Quimica Clinica 2005; 24 (6) 458-463

ARTICULO ORIGINAL

Determinacion de mutaciones K-rasy actividad telomerasa en
muestras de puncion-aspiracion (PAAF) de masas pancreaticas.
Resultados preliminares*

J. Mora!, A. Farré?, E. Montserrat®, L. Comas', E. Urgell!, N. Rico!, A. Antonijuan’, M. Grau', R. Boluda',
P. Giner!, F. Gonzélez-Sastre!.

Resumen
Objetivo: Evaluar si la determinacion de la actividad telomerasa permite aumentar la sensibilidad diagnéstica de la deteccion de
mutaciones K-ras en muestras de puncion-aspiracion con aguja fina (PAAF) pancredticas y contribuye a mejorar el diagnéstico
citoldgico.

Material y métodos: Se han obtenido de forma prospectiva 33 muestras de PAAF de masas pancredticas de pacientes con sospecha
clinica de cdncer de pdncreas (21 hombres y 12 mujeres). Los diagnosticos fueron: 17 adenocarcinomas pancredticos, 5 otros tumo-
res malignos, 4 tumores neuroendocrinos y 7 patologias benignas (2 pancreatitis cronicas, 4 pancreatitis agudas y 1 colecistitis). La
actividad telomerasa fue determinada mediante un método semicuantitativo comercial (PCR-TRAP y medicion mediante ELISA).
La deteccion de mutaciones en el codon 12 del gen K-ras se realizo segtin los métodos RFLP/PCR descritos.

Resultados: En nuestro estudio, la actividad telomerasa no incremento la sensibilidad diagndstica obtenida mediante la deteccion
de mutaciones K-ras en el grupo de adenocarcinoma pancredtico, que fue de 12/17 (71%). Las 5 muestras de PAAF negativas para
K-ras lo fueron también para actividad telomerasa. En el grupo de otros tumores malignos la actividad telomerasa fue positiva en
2/5 mientras que K-ras era positivo tinicamente en 1 caso. No se detecté mutacion K-ras ni actividad telomerasa en el grupo de
tumores neuroendocrinos ni en patologia benigna. En 3 casos de adenocarcinomas pancredticos con citologia no valorable, el K-ras
fue positivo en los 3 casos y la telomerasa en uno de ellos. Asimismo en un caso de pancreatitis aguda con citologia sospechosa tanto
K-ras como telomerasa fueron negativos.

Conclusiones: La actividad telomerasa no aumenté la sensibilidad diagnostica del K-ras en las muestras de adenocarcinoma pan-
credtico aunque fue mds sensible en el diagndstico del grupo otros tumores malignos. Tanto K-ras como actividad telomerasa con-
tribuyeron al diagnostico citologico en los casos no concluyentes.

Palabras Clave: Mutaciones K-ras, actividad telomerasa, cdncer de pdncreas, técnicas basadas en polimorfismos de fragmentos de
restriccion (RFLP), puncién-aspiracion aguja fina (PAAF).

Summary. Detection of K-ras mutations and telomerase activity in fine-needle aspirates of pancreatic
masses. Preliminary results.
Purpose: We aimed to determine whether telomerase activity increases the diagnostic sensitivity of K-ras mutation analysis, helping
to improve cytological diagnosis in pancreatic FNA samples.

Material and methods: We prospectively analysed 33 FNA samples of pancreatic masses from patients with clinically suspected
pancreatic cancer (21 men, 12 women). Final diagnoses were 17 pancreatic adenocarcinomas, 5 other malignancies, 4 neuroendocrine
tumors and 7 benign diseases (2 chronic pancreatitis, 4 acute pancreatitis and 1 cholecystitis). Telomerase activity was measured by a
semiquantitative commercial method (PCR-TRAP and ELISA). Codon 12 K-ras mutations were detected by RFLP-PCR analysis.

Results: Telomerase activity did not increase the diagnostic sensitivity, 12/17 (71%) obtained with K-ras mutation detection in the
pancreatic adenocarcinoma group. The 5 K-ras negative FNA samples were also telomerase activity negative. In the other malignan-
cy group, telomerase activity was positive in 2/5 while K-ras was positive only in 1 case. Neither K-ras mutation nor telomerase
activity were detected in the neuroendocrine tumors or benign disease groups. K-ras was positive in all 3 cases of pancreatic adeno-
carcinomas with non-conclusive cytology and telomerase activity in one. Moreover, both K-ras and telomerase activity were negative
in one case of acute pancreatitis with suspicious cytology.

