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INTRODUCCION

Caracteristicas clinicopatolégicas
del cancer de ovario

El cédncer de ovario representa el 25% de las neo-
plasias ginecolégicas. En Espafia su frecuencia re-
lativa es del 3,7%; sin embargo, es la causa mas fre-
cuente de muerte por neoplasias del tracto genital
femenino. Este prondstico adverso se debe a que su
localizacién anatémica no permite establecer un
diagnéstico precoz y suele diagnosticarse en esta-
dios avanzados, cuando el tumor ya se ha disemina-
do por la cavidad peritoneal y las medidas tera-
péuticas existentes resultan ineficaces. Ademads. la
progresion del epitelio ovarico normal a tumoral as{
como los mecanismos genéticos moleculares cau-
santes de su desarrollo son poco conocidos (1, 2).
A esto hay que afiadir que las alteraciones genéticas
mas comunes en otras neoplasias no resultan apli-
cables a la mayoria de carcinomas ovéricos. -

Histogenéticamente, los tumores epiteliales del
ovario se originan en el epitelio de superficie y
representan el 60% de los tumores primarios y el
80% a 90% de los malignos. Existen distintos tipos
histolégicos v pueden tener varios grados de agresi-
vidad biolégica: benignos, de bajo potencial de
malignidad (borderline) y malignos. Se acepta la
hip6tesis de que la transformacién maligna del epi-
telio de superficie ocurre a partir de los quistes epi-
teliales de inclusién que se forman tras multiples
ovulaciones (3, 4). Asi, bajo la influencia de esti-
mulos oncogénicos el epitelio benigno atrapado se
transformaria en maligno e invasivo (5, 6). Sin
embargo, ocasionalmente ciertos tumores benignos
y borderline pueden ser precursores de los carcino-
mas (3). ‘

Caracteristicamente, los tumores epiteliales ova-
ricos son neoplasias muy heterogéneas, con varia-
cién en el tipo, composicién y grado de malignidad.
Es frecuente observar componentes de distinto gra-
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do histolégico dentro del mismo tumor, sobre todo
cuando se trata de tumores serosos y mucinosos (7).

Factores de riesgo y alteraciones
genéticas en los tumores de ovario

Entre los factores de riesgo de céancer de ovario
aceptados se incluyen el genético, la baja o nulipa-
ridad y la edad. La herencia parece tener un papel
importante en menos del 5% de estos tumores.
Existen tres sindromes de carcinoma de ovario
familiar: el carcinoma de ovario familiar aislado, el
cancer de mama/ovario familiar y el carcinoma de
ovario en el contexto de cancer de colon familiar
no asociado a poliposis o sindrome de Lynch tipo II.
En los carcinomas ovéricos esporddicos no 'se ha
observado una alteracion genética especifica, y pare-
cen resultar de un proceso complejo que incluye la
accion de numerosos oncogenes y genes Supresores
tumorales (2, 8-10). En los casos familiares, a dife-
rencia de los esporddicos, la toma de anticoncepti-
vos orales parece asociarse a un mayor riesgo de
cancer. Por el contrario, la nuliparidad es un factor
protector (11). Estos datos sugieren que las mujeres
con alto riesgo por factores genéticos pueden afec-
tarse de distinta manera segiin su ambiente hormo-
nal u otros factores ambientales, dietéticos o estilo
de vida. Ello permitiria controlar y manipular los
factores de riesgo externos modificables, investigar
su efecto sobre cada genotipo y evaluar el riesgo de
una determinada persona a desarrollar una neoplasia.

Las alteraciones genéticas que participan :en el
desarrollo de un tumor son numerosas. Los .cam-
bios moleculares mas ttiles para el diagndstico son
los relacionados con la iniciacién y la progresién
tumoral, pues permiten establecer un diagndstico
precoz, justifican el tratamiento de las pacientes
con alto riesgo, e identifican los tumores con ma-
yor agresividad biolégica (15).

Las alteraciones genéticas que ocurren durante
la tumorigénesis ovdrica se han ido conociendo
gracias a la aplicacion de las técnicas de patologia
molecular a la practica clinica. Por ejemplo, las
alteraciones del gen supresor p53 confieren una
ventaja de crecimiento selectiva durante la progre-
sién tumoral y se detectan durante el desarrollo de
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los, tumores de alto grado (13). Las mutaciones del
gen p53 se encuentran en el 50% de los carcinomas
de alto grado (III/IV) y en el 15% de los de grados
I/I1. El gen supresor tumoral BRCA ! estd implicado
en la mayoria de los casos del sindrome del carci-
noma ovarico familiar aislado y en los de carcinoma
de mama/ovario familiar, en los que también parti-
cipa el gen BRCA2. Por otra parte, en el sindrome
de Lynch tipo II se ha observado inestabilidad de
microsatélites en el gen AMSH2. La inestabilidad
de microsatélites consiste en anomalias en la longi-
tud de secuencias: repetitivas cortas del DNA y
resulta de la alteracién de los genes causantes de la
reparaciéon del DNA (los mismatch repair genes
hMSH2, hMLHI, hPMSI y hPMS2) (10, 12, 14,
16). Ademds, se ha detectado la amplificacién y
sobreexpresion del gen c-erb2 (Her2/neu) en. el
30% de carcinomas ovdricos, lo cual se relaciona
con un peor prondstico, sobre todo en pacientés
con carcinomas de ovario familiar (supervivencias
del 67% a los 5 afios frente al 17% en los casos
esporddicos) (15). Recientemente se ha observado
que las alteraciones en los genes p15y pl6 pueden
contribuir en la génesis de los tumores epiteliales
del ovario (17, 18). También se ha visto que la acti-
vacién mutacional del gen c-K-ras tiene un papel
selectivo en el desarrollo de los tumores ovdricos
de tipo mucinoso, probablemente durante la fase
inicial de este proceso, al igual que ocurre en los
tumores de colon y pancreas (19, 20). De la misma
manera, la pérdida de expresién del gen supresdr
de metdstasis mm23, con disminucion de las con-
centraciones de proteina nfn23H1, causaria progre-
sién tumoral y podria asociarse a mal prondstico.
También se ha demostrado la amplificacién del gen
MDM?2, con el consiguiente aumento de la proteina
MDM?2 producto del gen, que inactiva el gen supre-
sor p33, al formar complejos con la proteina p53.

