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Mutacion del gen K-ras
en tumores pancreatico-biliares
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Frequency of K-ras mutation
in biliary and pancreatic tumors

Background: The ras gene family (H-ras, N-ras and K-ras) are
oncogenes that mutate frequently in human cancer, specially in tumors of the biliary tract and
pancreas. Aim: To determine the frequency of K-ras gene codon 12 mutation in pancreatic and
biliary tumors. Material and Methods: Samples of 35 gallbladder, 15 ampulla of Vater, 10
biliary tract and 9 pancreatic tumors, were analyzed. The tumor tissue was microdissected
from paraffin embedded biopsies. The mutation was detected by a combination of polymerase
chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP). Results: Overall,
46% of samples had K-ras gene mutations. Mutation frequency was 80, 56, 50 and 29% for
ampulla of Vater, pancreatic, biliary tract and gallbladder tumors, respectively. When
compared with the rest, gallbladder tumors had a significantly lower frequency of the mutation.
Median survival for biliary tract tumors was 6 months, compared with 65 months for
gallbladder tumors (p <0.05). Conclusions: Gallbladder carcinoma had the lower frequency of
K-ras mutation, when compared with pancreatic, biliary tract and ampulla of Vater tumors
(Rev Méd Chile 2005; 133: 1434-40).
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La genética molecular de los tumores del com-
plejo pancreatico biliar ha sido extensamente
estudiada. Nuestra poblacion presenta una alta
incidencia de tumores de la vesicula biliar y
menor frecuencia de tumores de pancreas, ampo-
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lla de Vater y de vias biliares, las razones de estas
diferencias no estan claras y requieren estudios
adicionalest.

La asociacion de mutaciones del gen K-ras con
este tipo de tumores y lesiones preneoplasicas,
especificamente adenomas, ha sido documentada?4.
Sin embargo, existen muy pocos estudios basados
en nuestra poblacién®S.

El oncogén K-ras pertenece a la familia de genes
ras (H-ras, N-ras y K-ras)’. Se ubica sobre el
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cromosoma 12p12 y tiene aproximadamente 45 Kb
en extension8. Las proteinas codificadas por estos
genes adoptan un conformacion estructural con un
peso de 21 Kd, se localizan en la membrana
plasmética y participan en la via de transduccion de
sefiales y diferenciacion celular®’. La mutacién de
este gen es el evento genético mas comun de la
carcinogénesis humana®. Méas de 90% de las
mutaciones se han encontrado en el codén 12 y
con menor frecuencia en los codones 13 y 6110:11,
Ha sido reportada en diferentes drganos con alta
frecuencia en tumores de colon, 50%12, pulmon,
50%13 y tiroides, 60%4. En el cancer de péancreas
se han comunicado frecuencias de mutacién, que
varian entre 70 y 100% de los casos®%15, En el
cancer ampular entre 19 y 70%, para tumores de
via biliarl6-22 entre 0 y 55%2023-27 y entre 0 y
100% para vesicula biliar820.:23.25,

Existen diversos métodos para la deteccion de
mutaciones de K-ras, sin embargo, uno de los més
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 restric-
Ci6N)5:9.28.29,

El objetivo de este trabajo fue determinar la
frecuencia de mutacion en el codén 12 del gen K-ras,
mediante PCR-RFLP, en tumores pancreatico-biliares
en nuestra poblacién y correlacionarla con las
caracteristicas clinicas y morfolégicas de los tumores.

MATERIAL Y METODOS

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

Extraccion del ADN. Se utiliz6 tejido fijado en
formalina e incluido en parafina. Se microdiseca-
ron 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. EI ADN fue almacenado a -20°C hasta
su andlisis. En todos los casos se realiz6 amplifica-
cion del gen B-globina para confirmar la integri-
dad y calidad del ADN.

Deteccidn de mutacion del codon 12 del gen K-ras.
Se utiliz6 un PCR en seminido y RFLP, con
iniciadores previamente reportados en la literatu-
ra. Estos iniciadores (primers) permiten amplifi-
car un fragmento del gen K-ras que incluye un
sitio de restriccién para la enzima Mval. Tanto los
productos PCR (pPCR) de la primera como de la
segunda amplificacion, fueron digeridos con la
enzima Mval (10 U para 20 ul pPCR)%28.29 E|
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 cod6n 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 segunda
amplificacion.