Conclusions: Telomerase activity did not increase the diagnostic sensitivity of K-ras in adenocarcinoma pancreatic samples
although it was more sensitive in the diagnosis of the other malignancy group. Both K-ras and telomerasa activity contribute to
cytological diagnosis in non-conclusive cases.

Key words: K-ras mutations, telomerase activity, pancreatic neoplasms, restriction fragment length polymorphism techniques
(RFLP), fine-needle aspirates (FNA).
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El adenocarcinoma ductal pancredtico, que representa el 90%
de los cdnceres pancredticos, presenta una incidencia anual en
la sociedad occidental de 10/100.000 habitantes de la pobla-

* Este trabajo corresponde a una comunicacion cientifica presentada y premiada

en el XXIII Congreso de la Sociedad Espanola de Bioquimica Clinica y Patologia
Molecular, celebrado en Cadiz el 20,21 y 22 de octubre de 2004.
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cion total, en progresivo aumento en los dltimos 50 afios. Es la
cuarta y la sexta causa de muerte por cancer en Espafia en
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mujeres y varones, respectivamente (/), y presenta la supervi-
vencia mds baja cuando se compara con cualquier otra neopla-
sia (2). Es mds comun en el varén que en la mujer (2:1) y en
el 80% de los casos sucede entre los 60 y 80 afios de edad
(2,3). El prondstico de la enfermedad es extremadamente
malo. La reseccion quirdrgica es el tnico tratamiento poten-
cialmente curativo, aunque del 15-20% de los pacientes que
presentan enfermedad operable en el momento del diagndstico
unicamente alrededor de un 20% de ellos sobrevive hasta los 5
afios (4). Asi pues, el indice de supervivencia a los 5 afios sigue
siendo en la actualidad inferior al 3,5% a pesar de los avances
en el tratamiento de este tumor. La mejora en el prondstico de
estos pacientes pasa por el desarrollo de nuevas estrategias que
permitan el diagndstico precoz del cdncer de pancreas.

Cuando existe una sospecha clinica de cdncer de pancreas y
puede identificarse una masa mediante técnicas de imagen
habituales (ecografia percutdnea o tomografia computerizada),
se procede a realizar una puncidn-aspiracion con aguja fina
(PAAF) guiada con el fin de obtener un material que, en
muchos casos, puede ser el tinico asequible para el estableci-
miento del diagndstico.

La alta incidencia de mutaciones en el codén 12 del gen K-
ras (65-100%) en cancer de pancreas, y que dichas mutaciones
aparezcan en las fases mas precoces de la oncogénesis pan-
credtica, permiten que K-ras sea considerado como el marca-
dor molecular idéneo en cincer de pancreas (4). La deteccion
de mutaciones K-ras ha sido descrita en diferentes tipos de
muestras, como PAAF de masas pancreéticas (5-8), jugos pan-
credticos (9-12), jugos duodenales (/3) y muestras de heces
(14) de pacientes con sospecha de cancer de pancreas como
estrategia de deteccion precoz. La deteccién de mutaciones
K-ras en estas muestras puede mejorar la eficacia diagndstica
del estudio citoldgico (15,16). No obstante, las mutaciones K-
ras han sido descritas, no inicamente en carcinomas intraduc-
tales, sino también en hiperplasias mucinosas del pancreas
(17) y en muestras de jugo pancredtico de pacientes con pan-
creatitis crénica (9-11, 16) lo cual limitaria su potencial diag-
néstico. En un contexto de significacion prondstica, las muta-
ciones K-ras han sido también evaluadas en muestras de
plasma de pacientes con cancer de pancreas (18).