Los carcinomas ovdricos familiares y no fami-
liares tienen caracteristicas clinicopatolégicas dis-
tintas. Por ejemplo, se han descrito mds cistoade-
nocarcinomas serosos papilares y menos tumores
mucinosos y borderline en las pacientes con carci-
noma ovarico familiar (21, 22). Ademas, los tumo-
res familiares suelen aparecer en edades mas tem-
pranas que los esporddicos.
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En el estudio genético deben tenerse en cuenta
las caracteristicas histolégicas de los tumores; ya
que el cancer de ovario es tipicamente hetérogéneo.
Existe una gran variedad de tipos histoldgicos que
tienen un comportamiento bioldgico ' distinto.
También debe determinarse la presencia de mas de
un componente en un mismo tumor, los porcentajes
de los distintos tipos tumorales o si coexisten:lesio-
nes de bajo grado con otras de alto grado. S6lo la
integracion de los datos moleculares con las caracte-
risticas patolégicas de los tumores, tales como el tipo,
el grado histolégico, el estadio, los rasgos inmu-
nohistoquimicos y el indice de DNA, entre otros, per-
mitird obtener una visién real de la trascendencia de
las alﬁeraciones genéticas en la carcinogénesis.

PROTOONCOGEN c-K-ras

El protooncogén c-K-ras pertenece a la familia de
multigenes ras que consta de tres genes intima-
mente relacionados: Ha-ras, c-Ki-ras y N-ras. Los
dos primeros son los homélogos celulares norma-
les de los oncogenes virales de los virus del sarco-
ma murino Harvey y Kirsten. N-ras se descubri6é
como un oncogén transformante del DNA en una
linea celular de neuroblastoma. Los genes ras par-
ticipan en la transmisién de sefiales de crf;cirhjcnto
y diferenciacién celular normal. Son capaces de
inducir la transformacién maligna in vitro en célu-
las de lineas celulares, pero no in vivo, y son biol6-
gicamente activos en células heterélogas de otras
especies al estar altamente conservados en la esca-
la evolutiva desde las levaduras hasta los mamife-
ros. Los genes ras estdn localizados en diferentes
cromosomas y son de distinto tamaiio: c-K-ras tie-
ne mds de 40 kb de longitud, N-ras 10 kb y c-Ha-ras
menos de 6 kb. El mecanismo mas frecuente de
activacién son las mutaciones puntuales, sobre
todo en los codones 12, 13, 61, 59 y 63. Estas mu-
taciones provocan la activacién de la proteina pro-
ducto del gen, con perdlda de la actividad GTPasa
1ntr1nseca

Proteinas Ras: estructura y funcion’

El producto de los genes ras son las proteinas Ras,
Mr 21.000 (p21). Las secuencias codificadoras de

Estudio de las mutaciones c-K-ras en tumores ovdricos

las proteinas Ras son muy similares incluso entre
distintas especies. Las proteinas Ras son miembros
de una superfamilia de proteinas con actividad
GTPasa que incluye las proteinas Ras, Rho/Rac,
Ran, Rab y Arf. Intervienen en la sintesis de protei-
nas (factores de elongacién e iniciacién) y en la via
de transduccién de sefiales que controlan el creci-
miento y diferenciacién celular. Estdn localizadas en
la superficie interna de la membrana plasmatica,
unen de forma no covalente pero con alta afinidad
nucledtidos de guanina (GDP y GTP), y tienen acti-
vidad GTPasa intrinseca. Actian como mediadores
de la sefial entre los receptores tirosincinasa de la
superficie celular y la cascada de serina/treonincina-
sas que activa la expresion de factores nucleares, que
en dltimo término controla la expresién génica y la
sintesis de proteinas (24, 25). Este mecanismo de acti-
vacion transcripcional celular, inducido por factores
de crecimiento u otras interacciones ligando- recep-
tor y mediado por las. protelnas Ras, es fundamental
en la regulacién de la prohferacmn y d1ferenc1ac1on
celular. Asi, las proteinas Ras actian como una sub-
unidad reguladora de un complejo asociado de mem-
brana con actividad enzimatica (23, 26). ‘

Cada gen ras codifica un producto de traduc-
cién primario, de 189 am1n0ac1dos con codones
distribuidos en cuatro exones El gen c-K-ras se
diferencia por contener dos exones 4 (4A y 4B)
con distinto splicing, que resulta en proteinas de
188 ammoamdm con el dominio C-terminal codl—
ficado por el exén 4A o 4B.

La estructura de las proteinas Ras estd d1V1d1da
en cuatro regiones o dominios:

— Dominio de unién a nucleétidos de guanina: los
primeros 165 aminodcidos unen el grupo purina
GTP y son causantes de la especificidad de la
unién a los nucledtidos de guanina. Las mutacio-
nes en este dominio disminuyen la afinidad de las
proteinas Ras, alteran la especificidad de la unién
de nucledtidos y aumentan el AMPc.

— Regiodn variable o heterogénea mayor: correspon-
de a'los aminoacidos 165-185, variable entre dis-
tintas especies. No se modifica con el cambio
conformacional de la proteina activa e inactiva.

