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Resumen

Introduccién: La familia de genes ras (H-ras, N-ras y K-ras) son oncogenes frecuentemente mutados en neoplasias humanas,
especialmente en tumores del complejo pancreatico-biliar

Objetivo: Determinar la frecuencia de mutaciéon del codén 12 del gen K-ras en tumores pancreatico biliares.

Material y Método: Se analizan 69 casos de tumores malignos (35 de vesicula biliar (CVB), 15 de Ampolla de Vater (AV), 10 de
via biliar (BTC) y 9 de pancreas (CP). Del material incluido en parafina se microdisec6 tejido tumoral. La deteccion de las mutaciones
del codén 12 se realiz6 mediante técnica combinada de PCR y RFLP.

Resultados: El 46% de casos analizados presentaron mutaciones del gen K-ras. Las frecuencias de mutacion fueron de 80%, 56%,
50% y 29%, para AV, CP, BTC, CVB respectivamente. Se encontré diferencias significativas de sobrevida global segun el tipo
histolégico de los tumores, el grado de diferenciacion, el érgano afectado y la ubicacién del tumor (p<0,05). Los CVB presentaron
significativa menor frecuencia de mutacién de K-ras en comparacién con el conjunto de los otros tumores pancreatico-biliares
estudiados (p<0,0001). Se observé una tendencia no significativa a mayor frecuencia de mutacion en hombres (p=0,07)
Conclusiones: Se detecté mutacion del K-ras en el cod6n 12 entre un 29 y 80% de los casos dependiendo del 6rgano estudiado.
Las diferencias observadas ponen de manifiesto la importancia de esta via carcinogénica especialmente en los tumores pancreatico-
biliares distintos al CVB.

Introduccion

La genética molecular de los tumores del complejo pancreético biliar ha sido extensamente estudiada. Nuestra poblacién
presenta una alta incidencia de tumores de la vesicula biliar y menor frecuencia de tumores de pancreas, ampolla de Vater y de
vias biliares, las razones de estas diferencias no estan claras y requieren estudios adicionales(1).

La asociacion de mutaciones del gen K-ras con este tipo de tumores y lesiones preneoplasicas especificamente adenomas
ha sido documentada (2, 3, 4). Sin embargo, existen muy pocos estudios basados en nuestra poblacion (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 12pl2 y tiene
aproximadamente 45 Kb en extension (8). Las proteinas codificadas por estos genes adoptan un conformacién estructural con un
peso de 21 Kd, se localizan en la membrana plasmatica y participan en la via de transduccién de sefales y diferenciaciéon celular(5,
7). La Mutacion de este gen es el evento genético mas comun de la carcinogénesis humana(9). Mas del 90% de las mutaciones se
han encontrado en el codo6n 12 y con menor frecuencia en los codones 13 y 61(10, 11). Ha sido reportada en diferentes d&rganos
con alta frecuencia en tumores de colon 50% (12), pulmén 50 % (13) y tiroides 0-60% (14). En el &ncer de pancreas se han
comunicado frecuencias de mutacion, que varian entre 70 y 100% de los casos (8, 9, 15). En el cancer ampular entre 19-70%,
para tumores de via biliar(16-22) entre 0 y 55% (20, 23-27) y entre 0-100% para ves icula biliar (6, 20, 23, 25).
Existen diversos métodos para la deteccion de mutaciones de K-ras, sin embargo, uno de los mas usados corresponde a una
técnica combinada de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y RFLP utilizando enzimas de restriccion (polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion) (5, 9, 28, 29).

El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de mutacién en el codén 12 del gen K-ras, mediante PCR-RFLP, en
tumores pancreatico biliares en nuestra poblacién y correlacionar con las caracter isticas clinicas y morfol égicas de los tumores

Material y Métodos
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Casos: Se seleccionaron 69 casos de c anceres pancreatico biliares : 35 de cancer de vesicula biliar (CVB), 15 de ampolla de Vater
(AV), 10 de via biliar (BTC) y 9 de cancer pancreéatico (CP) de los archivos del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Hernan
Henriquez Aravena y del Departamento de Patologia de la Universidad de la Frontera.