La telomerasa es una ribonucleoproteina que actia compen-
sando el acortamiento del teldmero durante la replicacion del
ADN. Los telémeros son estructuras especializadas que con-
sisten en secuencias repetidas de hexanucle6tidos TTAGGG,
situadas en los extremos de los cromosomas, y que tienen
como funcién proteger y mantener la estabilidad de los mis-
mos. La enzima telomerasa ejerce como una transcriptasa
inversa afiadiendo secuencias teloméricas al extremo del teld-
mero. Para ello consta de una region catalitica denominada
transcriptasa inversa de la telomerasa, hTERT, y una subuni-
dad de ARN denominada hTR, que sirve de molde para la
sintesis de nuevas secuencias teloméricas. La subunidad
hTERT seria en realidad la tnica con actividad enzimatica
propiamente dicha. Sin embargo, la actividad telomerasa sola-
mente se mantiene en los primeros estadios del desarrollo y en
las células que conservan la capacidad replicativa como las
células madre o células germinales. Esta actividad no se
encuentra en las células maduras ya que éstas tienen limitado
el nimero de divisiones hasta una situacién limite de acorta-
miento telomérico que induce a la apoptosis. Las c€lulas que
reactivan la actividad telomerasa pueden inmortalizarse; este
proceso conduce a la formacién y el crecimiento tumoral,

escapando la célula a su fase de senectud. Asi pues, la activa-
cién de la actividad telomerasa ha sido implicada en la inmor-
talizacion de las células humanas y en la patogenia del cancer.
La actividad telomerasa es indetectable en la mayoria de célu-
las y tejidos normales y puede ser detectada en el 80-95% de
los tumores malignos. También se ha relacionado con la malig-
nidad del tumor, asocidndose a un peor prondstico y a una
agresividad mayor (19-21).

La posibilidad de realizar un andlisis molecular en el mate-
rial de PAAF de masas pancredticas permite un diagndstico en
estadios iniciales y contribuye al diagnéstico citoldgico en los
casos donde la citologia no es concluyente o es negativa. En un
estudio previo prospectivo (22) nuestro grupo demostrd la
utilidad diagndstica de la deteccién de mutaciones en el codon
12 del gen K-ras en muestras de PAAF pancreaticas como un
complemento al estudio citoldgico en casos de citologia nega-
tiva, en presencia de células sospechosas o cuando la citologia
informaba de material insuficiente, sin que en ningtn caso se
informara de falsos positivos. La actividad telomerasa ha sido
también descrita en muestras de PAAF de nédulos tiroideos,
mamarios, de pulmén y pancredticos (23,25) con la finalidad
del diagnéstico diferencial entre nédulo benigno y maligno y
en muestras de jugo pancredtico (26).

El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar si la determi-
nacion de la actividad telomerasa permite aumentar la sensibili-
dad diagnéstica de la deteccion de mutaciones K-ras en mues-
tras de PAAF y contribuye a mejorar el diagndstico citoldgico.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y muestras

Se han obtenido de forma prospectiva 33 muestras de PAAF de
masas pancredticas de pacientes con sospecha clinica de can-
cer de pancreas (21 hombres y 12 mujeres; edad media: 64
aflos, intervalo: 36-87afios) y que, una vez separado el material
enviado a Patologia para su diagnéstico citolégico, han sido
inmediatamente congeladas. Los diagndsticos fueron: 17 ade-
nocarcinomas pancredticos, 5 otros tumores malignos, 4 tumo-
res neuroendocrinos y 7 patologias benignas (2 pancreatitis
crénicas, 4 pancreatitis agudas y 1 colecistitis). El material
celular enviado a Bioquimica se guarda a —80°C hasta su ana-
lisis molecular; en este momento, la muestra se descongela en
hielo y se divide en dos partes iguales, una para la determina-
cion de mutaciones en el codon 12 del gen K-ras, que puede
mantenerse a temperatura ambiente, y la otra para el andlisis
de la actividad telomerasa que ha de manipularse siempre a
4°C para mantener la integridad del componente ARN de la
enzima telomerasa.

Deteccion de Mutaciones en el codon 12 del gen
K-ras

La extraccién del ADN se realizé en el material celular lisado
con proteinasa K y SDS siguiendo el método estindar del
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y posterior precipitacion
con isopropanol. El ADN, una vez precipitado y tras unos
lavados con etanol al 70% , se resuspendié en 50 uL. de agua
autoclavada.