—Regién efectora o dominio catalitico: segmento
N-terminal que comprende los aminodcidos 32-
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40. Regula las actividades bioquimicas de las
proteinas Ras y es necesario para la transmision
de sefiales y para la‘actividad transformante. Esta
region interacciona con proteinas moduladoras y
efectoras, es idéntica en distintas especies y su
conformacién varia en estado activo e inactivo.
Las mutaciones en este dominio no' activan la
adenilatociclasa. |

— Dominio de unién a membrana: es el extremo
C-terminal, esencial para la localizacion de mem-
brana y la actividad oncogénica de las proteinas
Ras. ‘

Moduladores y efectores
de las proteinas Ras

La actividad de las proteinas Ras estd regulada por
tres clases distintas de protefnas que modulan la
asociacion entre las proteinas Ras y los nuclestidos
de guanina (27). Las proteinas Ras unidas al GTP
son funcionalmente activas, e inactivas unidas al
GDP. Tienen actividad GTPasa y propiedades
intercambiadoras entre los nucleétidos GDP/GTP
intrinsecas. Estas actividades no son suficientes
para regular el rdpido y transitorio ciclo entre los
nucleétidos GDP/GTP que se induce durante la
estimulacién mitégena (28), sino que estdn catali-
zadas por la familia de factores liberadores de gua-
nina (GRF), inhibidas por las proteinas inhibidoras
de la disociacién de guanina (GDID) y aceleradas
por las proteinas activadoras de la GTPasa (GAP).
que hidrolizan el GTP a GDP, finalizando la sefial
de transduccidn (29-31). Otros moduladores de las
proteinas Ras son Raf-1, AMPc, PI(3)K (32-34);
receptores esteroideos (oncoproteina erbA); pro-
ductos de oncogenes (dbl y etc2) y genes supreso-
res tumorales (NF2); nm23 y la subunidad estimu-
ladora de la proteina G (GaS).

Mutaciones ras en tumores humanos

La activacion mutacional de los genes ras es un fe-
némeno muy frecuente en muchos pero no en todos
los tipos tumorales humanos, aunque su papel bio-
16gico todavia no estd dilucidado. La incidencia, el
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. Tabla 1. Incidencia de mutaciones del gen ras en tumo-
© res humanos.

Incidencia  Gen ras activado
: Tipo de tumor (%) predominante
- Adenocarcinoma de colon 70-50 Ki-ras

: Carcinoma de péncreas 90 Ki-ras

¢ Colangiocarcinoma 70-90 Ki-ras

* Endometrio 50 Ki-ras
Adenocarcinoma de pulmén 30 Ki-ras

. Seminoma 40 Ki-ras, N-ras
¢ Melanoma 20 N-ras

¢ Carcinoma de vejiga urinaria 6 Ha-ras

: Tiroides ‘ 50 Ha-ras, Ki-ras,
N-ras

i Mielodisplasia mieloide 30 N-ras
Leucemia mieloide aguda 30 N-ras
Leucemia mieloide crénica 10 N-ras

- Leucemia linfatica crénica 10 N-ras

gen ras implicado y la mutacién observada varian
segin el tipo histologico y la localizacion del
tumor. En distintos tipos de neoplasias predominan
mutaciones de un determinado oncogén ras (K-ras
en distintos tipos de carcinomas; N-ras en leuce-
mias) (Tabla 1). Sin embargo, no es cierto que la
activacién de genes ras refleje la expresién tejido-
especifica de las formas protooncogénicas en las
células normales precursoras del tumor. Hay distin-
tos genes ras con diferentes funciones. La preva-
lencia de mutaciones c-K-ras es del 70% al 90% en
adenocarcinomas del pancreas exocrino, colorrec-
tales y colangiocarcinomas, del 50% en carcinomas
de endometrio y tiroides, del 50% en adenomas
colorrectales y del 39% en carcinomas pulmonafes,
exdluyendo los de célula pequeiia (19, 20, 35, 36).
La frecuencia de mutaciones es muy baja (<5%) o
inexistente en los carcinomas de mama, cérvix ute-
rino, eséfago,‘ glioblastoma, neuroblastoma, esté-
mago, pulmén (carcinoma escamoso y de cé€lula
grande) y en gran parte de los procesos hematolé-
gicbs y linfoides. En las leucemias observamos
mutaciones N-ras. En algunas leucemias mieloides
agudas y linfaticas crénicas se han detectado dos
mutaciones ras distintas en el DNA del mismo
paciente, causantes del crecimiento clonal de dos
lineas celulares tumorales independientes deriva-
das de una poblacién preleucémica comun. Estu-
dios in vivo e in vitro, en modelos experimentales
animales y en tumores humanos, han demostrado

- 296 -



1998; Vol. 31.N° 3

que las mutaciones ras no son letales ni por sf solas
oncogénicas. Su presencia no es imprescindible
para la carcinogénesis y en la mayoria de tumores
en que se detectan no tienen implicaciones diag—
ndsticas ni prondsticas claras que puedan ser utiles
en un contexto clinico. La activacién ras no es el
factor iniciador de la neoplasia, pero contribuye a
su progresion tardia, al ser uno de los pasos inter-
activos de la progresién del fenotipo normal a
tumoral. Hay distintas vias de transformacién
maligna y el oncogén ras se encuentra en una de las
mas frecuentes (7, 37, 38). No obstante, en mode-
los animales experimentales con tumores inducidos
por carcinégenos las mutaciones ras son un fenod-
meno iniciador equivalente al primer paso en la
progresién tumoral (41) (por ejemplo nitrosometil-
urea y carcinoma de mama en ratas). L.os genes ras
son dianas directas de las moléculas carcinégenas,
demostrandose la relacion entre agentes carcinége-
nos externos y mutaciones ras (42).

La presencia de genes ras activados no estd
relacionada con el grado ni con el estadio tumoral.
Se han detectado mutaciones ras en lesiones benig-
nas, premalignas y en carcinomas. La incidencia de
mutaciones ras es similar en adenomas y en carci-
nomas colorrectales. Ademas, la identificacién de
mutaciones ras tanto en adenomas de colon como
en hiperplasias pancredticas ha sugerido que en
algunas neoplasias la activacion ras representa un

Estudio de las mutaciones c-K-ras en tumores ovdricos

fenémeno genético inicial en el proceso de carci-
nogénesis (39, 40).

