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Resumen 

Introducción: La familia de genes ras (H -ras, N-ras y K-ras) son oncogenes frecuentemente mutados en neoplasias humanas, 
especialmente en tumores del complejo pancreático-biliar 
Objetivo:  Determinar la frecuencia de mutación del codón 12 del gen K -ras en tumores pancreático biliares. 
Material y Método:  Se analizan 69 casos  de  tumores malignos (35  de ves ícula biliar (CVB), 15 de Ampolla de Vater (AV), 10 de  
vía biliar (BTC) y 9 de páncreas (CP). Del material incluido en parafina se microdisecó tejido tumoral. La detección de las mutaciones 
del codón 12 se realizó mediante técnica combinada de PCR y RFLP.  
Resultados: El 46% de casos analizados presentaron mutaciones del gen K-ras. Las frecuencias de mutación  fueron de 80%, 56%, 
50% y 29%, para AV, CP, BTC, CVB respectivamente. Se encontró diferencias significativas de sobrevida global  según el tipo 
histológico de los tumores, el grado de diferenciación, el órgano afectado y la ubicación del tumor (p<0,05). Los CVB presentaron 
significativa menor frecuencia de mutación de K-ras en comparación  con el conjunto de los otros  tumores pancreático-biliares 
estudiados (p<0,0001). Se observó una tendencia no significativa a mayor frecuencia de mutación en hombres (p=0,07) 
Conclusiones:  Se detectó mutación del K-ras en el cod ón 12  entre un 29 y 80% de los casos dependiendo del órgano estudiado. 
Las diferencias observadas ponen de manifiesto la importancia de esta v ía carcinogénica especialmente en los  tumores pancreático-
biliares distintos al CVB.  
 

  

Introduccion      

La gen ética molecular de los tumores del complejo pancreático biliar ha sido extensamente estudiada. Nuestra población 
presenta una alta incidencia de tumores  de la ves ícula biliar  y menor frecuencia de tumores de páncreas, ampolla de Vater  y de 
vías biliares, las razones  de estas diferencias no están  claras y requieren estudios adicionales(1).  

La asociación de mutaciones del gen K-ras  con este tipo de tumores  y lesiones preneoplásicas  específicamente adenomas 
ha sido documentada (2, 3, 4). Sin embargo, existen muy pocos estudios  basados en nuestra población (5, 6).  
El oncogen K-ras  pertenece a la familia de genes ras (H-ras, N-ras y K-ras) (7). Se ubica sobre el cromosoma 12p12 y tiene 
aproximadamente 45 Kb en extensión (8). Las prote ínas codificadas por estos genes adoptan un conformación estructural con un 
peso de 21 Kd, se localizan en la membrana plasmática y participan en la vía de transducción de señales y diferenciación celular( 5, 
7). La Mutación de este gen es el evento genético más común de la carcinogénesis humana(9). Más del 90% de las mutaciones se 
han encontrado en el cod ón 12 y con menor frecuencia en los codones 13 y 61( 10, 11 ). Ha sido reportada en diferentes  órganos  
con alta frecuencia en tumores de colon 50%  (12), pulmón 50 % (13) y tiroides 0-60% (14). En el cáncer de páncreas se han 
comunicado frecuencias de mutación, que varían entre  70 y 100% de los casos (8, 9, 15). En el cáncer ampular  entre 19-70%, 
para  tumores de v ía biliar(16-22) entre 0 y 55% ( 20, 23-27) y entre 0-100% para ves ícula biliar (6, 20, 23, 25).  
 Existen diversos  métodos para la detección de mutaciones de K-ras, sin embargo, uno de los mas usados  corresponde a una 
técnica combinada de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) y RFLP  utilizando enzimas de restricción  (polimorfismo en la 
longitud de los fragmentos de restricción) (5, 9, 28, 29).  
        El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia  de mutación en el codón 12 del gen K-ras, mediante PCR-RFLP, en 
tumores  pancreático biliares  en nuestra población y correlacionar con las caracter ísticas clínicas y morfológicas de los tumores  

  

Material y Métodos      
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Casos:  Se seleccionaron 69 casos de c ánceres pancreático biliares : 35 de cáncer de ves ícula biliar (CVB), 15 de ampolla de Vater 
(AV), 10 de  v ía biliar (BTC) y 9 de cáncer pancreático (CP) de los archivos del Servicio de Anatomía Patológica  del Hospital Hernán 
Henríquez Aravena y del Departamento de Patolog ía de la Universidad de la Frontera.  

Extracción del ADN 
        Se utilizó tejido fijado en formalina e incluido en parafina. Se microdisecó manualmente 5 cortes histológicos con áreas 
representativas del tumor. El ADN fue extraído con el Kit Puregene DNA Isolation System (Gentra Systems, USA), de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. El ADN fue almacenado a –20º C hasta su análisis. En todos los casos se realizó amplificación del gen B-
globina para confirmar la integridad y calidad del ADN. 