La deteccién de mutaciones en el codén 12 del gen K-ras se
realiz6 mediante dos técnicas basadas en los polimorfismos de
los fragmentos de restriccion (RFLP) para la enzima BstNI en
productos amplificados mediante la reaccién en cadena por la
polimerasa (PCR): método estdndar no enriquecido (NE-
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RFLP/PCR), con una deteccién de 1 alelo mutado en hasta 10>
alelos normales y método enriquecido por digestién enzimati-
ca continua (CED-RFLP/PCR) que consigue detectar 1 alelo
mutado en hasta 10* alelos normales. La descripcién de estos
métodos ha sido realizada en trabajos previos (22, 27-30). Los
fragmentos obtenidos con estos métodos son de 143 par de
bases (pb) cuando el alelo estd mutado y de 114 pb cuando el
alelo es normal y se visualizan en un gel de poliacrilamida al
8% tras tincién con bromuro de etidio. Con la incorporacién
del control de digestién en ambas técnicas es posible distinguir
claramente una muestra que contiene la mutacién de una
muestra mal digerida; para que una muestra sea positiva, la
banda correspondiente al alelo mutado tiene que ser més inten-
sa que la banda del control de digestion (128 pb).

Caracterizacion de las Mutaciones

La caracterizacion de las mutaciones obtenidas en el codén 12
del gen K-ras se realizé mediante el método de los polimorfis-
mos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) descrito ante-
riormente (/8). Las condiciones de la reaccién de amplificacion
mediante PCR son las descritas para el método NE utilizando en
la primera PCR los cebadores K1USO (5’-GGTGGAGTATTT-
GATAGTGTA-3") y DD5P (5’-TCATGAAATGGTCAGA-
GAA-3’), y en la segunda PCR los cebadores K1USO y K1DSO
(5’-GGTCCTGCACCAGTAATATGCA-3"). Posteriormente 15
uL del producto amplificado se diluyeron en 45 uL. de tamp6n
desnaturalizante (formamida-xilenocianol-azul de bromofenol-
EDTA) y se incubaron 4 minutos a 95°C. A continuacién los
tubos se enfriaron durante 5 minutos en hielo y se cargaron en
un gel de poliacrilamida al 12%. La electroforesis se llevé a
cabo a temperatura ambiente durante 18-20 horas a una potencia
de 5W. El gel fue tefiido con plata y secado al vacio a 85°C. En
cada gel de procesaron controles para cada una de las diferentes
mutaciones: aspartico (GAT), valina (GTT), arginina (CGT) y
cisteina (TGT), asi como el control negativo que codifica para
glicina (GGT). Las bandas de movilidad anémalas de las mues-
tras se compararon con las bandas de los diferentes controles
para caracterizar el tipo de mutacion.

Andlisis de la actividad telomerasa

La determinacion de la actividad telomerasa se realizé median-
te un método comercial TRAP-ELISA (TeloTAGGG Telome-
rase PCR ELISA®, Roche Diagnostics GmbH, Alemania) que
se basa en el protocolo de amplificacion de secuencias repeti-
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das teloméricas (TRAP) original de Kim et al. (31) adaptado a
una deteccion colorimétrica de los productos amplificados que
reemplaza a la electroforesis con deteccién radiactiva descrita
en el método TRAP convencional. La concentracién de protei-
nas en el extracto celular obtenido tras incubacién en hielo con
el tampon de lisis, incluido en el equipo de reactivos, se midié
mediante el método del azul brillante de Coomassie G-250
(Bio-Rad, California, USA). El método TRAP-ELISA consta
de 3 etapas: la elongacién del telémero, la amplificacion
mediante PCR y la deteccién del producto mediante ELISA.
En la etapa de elongaciodn, la telomerasa presente en el extrac-
to celular (Ia concentracion Optima para iniciar esta reaccion es
de 1-3 ug de proteina) afade las secuencias teloméricas (TTA-
GGGQG) al extremo 3’ del oligonucle6tido marcado con biotina
(P1-TS). Estos productos de elongacién marcados con biotina
son amplificados por PCR (utilizando los oligonucleétidos P1-
TS y P2 suministrados y siguiendo las condiciones del fabri-
cante). Para la reaccion en cadena de la polimerasa se utilizé
un equipo PTC-100® (MJ Research, Nevada, USA). A conti-
nuacioén una alicuota del producto marcado y amplificado por
PCR se somete a desnaturalizacién y se hibrida con una sonda,
especifica para secuencias teloméricas, marcada con digoxige-
nina. El producto resultante se inmoviliza en una placa de 96
pocillos recubiertos de estreptavidina a través de la unidn
estreptavidina-biotina. El complejo formado se detecta incu-
bando con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con
peroxidasa y, la absorbancia final obtenida, tras la adicion del
substrato tetrametilbenzidina (TMB) y posterior reactivo de
detencidn de color, se mide a 450 nm (con una absorbancia de
referencia a 690 nm). Al valor de absorbancia obtenido para
cada muestra (A5, - Ag,,) S€ l€ resta la absorbancia de su
correspondiente control negativo (para cada muestra se prepa-
ra una alicuota en la cual se destruye la actividad telomerasa
mediante incubacién a 37°C). Este método TRAP-ELISA es
semicuantitativo; a partir de una absorbancia > 0,2 A, -
Agoonm Unidades se informa de actividad telomerasa positiva.
El control positivo comercial suministrado presenta una absor-
bancia > 1,5 A5 - A unidades.