Mutaciones ras en tumores ovaricos

Las mutaciones en el gen c-K-ras son muy fre-
cuentes en las neoplasias con diferenciacién muci-
nosa, incluyendo los tumores ovéricos de este tipo
(43, 44). En la mayoria de adenocarcinomas, més
del 90% de las mutaciones ras ocurren en el gen
c-K-ras, €l 80% en el codén 12, v son poco fre-
cuentes en los codones 13, 61, 59 y 63 (19). Por el
contrario, en los adenomas y carcinomas colorrecta-
les se ha detectado una alta proporcién de mutacio-
nes en el codén 13. Se ha descrito una relacion entre
mutaciones c-K-ras y los estadios tumorales avan-
zados, sobre todo en los tumores no mucinosos del
ovario, en los que la prevalencia de estas mutacio-
nes es menor que en los mucinosos (45-47).

ANALISIS DE LAS MUTACIONES
c-K-ras: METODOS

Extraccion de DNA

El método de extracciéon de DNA se realizé a partir
de tejido incluido en parafina (Fig. 1). De cada blo-
que se practicé un corte de 5 um de grosor que se

SECCION DE 5-10 MICRAS

2 SECCIONES
DE 25 MICRAS

/ O/TINCIO'N H-E

PROTEINASA K
(25-20 pg)
noche a 37°C

EXTRACCION
DNA

- PCR

. Figura 1. Extraccion del DNA a partir de material parafinado (véase texto).
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tind con HE. Esta seccion sirvié de control de la
presencia de tumor, y en aquellos casos con com-
ponentes de distinto grado histolégico en un mismo
tumor sirvié de control para la seleccién y microdi-
seccion por separado de las distintas &reas. Del
mismo bloque de parafina se practicaron dos sec-
ciones de 25 um de grosor, que se introdujeron en
un tubo de microcentrifuga para la extrac¢ion del
DNA. Para evitar contaminaciones se cambié la
cuchilla del micr6tomo entre caso y caso y se lim-
p16 con alcohol antes y después de cortar cada blo-
que. En aquellos tumores con mas de una &rea
seleccionada (por ejemplo tumores mucinosos con
areas de distinto grado histolégico), se utilizé la
técnica de microdiseccién bajo control microscépi-
co que se describe a continuacién. Se cortaron siete
secciones de 5 um de grosor, que se depositaron
sobre portaobjetos. El agua del bafio se limpid con
servilletas después de cada caso. Los cortes se
mantuvieron 30 minutos a 55 °C y se desparafina-
ron con dos cambios de xilol y etanol absoluto; se
rehidrataron con tampén 50 mM Tris (pH 8,5) con
0,9% de ClNay 5 mM de 4cido etilendiaminotetra-
acético. Las dreas tumorales se rascaron con una
lanceta bajo control microscopico. La seccion tefii-
da con HE sirvié para identificar las zonas diana.
Tras la microdiseccion, el tejido tumoral sé depo-
sitd ‘en un tubo de microcentrifuga con 600 ul del
mismo tampén con dodecilsulfato sédico al 1% y
0,2 mg/ml de proteinasa K anadidos. El tejido se
incubd 72 horas a 37 °C, afiadiendo 0,2 mg/ml de
proteinasa K diariamente. Se inactivé la proteinasa K
por ebullicién (10 minutos a 100 °C). Se extrajo el
DNA con fenol:cloroformo y cloroformo. Se pre-
cipité con acetato sédico e isopropanol y se re-
suspendid en 10 ul de agua desionizada. Se utilizd
1 pg de 4cido nucleico para amplificar mediante
PCR. Los controles de DNA mutado se obtuvieron
de lineas celulares establecidas de cdncer de pan-
creas (Capan-1, ASPC-1 y Mia Paca) y de cancer
de pulmoén (A549, American Type Culture Collec-
tion, Rockville, MD), con mutaciones puntuales
homozigotas en el codén 12 del gen c-K-ras, y de
una linea celular de cdncer de colon (LoVo), con
una mutacién puntual homozigota en el codén 13
del gen c-K-ras.
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Amplificaciéon del DNA y deteccion
de mutaciones mediante PCR/RFLP

La deteccion de mutaciones en los codones 12y 13
del gen c-K-ras se realiz6 mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa y el analisis del polimor-
fismo en la longitud de los fragmentos de restric-
cién (PCR/RFLP). Se utilizaron distintos cebado-
res para detectar las mutaciones puntuales en los
codones 12 y 13, respectivamente. El procedimien-
to general para detectar cualquier mutacién en
ambos codones estd esquematizado en la Fig. 2.
Las;secuencias de DNA del primer exén codifican-
te del gen c-K-ras se amplifican en una primera
PCR usando un par de cebadores externos .al
mismo (PCR-1). Tras esta primera amplificacion,
se utiliza 1 pl del producto de la PCR-1 y se ream-
plifica mediante una segunda PCR anidada (nested)
(PCR-2), utilizando un par de cebadores mas cerca-
nos a los codones 12y 13 del gen c-K-ras. La carac-
teristica de esta segunda PCR es que los cebadores
contienen una mutacién introducida de forma artifi-
cial, de manera que se crean dos sitios o dianas de
restriccion. El primer upstream nos introduce una
diana de restriccién que nos sirve de control interno
de la digestién enzimdtica posterior, y el primer
downstream crea una segunda diana de restriccién
que se pierde siempre que haya mutaciones en las
dos primeras bases del codén 12 o 13 del gen c-K-
ras. Posteriormente, el producto amplificado de la
PCR-2 se digiere con enzimas de restriccién ade-
cuadas segiin se trate del codén 12 o 13 (Hphl ¥
BstNI para el codén 12; Haelll para el 13). Estas
enzimas reconocen las secuencias de las dianas de
restriccién creadas de forma artificial en la PCR-2.
El producto de la digestidn enzimadtica se separa por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 9%
(2 horas a 200 V), que se tifien con bromuro de eti-
dio v posteriormente se fotografian. El patrén de
bandas de los geles en cada uno de los casos es diag-
néstico de la presencia o ausencia de la mutacion.

