueron estudiados, se demostró mutación del 
gen BRAF, los 46 casos restantes fueron de tipo 
silvestre o no mutado. Por lo tanto, la frecuencia de 
mutaciones para BRAF en este grupo de pacientes 
sería de 12%. Todas las mutaciones comprometie-
ron al codón 15 en la posición nucleotídica 1796 
V600E (Figura 1c). No se observaron diferencias 
entre la frecuencia de mutaciones de BRAF y el 
género de los pacientes (7 mujeres y 5 hombres). 
En 11 de 94 casos (12%) de los tumores primarios 
del colon y recto presentaron mutación de Braf y 
sólo 1 de 5 metástasis (20%). Sin embargo, esta 
diferencia y el escaso número de observaciones no 
permitió establecer diferencias (p = ns). De esta 
manera, la frecuencia de mutaciones para la vía 
RAS-RAF fue en conjunto de 54% en el cáncer de 
colon y recto en esta serie.

Discusión

Nuestros hallazgos muestran la presencia de 
mutación del gen BRAF estaría presente en 12% de 
los cánceres de colon y recto. Debemos considerar 
que a este grupo de pacientes inicialmente se les 
realizó estudio de la mutación del gen KRAS, el 
cual resultó ser positivo en 42%. Estas cifras son 
similares a las reportadas en la literatura respecto 
de ambos genes24,31, por lo cual, la frecuencia acu-
mulativa de mutación de KAS y BRAF es de 54% 
en nuestro medio, cifra que podría aumentar leve-
mente si agrega el estudio de mutaciones de otros 
codones de menor frecuencia del gen KRAS como 
61 y 146, entre otros. Estos resultados sugieren que 
la terapia con anticuerpos monoclonales contra 
EGFR en el cáncer de colon y recto avanzado no 
tendría indicación en este grupo de pacientes, ya 
que ambos eventos serían un predictor de resis-
tencia en más de la mitad de los pacientes.

En la actualidad, algunas recomendaciones 
para el cáncer de colon y recto avanzado sugieren 
establecer el status de KRAS en forma inicial y 
continuar con la determinación de BRAF en el 
caso que el primero fuese negativo32-34. Otros genes 
que pudiesen participar en predecir resistencia a 
la terapia anti EGFR como los de la vía PIP3K-
AKT-mTOR, están en estudio35. También se han 

Tabla 1. Características generales

n Mujeres Hombres
Edad (años) DS

Género
Mujeres 56 61,1 13,5
Hombres 44 61,8 10,5

Localización
Colon 88 49 39
Recto 6 3 3
Metástasis 5 3 2
No precisado 1 1 0

Mutación
KRAS mutado 42 22 20
BRAF mutado 12 7 5
No mutado 46 27 19
Total 100 56 44
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demostrado diferencias  en la frecuencia de mu-
taciones de BRAF en distintas etnias, por lo que 
sería importante determinar su status en nuestra 
población originaria36,37.

Respecto de las técnicas empleadas en este 
estudio como el RFLP y secuenciación directa, 
obtuvimos la misma conclusión que el trabajo 
realizado con el gen KRAS. La técnica de RFLP 
mostró una concordancia en 100% de los casos 
con la secuenciación directa, lo cual dada su 
sencillez y facilidad de interpretación, abre las 
posibilidades de contar con estas determinaciones 
en los Servicios de Anatomía Patológica de centros 
asistenciales públicos38.

Es altamente probable que la próxima clasifi-
cación del cáncer de colon y recto incluya la deter-
minación de una serie de marcadores moleculares, 
tanto como factores pronósticos y predictivos de 
respuesta a terapia dirigida. Entre los genes can-
didatos a esta clasificación se encuentran además 
de los estudiados en este trabajo, el estudio de la 
inestabilidad microsatelital, p53 y PIP3k entre los 
más frecuentemente señalados por los estudios 
publicados39. De esta manera, la implementación 
de estas determinaciones son una necesidad actual 
y un elemento fundamental en la elección de la 
terapia dirigida a los portadores de esta frecuente 
enfermedad tumoral.
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