Detección de mutación del codón 12 del gen K -ras.  

        Se utilizó un  PCR en seminido y RFLP, con iniciadores previamente reportados en la literatura (5).  Estos iniciadores 
(“primers”) permiten amplificar un fragmento del gen K -ras que incluye un sitio de restricción para la enzima MvaI. Tanto los 
productos PCR (pPCR)  de la primera  como de la segunda  amplificación fueron digeridos con la enzima MvaI (10 U para 20 ul pPCR) 
(9, 28, 29). El iniciador K -ras -A tiene una base cambiada con respecto a la secuencia del gen K-ras. Esto produce un sitio de 
restricción para la enzima MvaI cuando el codón 12 es normal. También el iniciador K-ras -B tiene una base cambiada lo que lo hace 
susceptible de digestión por la enzima MvaI y de esta manera no interfiere en la  2da amplificación.  
  
        Los pPCR de la segunda amplificación fueron corridos en un gel al 10% de Poliacrilamida (1:29), Buffer TBE 1X, Glicerol  5%  a 
150 Volt. por 2 horas y posteriormente teñidos con bromuro de etidio (Figura 1 ). 

Controles: como control positivo, se empleó ADN  de carcinomas de p áncreas en los que previamente se hab ía demostrado la 
mutación del K-Ras en el  cod ón 12. Como control negativo se uso DNA genómico comercial (Promega) y  como control blanco  se 
sustituyó el ADN  por  agua deionizada.  

Análisis estadístico.  La relación entre la mutación de K-ras con variables categóricas tales como sexo, raza, tipo histológico se 
estableció usando la prueba  de chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Para variables numéricas como edad se utilizó la prueba 
de t-student. Para el cálculo de sobrevida global se incluyó solo  a los casos avanzados, la asociación con parámetros morfológicos  y 
clínicos y la presencia de mutación se realizó mediante múltiples curvas de Kaplan Meier y fueron comparadas utilizando la prueba de 
log-rank y el modelo de Cox Hazard.  

  

    
Figura 1 - FIGURA 1. Gel de poliacrilamida al 10% teñido con bromuro de etidio. En el cual se observan los productos del método 
PCR-RFLP. El producto mutado es de 129 pb. La presencia de 2 bandas se explica por la presencia de ADN mutado y normal 
simultáneamente en la muestra analizada. (Cáncer de Ampolla de Vater L íneas 1-3 ves ícula biliar líneas 4-6, vía biliar líneas 8-12, 
cáncer de páncreas líneas 13-15. las l íneas 7 y 16 corresponden al blanco y control positivo respectivamente  
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Resultados      

Las características generales del grupo de pacientes incluidos en el estudio, se detallan en la Tabla 1. La mayor ía de los 
casos de carcinoma ves ícula biliar correspondieron a mujeres (89%), en los otros tumores  la relación fue similar  o levemente 
superior  para el sexo masculino (40%-56%). Del mismo modo correspondieron a pacientes no mapuches (71%). El rango de edad 
fluctuó entre los 25 y 92 años, con un promedio de 57.6 años.  

El tipo histológico predominante correspondió al tubular (83%). El grado de infiltración de los tumores estudiados 
correspondió mayoritariamente a tumores avanzados (95.7%) y moderadamente diferenciados (57%).  La totalidad de CP y AV  
fueron intervenidos mediante pancreatoduodenectomía mas disección ganglionar, 12 de los 17 casos de tumores vesiculares 
subserosos recibieron  tratamiento quir úrgico complementario posterior a la colecistectomía  mediante bisegmentectomía hepática y 
disección ganglionar. Ninguno de los pacientes con tumores de v ía biliar fue sometido a resección quirúrgica con intención curativa.  
Se encontraron diferencias significativas en la sobrevida global seg ún  el  origen del tumor, siendo el cáncer de vía biliar  y el de 
vesícula biliar los de peor y mejor pronóstico respectivamente (p=0,004) (Tabla 1). También se  observó diferencias en la sobrevida  
seg ún tipo histológico de los tumores (peor pron óstico para adenocarcinomas tubulares) (p<0,05) y según grado de diferenciación 
histológica (mejor pron óstico para tumores bien diferenciados) (p<0,05).  