Caracterizacion de las mutaciones
K-ras

Una vez detectada una mutacién puntual en el co-
don 12, se caracterizé mediante PCR/RFLP. Se uti-
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1¢r ex6én codificante c-K-ras
[ 3
5 >
PCR 1
3 .
<__
& 12
G—Pp
5 GCTGA —— | GG[TGG !
3 1 PCR 2
.8’ GCACT — | CCjACC 5
: T ——
Di ti6 12
igestién :!GGTGA: ND M N
65 Hph | ‘
| 49
16 40 g 0 .

Figura 2. Representacién esquematica del método PCR/RFLP (véase texto). En'este ejemplo, la banda de 65 pares de bases (pb)
corresponde al DNA amplificado, producto de la PCR-2 previa digestion enzimatica. Las bandas de 49 pb y de 40 pb corresponden al

alelo mutado y al alelo no mutado, respectivamente.

liza 1 ut del producto de la PCR-1 y se reamplifica
con distintos pares de cebadores mutados para
saber qué base estd sustituida por otra en la cadena
de DNA. Los fragmentos amplificados resultantes
se digieren con enzimas de restriccién adecuadas
(Hincll para valina, Mael para serina, Sacl para
arginina, Hphl para acido aspartico e HindIIl para
cisteina), lo que nos permite detectar el cambio
exacto de cada mutacién puntual. Las muestras se
analizan por electroforesis en geles de poliacrila-
mida:al 9% (2 horas a 200 V), se tifien con bromu-
ro de etidio y se fotogfafian. El patrén de bandas
nos indica la presencia de las distintas mutaciones.
Utilizamos controles positivos de lineas celulares
tumorales establecidas (ASPC-1 para el cambio de
glicina a 4cido aspartico, Capan-2 para valina y
Mia Paca para mutaciones de cisteina), asi como de
tumores previamente secuenciados con mutaciones
especificas. De esta manera, se caracterizaron cin-
co aminoacidos distintos (serina, cisteina, valina,
acido aspértico y alanina), sin necesidad de utilizar
isétopos radiactivos. LLos cambios no detectados
mediante este método se secuenciaron.
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APLICACIONES CONCRETAS
DE LAS MUTACIONES c-K-ras
EN TUMORES OVARICOS

Tumores sincronicos

La histogénesis de los tumores sincrénicos ha sido
objeto de controversia (48-55) debido a la dificul-
tad de determinar con exactitud su naturaleza Unica
o muiltiple (primaria o metastisica) exclusivamente
mediante las caracteristicas clinicopatoldgicas
(localizacién, tamaflo, tipo histoldgico) y otras téc-
nicas especiales como la inmunohistoquimica o la
microscopia electrénica. El diagnéstico correcto de
estos tumores es importante, ya que de él depende
la aplicacién de un tratamiento eficaz. La aplica-
ci6én de las técnicas de patologia molecular podria
ayudar al diagndstico y manejo de estas pacientes,
ofreciéndoles enfoques terapéuticos individualiza-
dos y adecuados (56-62) especialmente en casos de
tumores sincrénicos, con el fin de distinguir la
naturaleza multicéntrica o metastdsica de los mis-
mos. Algunos autores (58) realizaron tinciones de
inmunohistoquimica y estudiaron el cariotipo en
muestras de tumores mucinosos del ovario, apéndi-
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ce cecal y pseudomixoma peritoneal. Concluyeron
que las lesiones peritoneales eran metastasicas y
que no se trataba de un proceso neoplasico multi-
focal, al encontrar cambios en los cromosomas 5 y
15 en todas las muestras de cada una de las pacien-
tes. Fujita y cols. (62) utilizaron el andlisis de clo-
nalidad para diferenciar tumores sincrénicos pri-
marios de endometrio y ovario de los metastasicos.
Pilotti y cols. (59) identificaron la misma mutacion
ras en un carcinoma folicular de tiroides y su metas-
tasis 6sea. Asi mismo, Losi y cols. (56) detectaron
la misma mutacién ras en tumores colorrectales y
en sus metastasis o recidivas locales. Sin embargo,
Sugio y cols. (60) detectaron distintas ‘mutaciones
en el gen c-K-ras en dos carcinomas pulmonares
metacronicos de un mismo paciente, concluyendo
que se trataba de dos tumores distintos. En otro
estudio Terunuma y cols. (57) encontraron distintas
mutaciones ras en cinco tumores de colon simulta-
neos de un mismo paciente. Finalmente, Chuaqui y
cols. (61) intentaron determinar el origen de tumo-
res sincrénicos del ovario y del apéndice cecal his-
toldgicamente similares mediante el andlisis de los
microsatélites de los cromosomas 17q (nm23), 3p
(VHL) v 5q (locus D5S346) y demostraron la utili-
dad de estas técnicas para diferenciar los tumores
independientes de los metastasicos. ‘

Las metastasis ovaricas mucinosas suelen origi-
narse en colon, estdmago, pancreas y tracto biliar,
y simulan tumores mucinosos primarios del ovario.
A menudo resulta dificil determinar el origen de
estos tumores, sobre todo si se desconoce la pre-
sencia de un tumor primario extraovérico (63, 64).

Recientemente (65) estudiamos una paciente con
dos tumores sincrénicos: uno seroso papilar border-
line en el ovario y un adenocarcinoma de endome-
trio de bajo grado. Ambos tumores tenian una
mutacién en el codon 12 del gen c-K-ras, cuya ca-
racterizacién demostré que se trataba de mutacio-
nes distintas, con una. transicion de glicina a dcido
aspartico [GGT>GAT (Gly>Asp)] en el ovario y
una transversién de glicina a valina [GGT>GIT
(Gly>Val)] en el endometrio (Fig. 3), lo que con-
firmé que se trataba de dos neoplasias independien-
tes y no de un mismo tumor metastasico.