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

Controles. Como control positivo, se emple6 ADN
de carcinomas de péncreas en los que previamen-
te se habia demostrado la mutacion del K-Ras en
el codén 12. Como control negativo se us6 ADN
genémico comercial (Promega) y como control
blanco se sustituyé el ADN por agua deionizada.

Estadistica. La relacién entre la mutacién de K-ras
con variables categoricas tales como sexo, raza,
tipo histolégico, se establecio usando la prueba de
chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Para
variables numéricas como edad se utilizé la
prueba de t de Student. Para el célculo de
sobrevida global, se incluyé sélo a los casos
avanzados, la asociacion con parametros morfol6-
gicos y clinicos y la presencia de mutacion se
realiz6 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. Mutaciones del codén 12 del gen K-ras en tumores pancreatico-biliares. Gel de poliacrilamida al 10%
teflido 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 simultdneamente en la
muestra analizada. (Cancer de Ampolla de Vater Lineas 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.

ResuLTADOS

Las caracteristicas generales del grupo de pacien-
tes incluidos en el estudio, se detallan en la Tabla
1. La mayoria de los casos de carcinoma de
vesicula biliar correspondieron a mujeres (89%),
en los otros tumores, la relacion fue similar o
levemente superior para el sexo masculino (40%-
56%). Las muestras de tumores estudiados corres-
pondieron a pacientes no mapuches (71%). El
rango de edad fluctud entre los 25 y 92 afios, con
un promedio de 57,6 afios.

El tipo histoldgico predominante correspondid
al tubular (83%). El grado de infiltracion de los
tumores estudiados eran mayoritariamente 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 vesicula-
res subserosos recibieron tratamiento quirdirgico
complementario posterior a la colecistectomia, me-
diante bisegmentectomia hepética y diseccion gan-
glionar. Ninguno de los pacientes con tumores de
via biliar fue sometido a reseccién quirdirgica con
intencidn curativa. Se encontraron diferencias signi-
ficativas 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 pronostico, respectiva-
mente (p=0,004) (Tabla 1). También se observé
diferencias en la sobrevida segun tipo histoldgico
de los tumores (peor prondstico para adenocarci-
nomas tubulares) (p<0,05) y segin grado de

diferenciacion histoldgica (mejor prondstico 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 érgano analizado,
las frecuencias de mutacion fueron de 29%, 50%,
56% y 80%, para CVB, BTC, CP y AV, respectiva-
mente. Cuando agrupamos a los tumores pancrea-
tico-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 observé una tenden-
cia no significativa a mayor frecuencia de muta-
cion en hombres (p=0,07) (Tabla 1).

Discusion

La asociacion de mutaciones del gen K-ras con
este tipo de tumores y lesiones preneoplasicas,
especificamente adenomas, ha sido bien docu-
mentada. Sin embargo, existen muy pocos estu-
dios basados en nuestra poblacion.

Nuestros resultados muestran que aproximada-
mente la mitad de los tumores pancreatico-bilia-
res, presentan mutacién en el codén 12 del gen
K-ras (46,4%). La frecuencia de mutacién fue
dependiente del tipo de tumor (p <0,05), estando
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Tabla 1. Caracteristicas generales del grupo analizado y su relacion con sobrevida y mutacion del gen k-ras

(n=69)
Variable Vesicula biliar ~ Pancreas Ampolla  Via Biliar Total  Mutacion de K-ras
del total (%)

n° de casos K 9 15 10 69 69

Sexo Masculino 11% (4) 56% (5) 53% (8) 40% (4) 1(30%) 619% (13/21)  p=007 (A)
Femenino 89% (31) 4% (4) 47% (7) 60% (6) 48 (70%)  39,5% (19/48)

Etnia Mapuche 34% (12) 11% (1) 20% (3) 40% (4) 0(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 544 afios 56,2 aflos 654 afios 57,6 afios p=ns
Rango 32-02afios  25-70 afios 4169 afios 4583 afios  25-92 afios

Sobrevida Promedio 655 meses 252 meses 185 meses 61meses 41 meses p=0,004 (B)
Rango 0-194 meses  1-88 meses  0-54 meses  1-11 meses  0-194 meses

Tipo histol6gico 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) 14% (1) 0% (0/1)