Extraccion del ADN

Se utilizé tejido fijado en formalina e incluido en parafina. Se microdisec6é manualmente 5 cortes histolégicos con areas
representativas del tumor. EI ADN fue extraido con el Kit Puregene DNA Isolation System (Gentra Systems, USA), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El ADN fue almacenado a —20° C hasta su analisis. En todos los casos se realizé amplificacion del gen B-
globina para confirmar la integridad y calidad del ADN.

Deteccion de mutacion del codoén 12 del gen K-ras.

Se utilizé 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 restriccion para la enzima Mval. Tanto los
productos PCR (pPCR) de la primera como de la segunda amplificacién fueron digeridos con la enzima Mval (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
restriccion para la enzima Mval cuando el codén 12 es normal. También el iniciador K-ras-B tiene una base cambiada lo que lo hace
susceptible de digestion por la enzima Mval y de esta manera no interfiere en la 2da amplificacion.

Los pPCR de la segunda amplificacion fueron corridos en un gel al 10% de Poliacrilamida (1:29), Buffer TBE 1X, Glicerol 5% a
150 Volt. por 2 horas y posteriormente tefiildos con bromuro de etidio (Figura 1).

Controles: como control positivo, se empleé ADN de carcinomas de p ancreas en los que previamente se habia demostrado la
mutacion del K-Ras en el codé6n 12. Como control negativo se uso DNA gendémico comercial (Promega) y como control blanco se
sustituy6 el ADN por agua deionizada.

Analisis estadistico. Larelacion entre la mutacién de K-ras con variables categoéricas tales como sexo, raza, tipo histolégico se
estableci6 usando la prueba de chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Para variables numéricas como edad se utilizé la prueba
de t-student. Para el célculo de sobrevida global se incluy6 solo a los casos avanzados, la asociacién con parametros morfolégicos y
clinicos y la presencia de mutacion se realizé mediante multiples curvas de Kaplan Meier y fueron comparadas utilizando la prueba de
log-rank y el modelo de Cox Hazard.
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Figura 1- FIGURA 1. Gel de poliacrilamida al 10% tefiido 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
simultaneamente en la muestra analizada. (Cancer de Ampolla de Vater L ineas 1-3 vesicula biliar lineas 4-6, via biliar lineas 8-12,
cancer de pancreas lineas 13-15. las lineas 7 y 16 corresponden al blanco y control positivo respectivamente
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Resultados

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

El tipo histoldgico predominante correspondié al tubular (83%). El grado de infiltracion de los tumores estudiados
correspondié mayoritariamente a tumores avanzados (95.7%) y moderadamente diferenciados (57%). La totalidad de CP y AV
fueron intervenidos mediante pancreatoduodenectomia mas diseccion ganglionar, 12 de los 17 casos de tumores vesiculares
subserosos recibieron tratamiento quir irgico complementario posterior a la colecistectomia mediante bisegmentectomia hepéatica y
diseccion ganglionar. Ninguno de los pacientes con tumores de via biliar fue sometido a reseccién quirdrgica con intencion curativa.
Se encontraron diferencias significativas en la sobrevida global segun el origen del tumor, siendo el cancer de via biliar y el de
vesicula biliar los de peor y mejor prondstico respectivamente (p=0,004) (Tabla 1). También se observé diferencias en la sobrevida
seg un tipo histolégico de los tumores (peor prondstico para adenocarcinomas tubulares) (p<0,05) y segun grado de diferenciacion
histolégica (mejor pron dstico 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 detectd la mutacion en el codén 12 del gen K-ras (Tabla 1). Segun el 6rgano analizado, las frecuencias de
mutacion fueron de 29%, 50%, 56% y 80%, para CVB, BTC, CP y AV respectivamente. Cuando agrupamos a los tumores
pancreético biliares no vesiculares y los comparamos con el CVB la frecuencia de mutacion 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 mutacion del gen K-ras tuvo mejor
sobrevida (p=0,05). Se observo una tendencia no significativa a mayor frecuencia de mutaciéon en hombres (p=0,07). (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas generales del grupo analizado y su relaciéon con sobrevida y mutacion del gen k-ras (n=69)