Los tumores mucinosos sincrénicos del ovario y
del apéndice cecal asociados a pseudomixoma pe-
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Figura 3. Andlisis de mutaciones puntuales en el codén 12 por
PRC/RFLP. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Calle 1: mar-
cador de peso molecular (MWM), X174 RF DNA/Haelll DNA
Ladder (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD, EE.UU.).
O: ovario. E: endometrio. Calle 4: ASPC-1, control positivo bara
transicion GGT—GAT (la linea celular ASPC-1 es homozigota
para esta mutacién). Calle 6: CAPAN-2: control positivo parala
transversion GGT—GIT (la iinea celular CAPAN-2 es heterozi-
gota para esta mutacion). Calle 7: marcador de peso molecular
(MWM), 10 bp DNA Ladder (Life Technologies, Inc., Gaithers-
burg, MD, EE.UU.). El tumor ovarico O-92 presenté una transi-
cion GGT—>GAT (Gly—Asp), como muestra la banda de 56 pb
correspondiente al alelo mutado. El tumor endometrial E-92 de
la misma paciente presenté una transversion GGT-HGTT
(Gly—Vval). E! fragmento de 68 pb representa el alelo normal
(GTT), el de 48 pb el alelo mutado (GTT) y el fragmento de 20 pb
es el control de la digestion enzimatica. El tumor ovérico O-94
corresponde a otra paciente con una transicion GGT—>GAT
(Gly—Asp). ‘

ritoneal se han considerado tradicionalmente neo-
plasias independientes (48, 49, 52, 54) segiin datds
clinicos y patoldgicos tales como el tamafio del
tumor ovarico, la falta de evidencia macro o mi-
croscopica de rotura de la pared apendicular, la pre-
sentacién del tumor apendicular meses o afios des-
pués del tumor ovdrico, el aspecto benigno del com-
ponente epitelial, la presencia de distintos grados
histolégicos en ambas localizaciones, la menor agre-
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sividad biolégica de estos tumores que la esperada
en tumores metastasicos, y el patrén inmunohisto-
quimico discordante "entre el epitelio ovérico y
apendicular. Algunos autores sugieren que estas
neoplasias representan un tumor primario multifo-
cal, resultado de un efecto oncogénico de campo de
tipo colénico que afectaria al epitelio (54). Otros
investigadores han sugerido el origen secundario o
metastasico de los tumores ovaricos (50, 51, 55)
basandose en datos clinicos y patolégicos. Los ar-
gumentos a favor de un tumor primario apendicular
con metastasis al ovario y diseminacidn peritoneal
son: la frecuente presentacién sincrénica de los tu-
mores ovdricos y apendiculares, el tumor apendi-
cular parece primario, la presencia de pseudomixo-
ma peritoneal en practicamente todas las pacientes.
la bilateralidad o el predominio derecho, el pequefio
tamaifio de los tumores ovéricos, la presencia de im-
plantes ovaricos superficiales, la presencia de pseu-
domixoma ovérico, la semejanza histolégica entre
ambos tumores y la histologia de aspecto benigno
en las metastasis ovéaricas de algunos carcinomas
del péncreas o del colon. La secuencia evolutiva de
estos tumores esta representada en la Fig. 4.

Las caracteristicas clinicopatoldgicas de-las 6
pacientes estudiadas con tumores sincrénicos del
ovario y apéndice cecal asociados a pseudomixoma

Estudio de las mutaciones c-K-ras en tumores ovdricos

peritoneal (66) se resumen en la Tabla 2. Las edades
estaban comprendidas entre 46 y 67 afios. Cinco de
las 6 pacientes tenfan tumores del mismo aspecto
histolégico en ambas localizaciones, siendo en cua-
tro tumores mucinosos borderline y en una un car-
cinoma mucinoso. En la paciente nimero 1 obser-
vamos una discordancia, con un tumor borderline
en el apéndice cecal y un carcinoma de bajo grado
en el ovario. Tres tumores ovdaricos eran derechos y
dos bilaterales. Todas las pacientes presentaron
pseudomixoma peritoneal y en el seguimiento dos
habfan muerto por tumor a los 5 y 7 afios, respecti-
vamente, mientras que cuatro entre 2 y 11 afios es-
taban vivas con tumor. ;
Los resultados del andlisis de las mutaciones
puntuales en los codones 12 y 13 del gen c-K-ras
en los 12 tumores de las 6 pacientes con tumores
mueinosos sincronicos del ovario y apéndice cecal,
demostraron mutaciones en el codén 12 en 5 pa-
cientes, tanto en el ovario como en el apéndice
cecal por separado. Una paciente no presenté muta-
ciones en ninguna de las dos localizaciones. No:se
detectaron mutaciones en el codén 13. La caracte-
rizacidon de las mutaciones demostrd, en cada uno
de los casos, el mismo tipo de cambio en ambos
tumores, ovarico y apendicular: una transicion .de
glicina a dcido aspértico [GGT>GAT (Gly>Asp)]

Figura 4. Iniciaimente el tumor mucinoso apendicular distiende la luz y diseca la pared apendicular con salida de moco y células a la
cavidad abdominal. Posteriormente se forman implantes peritoneales, en la superficie serosa de érganos adyacentes y de los ovarios
derecho e izquierdo. Finaimente, el tamafio del tumor ovarico derecho resultante suele ser mayor que el del tumor apendicuiar, que
puede tener aspecto macroscopico normal tras distenderse y vaciar el contenido a la cavidad abdominal. ‘
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| Tabla 2. Tumores mucinosos del ovario y apéndice cecal.

.Caso Edad (afios) Apéndice Ovario Peritoneo * Seguimiento (afios)

1 51 TB Ca (D) PP 1T (5)

2 46 TB TB (I) PP T (7)

3 64 TB B (B) . PP VCT (11)
4 67 Ca Ca (D) . PP VCT (2)
5 49 TB B (B) PP VCT (2)
6 57 B TB (D) PP VCT (8)

TB: tumor borderline; Ca: adenocarcinoma; D: derécho; I: izquierdo; B: bilateral; PP: pseudomixoma peritoneal; 7T: muerte por tu-

- mor; VCT: vivo con tumor.

en 4 pacientes y una transversion de glicina a vali-
na [GGT>GTT (Gly>Val)] en una. El resultado de
los hallazgos moleculares se resume en la Tabla 3,
con una concordancia en el patrén mutacional en el
100% de los casos: concordancia negativa por au-
sencia de mutaciones en el caso nimero 1, y positi-
va en los casos 2 al 6 por la presencia de la misma
mutacién en ambas localizaciones. Estos resultados
sugieren el origen de estos tumores en una Unica
clona celular y, por lo tanto, la naturaleza metastasi-
ca de los mismos. A la luz de los datos clinicos, pare-
ce tratarse de tumores primarios del apéndice cecal.