 En la totalidad de los casos fue posible  amplificar  adecuadamente   los productos de PCR requeridos (Figura 1). En 32 de 
los 69 casos (46.4%) se detectó la mutación en el codón 12 del gen K-ras (Tabla 1). Según el órgano analizado, las frecuencias de 
mutación fueron de 29%, 50%, 56% y 80%, para CVB, BTC, CP y  AV respectivamente. Cuando agrupamos  a los tumores 
pancreático biliares no vesiculares y los comparamos con el CVB la frecuencia de mutación fue de 64,7% y 35.3% respectivamente 
(Tabla 2) (p<0,0001). El grupo de pacientes  que presentaba tumores de ampolla de Vater  con mutación del gen K-ras tuvo mejor 
sobrevida (p=0,05). Se observó una tendencia no significativa a mayor frecuencia de mutación en hombres (p=0,07). (Tabla 1) 

  
  
Tabla 1. Características generales del grupo analizado y su relación con sobrevida y mutación del gen k-ras  (n=69)  
  

    VARIABLE  
Vesícula 

Biliar  
Páncreas Ampolla  Vía Biliar  Total  

 Mutación de 

K-ras  del 

total  (%) 

  

   nº de casos   35  9 15 10  69 69  

Sexo  Masculino 11% (4)  56% (5)  53% (8) 40% (4) 21 ( 30%) 61,9%(13/21) p=0,07 (A) 

  Femenino 89% (31) 44% (4)  47% (7) 60% (6) 48 (70%) 39,5%(19/48) 

Etnia  Mapuche 34% (12) 11% (1)  20% (3) 40% (4) 20(29%) 45%(9/20) p=ns 

  no Mapuche 66% (23) 89% (8)  80% (12) 60% (6) 49(71%) 46,9%(23/49) 

Edad  Promedio 56,8 a ños 54,4 a ños 56,2 a ños 65,4 a ños 57,6 a ños 

  

p=ns 

Rango 32-92 años 25-70 años
41-69 

años 

45 -83 

años 

25 -92 años 

Sobrevida  Promedio 65,5 meses 
25,2 

meses 

18,5 

meses 
6,1 meses  41 meses 

p=0,004 (B) 

  Rango 0-194 meses 
1-88 

meses 

0-54 

meses 

1-11 

meses 
0-194meses  

Tipo histológico  Tubular 80% (28) 78% (7)  80% (12) 
100% 

(10) 
83% (57)  46% (26/57) 

p<0,05 (C) 

  
Tubulo-

papilar  
11% (4)    20% (3)   10% (7) 71% (5/7) 

  Mucinoso  6% (2)       2,9% (2) 0% (0/2) 

  Escamoso 3% (1) 11% (1)      2,9% (2) 50% (1/2) 

  Indiferenciado   11% (1)      1,4% (1) 0%(0/1) 

Etapa  Incipiente     20% (3)   4,3% (3) 67%(2/3) P<0,05(D)  

  Avanzado 100% (35) 100%(9) 80% (12) 100%(10) 95,7% (66)  33%(29/66)  

Grado de 

diferencaición 
Bien 9% (3)      33% (5)   11,6%(8)   75% (6/8) 

P<0,05(E)  

  Moderado 54% (19) 56%(5) 60% (9) 60% (6) 56,5%(39) 41% (16/39) 

  Poco 37% (13) 44%(4) 7% (1) 40% (4) 31,9%(22) 45%(10/22)  

Mutación K-ras Presente 29% (10) 56% (5)  80% (12) 50% (5) 46,4%(32) 
  

P<0,05(F)  

  Ausente 71% (25) 44% (4)  20% (3) 50% (5) 53,6% (37)  
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A Mutación de K-ras según sexo. 
B Sobrevida según localización del tumor.  
C Sobrevida según tipo histológico. 
D Sobrevida según etapa 
E Sobrevida según grado de diferenciación.  
F Mutación de K-ras según  localización del tumor  
  
  
Tabla 2 Mutacion de K -ras en tumores vesiculares vs tumores no vesiculares. 

P<0,0001 

  

                   

  Tumores 
vesiculares  

Tumores no 
vesiculares 

Total  

K-ras mutado 10  22 32 
K-ras no mutado 25  12 37 
Total  35  44 69 

Discusi ón      

La asociación de mutaciones del gen K-ras con este tipo de tumores  y lesiones preneoplásicas  específicamente adenomas 

ha sido  bien documentada. Sin embargo existen muy pocos estudios  basados en nuestra población.   

Nuestros resultados muestran que aproximadamente la mitad de los tumores pancreático-biliares, presentan mutación en el 

 codón 12 del gen K -ras (46.4%). La frecuencia de mutación fue dependiente del tipo de tumor (p<0,05), estando presente en el 

29% de los adenocarcinomas de la ves ícula biliar, en el 56% y 50% para carcinomas de páncreas y  v ía biliar respectivamente  y  en 

el  80% de los carcinomas de la ampolla de Vater.   