; Mutacion de
Vesicula B . -
VARIABLE Bili Pancreas | Ampolla |Via Biliar Total K-ras del
iliar
total (20)
n® 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 afios | 54,4 afios | 56,2 afos |65,4 afios 57,6 afos p=ns
5 5 41-69 45-83 25-92 afios
Rango 32-92 afios |25-70 afios ~ ~
afos afos
i . 25,2 18,5 p=0,004 (B)
Sobrevida Promedio 65,5 meses 6,1 meses 41 meses
meses meses
1-88 0-54 1-11
Rango 0-194 meses 0-194meses
meses meses meses
i . o 100% p<0,05 (C)
Tipo histolégico Tubular 80% (28) 78% (7) | 80% (12) (10 83% (57) 46% (26/57)
Tubulo-
. 11% (4) 20% (3) 10% (7) 71% (5/7)
papilar
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)
JAvanzado 100% (35) | 100%(9) | 80% (12) |100%(10)| 95,7% (66) 33%(29/66)
Grado de i P<0,05(E)
i o Bien 9% (3) 33% (5) 11,6%(8) 75% (6/8)
diferencaicion !
Moderado 549% (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)
Mutacion K-ras Presente 29% (10) 56% (5) | 80% (12) | 50% (5) | 46,4%(32) P<0,05(F)
lAusente 71% (25) 44% (4) 20% (3) | 50% (5) | 53,6% (37)
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A Mutacion de K-ras seguin sexo.

B Sobrevida segun localizacion del tumor.

C Sobrevida segun tipo histolégico.

D Sobrevida segln etapa

E Sobrevida segun grado de diferenciacion.

F Mutacion de K-ras segun localizacion del tumor

Tabla 2 Mutacion de K-ras en tumores vesiculares vs tumores no vesiculares.

Tumores Tumores no
. . Total
vesiculares vesiculares
K-ras mutado 10 22 32
K-ras no mutado 25 12 37
Total 35 44 69
P<0,0001
Discusi 6n

La asociaciéon de mutaciones del gen K-ras con este tipo de tumores y lesiones preneopléasicas especificamente adenomas
ha sido bien documentada. Sin embargo existen muy pocos estudios basados en nuestra poblacion.

Nuestros resultados muestran que aproximadamente la mitad de los tumores pancreatico-biliares, presentan mutacion en el
codon 12 del gen K-ras (46.4%). La frecuencia de mutacion fue dependiente del tipo de tumor (p<0,05), estando presente en el
29% de los adenocarcinomas de la vesicula biliar, en el 56% y 50% para carcinomas de pancreas y via biliar respectivamente y en
el 80% de los carcinomas de la ampolla de Vater.

En la vesicula biliar se ha reportado frecuencias de mutacion de K-ras que fluctian entre 0-100% (4, 30). Algunos autores
han postulado que aquellos tumores que se asocian a una unién bilio-pancreéatica anémala, condicion mas frecuente en las series
japonesas, presentarian mayor frecuencia de mutacién de K-ras(31, 32). Sin embargo, otras series han encontrado que la
frecuencia de esta mutacion es comparable con series de pacientes que no muestran esta anormalidad (30, 33, 34). En nuestros
casos se encontré una frecuencia de 29% de mutacién, 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 region mas del 90% de los canceres vesiculares se encuentran asociados a litiasis(1), lo cual podria explicar
algunas de las diferencias genético-moleculares encontradas en diferentes poblaciones y areas geograficas.