- Estos hallazgos sugieren la importancia de la
aplicacién de las técnicas de patologia molecular al
diagnostico diferencial entre carcinomas sincréni-
cos independientes y carcinomas metastésicos.

Tumores mucinosos

Las alteraciones genéticas estudiadas inicialmente
en los carcinomas de ovario incluyen la familia de

protooncogenes ras (c-Ha-ras, c-Ki-ras y N-ras) y
el gen supresor tumoral p53 (43, 45, 67). En los
primeros trabajos, las mutaciones o amplificacio-
nes del gen ras se consideraron muy poco frecuen-
tes en carcinomas de ovario, con incidencias com-
binadas del 5% al 10% (68, 69). Sin embargo, al
analizar las mutaciones c-K-ras en los distintos
tipos histolégicos de tumores epiteliales ovaricos,
varios investigadores observaron que eran mucho
ma4s frecuentes en tumores de tipo mucinoso que en
otros tipos histolégicos (46, 47). Algunos autores
(70) detectaron mutaciones en el 75% de tumores
mucinosos frente al 14% en los no mucinosos,
siendo €stas mas frecuentes en el codon 12 del gen
c-K-ras. En los carcinomas la prevalencia de muta-
ciones era mayor que los tumores borderline y be-
nignos, demostrando una relacién entre mutaciones
ras y estadios avanzados de la enfermedad, en es-
pecial en tumores no mucinosos (44, 45). Ademas,
las frecuencias comparativas de las mutaciones
c-K-ras en tumores mucinosos benignos, borderli-
ne y malignos sugieren que la activacién mutacio-

Tabla 3. Mutaciones c-K-ras en tumores de ovario y apéndice cecal.

Ovario Apéndice
Caso Codén 12 Codén 13 Codén 12 Codon 13
1 — ~ _
2 + (Asp) — + (Asp) —
3 + (Asp) - + (Asp) —
4 + (Asp) - + (Asp) —
5 + (Asp) — + (Asp) -
6 : + (Val) - + (Val) —

+! tumor con mutacién puntual; —: tumor sin mutacién detectada; Asp: GGT—GAT (transicién: Gly—Asp); Val: GGT-GTT

(transversién Gly—Val).
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nal desempeiia un papel en los estadios iniciales de
la génesis de este tipo:de tumores. La alta inciden-
cia de mutaciones en el codén 12 del gen c-K-ras
sugiere que esta alteracion puede ser un evento im-
portante en la carcinogénesis de los tumores muci-
nosos ya que ocurre en los estadios tempranos de la
transformacién neoplasica. De hecho, se han detec-
tado mutaciones en el oncogén c-K-ras en diferentes
entidades histolégicas consideradas lesiones. benig-
nas o con supuesto potencial preneopldsico, como
cistoadenomas y tumores borderline mucinosos.
Analizamos las mutaciones en los codones 12 v
13 del gen c-K-ras en 95 tumores epiteliales ovari-
cos mucinosos por PCR/RFLP (71). Su frecuencia
fue del 66% (68% en el codén 12 y 11,5% en el
cododn 13; ocho tumores presentaron mutaciones en
ambos codones). Estos resultados se correlaciona-
ron con las caracteristicas clinicas de las pacientes v
patoldgicas de las neoplasias, y no observamos dife-
rencias estadisticamente significativas entre mu-
taciones ras, el estadio del tumor y la supervivencia
de las pacientes. Al dividir los tumores segin el
grado histolégico, la frecuencia de mutaciones fue
del 58% en los benignos, con un marcado incre-
mento al aumentar el grado tumoral, siendo del 86%
en los borderline y del 85% en los carcinomas.
Realizamos un analisis comparativo de 14 presencia
de mutaciones c-K-ras en diferentes dreas de distin-
to grado histolégico observadas en un mismo
tumor. Analizamos diez tumores borderline y cinco
cistoadenocarcinomas .que contenian dreas hetero-
géneas de menor grado. Los distintos componentes
se obtuvieron mediante microdiseccién y. se realizd
el andlisis de las mutaciones del gen c-K-ras de
cada uno de ellos por separado. En 12 de los 15 ca-
sos analizados (80%) detectamos el mismo patrén
mutacional en ambas dreas del mismo tumor. La ca-
racterizacién de estas mutaciones demostré la mis-
ma mutacion en ambos componentes [GGT>GAT
(Gly>Asp) en 5 casos, GGT>GTT (Gly>Val) en
cuatro y GGT>TGT (Gly>Cys) en tres]. Estos re-
sultados confirmaron la presencia de mutaciones
c-K-ras, no sélo en los componentes de bajo grado
preexistentes sino también en las 4reas adyacentes
de alto grado. La frecuente heterogeneidad y la evi-
dencia de que en algunos casos los componentes de
bajo grado pueden preceder al desarrollo de tumo-
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Tes mas agresivos, junto con el hallazgo de la idénti-
ca mutacién en ambos elementos del mismo tumor,
apoya la hipétesis de que las mutaciones c-K-ras
son fendmenos iniciales en la génesis de los tumo-
res mucinosos del ovario. Una explicacién alterna-
tivaa la presencia de la misma mutacién en 4reas
benignas, borderline y malignas del mismo tumor,
es que las mutaciones c-K-ras estén relacionadas
con la diferenciacién mucinosa, que precede o es
independiente de la transformacién maligna. Sin
embargo, se desconoce el momento exacto en que
se incorpora la mutacion. ‘
Al dividir los tumores mucinosos en intestinales
¢ intracervicales (miillerianos) observamos que la
frecuencia de mutaciones 'c-K-ras era similar en
ambos tipos tumorales (65% en los intestinales y
73% en los intracervicales). Aunque algunos auto-
res sostienen que los tumores mucinosos de tipo
intestinal e intracervical del ovario tienen origenes
histogenéticos distintos, la similar incidencia muta-
cional puede indicar que la activacién del gen c-K-
ras esta mas ligada a un fenotipo mucinoso que a un
determinado origen histogenético. De hecho, estas
mutaciones son muy frecuentes en la mayoria de
tumores con diferenciacién mucinosa-del organis-
mo, sin tener en cuenta su histogénesis (19, 20, 45).
Estos resultados confirman el hecho de que las
mutaciones c-K-ras son ‘frecuentes en tumores
mucinosos ovdricos benignos y especialmente en
los malignos, ademas de apoyar la hipétesis de que
la activacién mutacional del protooncogén c-K-ras
desempefia un papel importante en los estadios ini-
cialés de la génesis de los tumores mucinosos. |