En la ves ícula biliar se ha reportado frecuencias de mutación de K-ras  que fluctúan entre 0 -100% (4, 30). Algunos autores 

han postulado que  aquellos tumores que se asocian  a una unión bilio-pancreática anómala, condición mas frecuente en las series 

japonesas, presentarían  mayor frecuencia  de mutación de K-ras(31, 32). Sin embargo, otras series han encontrado que la 

frecuencia de esta mutación  es comparable con series de pacientes que no muestran  esta anormalidad  ( 30, 33, 34). En nuestros 

casos se encontró  una frecuencia de 29%  de mutación, muy  similar a una serie previamente reportada(5). Esto contrasta con el 

2,4% de mutaciones reportadas en una serie de 73 pacientes chinos de CVB ( 4, 30),  en los que  el 70% se encontraban asociados  

a litiasis.  En  nuestra región más del 90% de los cánceres vesiculares  se encuentran asociados a litiasis(1), lo cual podría explicar 

algunas de las diferencias genético-moleculares  encontradas  en diferentes poblaciones y áreas geográficas.  

En el cáncer de páncreas se han publicado frecuencias de mutación de K-ras que fluctúan entre 70-100% (15 ), sin 

diferencias significativas para los diferentes estadios de la enfermedad (18). Parece ser que esta mutación estaría involucrada en la 

iniciación  pero no en la progresión  del cáncer pancre ático. En nuestros 9 casos encontramos  una frecuencia algo menor de 

mutación que alcanzó el  56% de los casos. Sin embargo, las diferencias encontradas no fueron significativas. No  encontramos 

relación con características morfológicas  o   sobrevida con la presencia de mutación.  

En los tumores de v ía biliar se ha reportado frecuencias de mutación que var ían entre  14,3% y 55% (4, 30, 35 , 36) y para 

el cáncer de ampolla  entre 19 y 70%. (16, 17). En nuestra serie  encontramos  frecuencias de mutación de K-ras  de un 50 y 80% 

para tumores de v ía biliar y de ampolla de Vater respectivamente.  

Las marcadas diferencias reportadas  en las frecuencias de mutación de K-ras  pueden ser atribuibles  al uso  de diferentes 

técnicas o a diferencias raciales y geográficas. Ejemplo de esto es la alta la incidencia de Mutación de K-ras en colangiocarcinomas 

observadas en Tailandia  y Japón  (37 ) 

Nuestros casos no mostraron  relación entre la mutación de K-ras y las caracter ísticas morfológicas del tumor. En la 

literatura  se ha reportado escasa asociación con características morfológicas. Howe et al comunicaron que la mutación se asociaba  a 

tumores de ampolla mayores de 2 cm, sin embargo, no se encontró relación con sobrevida (22 ). 

 En nuestro estudio  la mutación de K-ras  en cáncer de ampolla de Vater resultó ser un factor de mejor pron óstico, 

contrariamente a lo previamente reportado  (20, 26) sin embargo  esta observación se encuentra basada en una muestra limitada. 

 En los tumores pancreático -biliares estudiados, la mutación de K-ras no mostró valor pronóstico al igual que otras comunicaciones

(22, 26), sin embargo, otros autores han encontrado que la presencia de K-ras se encuentra asociada a peor pronóstico(30, 35).   

Nuestro estudio encontró diferencias significativas en la sobrevida dependiendo el órgano comprometido y también  de 

características clínicas y  morfológicas tales como sexo, tipo histológico y grado de diferenciación (p<0,05). Aun cuando solo se 

incluyó  tumores avanzados  en este análisis,  no todos los pacientes fueron sometidos  a resecciones quirúrgicos con intención 
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curativa. La imposibilidad de estratificar a los diferentes tipos de tumores debido  al  tamaño de la muestra limita su an álisis.  

Concluimos  que la  frecuencia de mutación  del cod ón 12 del gen K -ras en tumores biliopancre áticos  es similar a la 

reportada en otras áreas geográficas  y en otras etnias. Aun cuando en nuestra serie  de tumores pancreático biliares solo mostró 

tener  impacto pronóstico  en los canceres de ampolla y estar asociado mas frecuente a la población femenina, lo cual corrobora la 

importancia de este gen, y que se encuentra mutado en casi  el 50% de todos los casos estudiados.  

De esta manera, podemos señalar que la mutación del codón 12 del  gen K-ras es un evento que se observa en forma 

frecuente en los tumores pancreático-biliares de nuestra población. Al igual que en series internacionales reportadas existe una 

significativa diferencia entre la frecuencia de mutación entre los cánceres vesiculares y los no vesiculares, lo cual sugiere que a pesar 

de ser tumores anatómicamente relacionados tienen v ías carcinogen éticas distintas, por lo cual las estrategias para su estudio a nivel 

gen ético-molecular deberán ser distintas.  

El mejor entendimiento de la biolog ía molecular de los tumores pancreático biliares no es de simple interés en investigación 

básica sino porque llegará a tener implicancia cl ínica  en la evaluación de riesgo de desarrollar neoplasias, en el diagnóstico precoz, 

tratamiento y pronóstico 
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