En el cancer de pancreas se han publicado frecuencias de mutacién de K-ras que fluctdan entre 70-100% (15), sin
diferencias significativas para los diferentes estadios de la enfermedad (18). Parece ser que esta mutacion estaria involucrada en la
iniciacion pero no en la progresion del cancer pancre atico. En nuestros 9 casos encontramos una frecuencia algo menor de
mutacion que alcanzd el 56% de los casos. Sin embargo, las diferencias encontradas no fueron significativas. No encontramos
relacion con caracteristicas morfolégicas o sobrevida con la presencia de mutacion.

En los tumores de via biliar se ha reportado frecuencias de mutacién que varian entre 14,3% y 55% (4, 30, 35, 36) y para
el cancer de ampolla entre 19y 70%. (16, 17). En nuestra serie encontramos frecuencias de mutacion de K-ras de un 50 y 80%
para tumores de via biliar y de ampolla de Vater respectivamente.

Las marcadas diferencias reportadas en las frecuencias de mutacién de K-ras pueden ser atribuibles al uso de diferentes
técnicas o a diferencias raciales y geogréficas. Ejemplo de esto es la alta la incidencia de Mutacion de K-ras en colangiocarcinomas
observadas en Tailandia y Japén (37)

Nuestros casos no mostraron relacion entre la mutaciéon de K-ras y las caracter isticas morfolégicas del tumor. En la
literatura se ha reportado escasa asociacion con caracteristicas morfolégicas. Howe et al comunicaron que la mutacién se asociaba a
tumores de ampolla mayores de 2 cm, sin embargo, no se encontré relacién con sobrevida (22).

En nuestro estudio la mutacion de K-ras en cancer de ampolla de Vater resulté ser un factor de mejor pron 6éstico,
contrariamente a lo previamente reportado (20, 26) sin embargo esta observacién se encuentra basada en una muestra limitada.
En los tumores pancreético -biliares estudiados, la mutaciéon de K-ras no mostré valor prondéstico al igual que otras comunicaciones
(22, 26), sin embargo, otros autores han encontrado que la presencia de K-ras se encuentra asociada a peor prondstico(30, 35).

Nuestro estudio encontré diferencias significativas en la sobrevida dependiendo el 6rgano comprometido y también de
caracteristicas clinicas y morfolégicas tales como sexo, tipo histolégico y grado de diferenciacion (p<0,05). Aun cuando solo se
incluyé tumores avanzados en este analisis, no todos los pacientes fueron sometidos a resecciones quirdrgicos con intencion
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curativa. La imposibilidad de estratificar a los diferentes tipos de tumores debido al tamafio de la muestra limita su an lisis.

Concluimos que la frecuencia de mutacién del cod 6n 12 del gen K -ras en tumores biliopancre aticos es similar a la
reportada en otras areas geogréaficas y en otras etnias. Aun cuando en nuestra serie de tumores pancreatico biliares solo mostré
tener impacto pronéstico en los canceres de ampolla y estar asociado mas frecuente a la poblacion 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 sefialar que la mutacion del codén 12 del gen K-ras es un evento que se observa en forma
frecuente en los tumores pancreatico-biliares de nuestra poblaciéon. Al igual que en series internacionales reportadas existe una
significativa diferencia entre la frecuencia de mutacién entre los canceres vesiculares y los no vesiculares, lo cual sugiere que a pesar
de ser tumores anatémicamente relacionados tienen v ias carcinogen éticas distintas, por lo cual las estrategias para su estudio a nivel
gen ético-molecular deberan ser distintas.

El mejor entendimiento de la biologia molecular de los tumores pancredtico biliares no es de simple interés en investigacion
basica sino porque llegaré a tener implicancia clinica en la evaluacién de riesgo de desarrollar neoplasias, en el diagnéstico precoz,
tratamiento y prondéstico
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