Tumores no mucinosos

El grupo de tumores no mucinosos (65) incluia 144
pacientes (35 con tumores benignos, 12 con tumo-
res borderline y 97 con carcinomas). Habia cinco
tumores de Brenner benignos, tres de células muco-
secretoras. En los tres tumores de Brenner con dife-
renciacion mucinosa detectamos mutaciones en el
codon 12 del gen c-K-ras. La incidencia de muta-
ciones observada en los tumores no mucinosos fue
del 30,5%. Esta frecuencia.fue menor en los tumo-
res benignos (20%), con un ligero incremento (25%)
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en los tumores borderline, que alcanzé el 35% en los
carcinomas. Estas diferencias no tuvieron significa-
cién estadistica (test de x?=2,94; p=0.23), aunque
existia una ligera tendencia al aumento en las for-
mas tumorales mas agresivas. La frecuencia de mu-
taciones ¢c-K-ras fue inferior en los tumores benig-
nos que en los borderline y malignos agrupados
(test de x2 con correccién de continuidad, p=0.0011).
Al comparar la incidencia de mutaciones entre los
distintos tipos histologicos de carcinomas no
mucinosos, no se observaron diferencias estadistica-
mente significativas, con frecuencias similares que
oscilaban entre el 20% y el 39,4% segun el tipo his-
tolégico. El andlisis de las curvas de supervivencia
de las pacientes en funcién de la presencia o ausen-
cia de mutaciones c-K-ras no revel6 diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia de
las mismas, por lo que no se les podia atribuir un
mejor o peor prondstico en funcién de esta mutacién.

El estudio desglosado del andlisis de la frecuencia
de mutaciones en los tumores Ovaricos mucinosos y
no mucinosos revelé que las mutaciones c-K-ras
eran mds frecuentes en los tumores mucinosos que
en los no mucinosos. Estas diferencias eran estadis-
ticamente significativas (test de % p<0.000005), in-
dependientemente del grado de agresividad biol6gi-
ca (Fig. 5). La baja frecuencia de mutaciones c-K-ras
en los tumores no mucinosos benignos del ovario
se hizo mds evidente al excluir los tumores de
Brenner, quedando reducida del 20% al 13%. Ade-
mds, es interesante resaltar que los tumores de
Brenner presentaron una alta incidencia mutacional
(60%), casi comparablé con la observada en nues-

Mucinosos
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tra serie de tumores mucinosos (68%). Este hallaz-
€0, junto con la presencia de diferenciacién muci-
nosa que presentan algunos tumores de Brenner,
apoya la hipétesis de que la activacién mutacional
del protooncogén c-K-ras es una alteracion genéti-
ca importante en la patogénesis de los tumores epi-
teliales mucinosos y que estd relacionada de algu-
na manera con el fenotipo mucinoso. Finalmente,
la ausencia de una correlacién estadisticamente
significativa entre las mutaciones c-K-ras con nin-
guna de las caracteristicas clinicopatolégicas de los
tumores no mucinosos, nos induce a concluir que
las mutaciones c-K-ras no son una alteracién gené-
tica que permita distinguir subgrupos tumorales con
distinto comportamiento biolégico. Las frecuencias
en los tumores no Mucinosos ovaricos sugieren que
en este grupo de neoplasias las mutaciones c-K-ras
son alteraciones genéticas relacionadas con la pro-
gresion tumoral, al ser més frecuentes en los tumo-
res malignos que en losbenignos y borderline. Uni-
camente podemos concluir que las mutaciones del
gen c-K-ras estan presentes en los tumores epitelia-
les ovaricos, sin que ello tenga implicaciones clini-
coterapéuticas ni valor pronéstico afiadido.

CONCLUSIONES

— La deteccién de las mutaciones puntuales en los
genes ras es de gran utilidad en el diagndstico de
pacientes con tumores sincrénicos. ‘

— Las mutaciones del gen c-K-ras no tienen valor
prondstico en los tumores epiteliales del ovario.

Benignos
W Borderline
OMalignos

OTotal

No mucinosos

Figura 5. Frecuencia de mutaciones del gen ¢-K-ras en tumores epiteliales ovaricos.
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La incidencia de estas mutaciones no se correla-
ciona con ningin pardmetro clinico ni con la
supervivencia de las pacientes. Tampoco tienen
relaciéon con ningin. rasgo histoldgico ni con el
grado o estadio del tumor.

— Las mutaciones ras son uno de los pasos interac-
tivos de la progresion del fenotipo normal a tu-
moral en los tumores epiteliales del ovario.

— Las mutaciones ras .estan presentes en las fases
iniciales del proceso.de transformacién neoplasi-
ca en tumores mucinosos.

— Estas mutaciones son un indicador indirecto del
acimulo de alteraciones genéticas en la progre-
sidén tumoral, al ser una alteracién molecular mas
en el proceso de progresién tumoral.
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