Etapa Incipiente 20% (3) 43% (3) 67% (2/3) p <0,05 (D)
Avanzado 100% (35) 100% (9)  80% (12) ~ 100% (10)  957% (66)  33% (29/66)

Grado de diferenciacion  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) % (1) 4% (4  3L9%(22)  45% (10/22)

Mutacion K-ras Presente 29% (10) 56% (5) 80% (12) 50% (5) 46,4%(32) p <0,05 (F)
Ausente 71% (25) 4% (4) 20% (3) 50% (5) 53,6% (37)

A: Mutacion de K-ras seguin sexo. B: Sobrevida segun localizacién del tumor. C: Sobrevida segun tipo histologico. D: Sobrevida segin
etapa. E: Sobrevida seglin 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
vesiculares vesiculares  Total
K-ras mutado 10 22 32
K-ras no mutado 25 12 37
Total 35 44 69

P <0,0001.

presente en 29% de los adenocarcinomas de la
vesicula biliar, en 56% y 50% para carcinomas de
pancreas y via biliar respectivamente y en 80% de
los carcinomas de la ampolla de Vater.

En la vesicula biliar se han reportado frecuen-
cias de mutacion de K-ras que fluctian entre 0 y
100%430, Algunos autores han postulado que
aquellos tumores que se asocian a una union

bilio-pancreatica anémala, condicién mas frecuen-
te en las series japonesas, presentarian mayor
frecuencia de mutacion de K-ras31:32, Sin embar-
go, otras series han encontrado que la frecuencia
de esta mutacion es comparable con series de
pacientes que no muestran esta anormali-
dad30:3334 En nuestros casos se encontré una
frecuencia de 29% de mutacién, muy similar a una
serie previamente reportada®. Esto contrasta con
el 2,4% de mutaciones reportadas en una serie de
73 pacientes chinos de CVB430, en los que 70% se
encontraban asociados a litiasis. En nuestra re-
gién, mas de 90% de los canceres vesiculares se
encuentran asociados a litiasis?, lo cual podria
explicar algunas de las diferencias genético-mole-
culares encontradas en diferentes poblaciones y
areas geograficas.

En el cancer de pancreas se han publicado
frecuencias de mutacion de K-ras que fluctan
entre 70 y 100%°, sin diferencias significativas para

ARTiCcULO DE

INVESTIGACION

1437



W Rev Méd Chile 2005; 133: 1434-1440

los distintos estadios de la enfermedadl8. Parece
ser que esta mutacidon estaria involucrada en la
iniciacion, pero no en la progresién, del cancer
pancredtico. En nuestros 9 casos encontramos una
frecuencia algo menor de mutacién que alcanzé a
56% de los casos. Sin embargo, las diferencias
encontradas no fueron significativas. No encontra-
mos relacion con caracteristicas morfologicas o
sobrevida con la presencia de mutacion.

En los tumores de via biliar se han reportado
frecuencias de mutacion que varian entre 14,3% y
559%430:35.36 y para el cancer de ampolla entre 19 y
70%16.17_ En nuestra serie encontramos frecuencias
de mutacion de K-ras de 50 y 80% para tumores de
via biliar y de ampolla de Vater, respectivamente.

Las marcadas diferencias reportadas en las
frecuencias de mutacion de K-ras pueden ser
atribuibles al uso de diferentes técnicas o a
diferencias raciales y geogréficas. Ejemplo de esto
es la alta incidencia de mutacion de K-ras, en
colangiocarcinomas, observada en Tailandia y
Japon37,

Nuestros casos no mostraron relacion entre la
mutacion de K-ras y las caracteristicas morfoldgicas
del tumor. En la literatura se ha reportado escasa
asociaciéon con caracteristicas morfol6gicas. Howe
et al comunicaron que la mutacién se asociaba a
tumores de ampolla mayores de 2 cm, sin embargo,
no se encontro relacion con sobrevida?2.

En nuestro estudio, la mutacion de K-ras en
cancer de ampolla de Vater resulté ser un factor de
mejor prondstico, contrariamente a lo previamente
reportado?%26, sin embargo, esta observacion se
encuentra basada en una muestra limitada. En los
tumores pancreatico-biliares estudiados, la muta-
cién de K-ras no mostré valor pronéstico al igual
que otras comunicaciones?2:25, sin embargo, otros
autores han encontrado que la presencia de K-ras
se encuentra asociada a peor prondstico3%:3%,
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