RESULTADOS

En la tabla I se indican los resultados obtenidos del estudio de
la deteccion de mutaciones K-ras y/o actividad telomerasa en
las 33 muestras de PAAF de masas pancredticas de pacientes

JEIJENM Deteccion de mutaciones K-ras y/o actividad telomerasa en muestras de puncién-aspiracion de masas pancreaticas

Diagnésticos n

Mutaciones K-ras y/o
Actividad Telomerasa

Mutaciones K-ras

¢ Patologia Tumoral

— Adenocarcinomas Pancreaticos 17 12/17 (71%) 12/17 (71%)
— Otros Tumores Malignos
*M, Pulmén 1 0/1 0/1
+ Adenocarcinoma Retroperitoneal 1 0/1 171
+ Sarcoma Retroperitoneal 1 171 171
+ Colangiocarcinomas 2 0/2 072
— Tumores Neuroendocrinos 4 0/4 0/4
¢ Patologia Benigna
— Pancreatitis Crénica 2 0/2 02
— Pancreatitis Aguda 4 0/4 0/4
— Colecistitis 1 0/1 0/1
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con sospecha clinica de cancer de pancreas. La mutacién K-
ras se detectd en 12 de los 17 adenocarcinomas pancreaticos y
en uno de los otros tumores malignos (sarcoma retroperitoneal
metastasico). No hubo diferencias en la deteccion de mutacio-
nes utilizando el método estandar (NE-RFLP/PCR) o el méto-
do mas sensible enriquecido por digestion enzimadtica continua
(CED-RFLP/PCR). Las 7 muestras de PAAF correspondientes
a masas benignas no evidenciaron en ningin caso la mutacion
K-ras. Las muestras positivas para K-ras, detectadas mediante
los métodos NE y CED descritos (deteccién de 1 alelo mutado
en hasta 10? y 10%alelos normales respectivamente), se carac-
terizaron mediante el método SSCP que tiene una sensibilidad
menor (deteccion de 1 alelo mutado en hasta 50 alelos norma-
les). La caracterizacién fue posible en 10/13 muestras positi-
vas y los resultados fueron: 4 mutaciones aspdrtico, 4 mutacio-
nes valina y 2 mutaciones cisteina; en 3 muestras la sensibilidad
del método fue insuficiente para poder ser caracterizadas. Los
adenocarcinomas positivos para la mutacién K-ras presenta-
ron los siguientes estadios tumorales: 3 II, 5 Il y 4 IV y los
negativos 4 Il 'y 1 IV.

El estudio de la actividad telomerasa no incremento la sen-
sibilidad de la deteccién de mutaciones K-ras en ninguna de
las muestras de adenocarcinoma pancredtico. La actividad
telomerasa fue positiva en una muestra del grupo otros malig-
nos (adenocarcinoma retroperitoneal) que no presentaba la
mutacion K-ras.

En la figura 1 se muestra el patrén de bandas obtenido en un
gel de poliacrilamida al 8% cuando se utiliza el método CED-
RFLP/PCR para la detecciéon de mutaciones K-ras el cual,
mediante digestion continua del alelo normal (114 pb), permi-
te el enriquecimiento del alelo mutado (143 pb). Como contro-
les positivo y negativo (C*y C°) se utilizaron dos lineas celu-
lares pancredticas, la NP9 y la NP18 que son positivas y
negativas para la mutacion, respectivamente. En cada gel se
incorporaban también controles de reactivos de la PCR (H)
para asegurar la no-contaminacién del experimento y el mar-
cador de peso molecular (¢ x 174, Hae I1I). Las bandas obte-
nidas tras caracterizaciéon mediante gel SSCP se presentan en
la figura 2.

La contribucién de la deteccién de mutaciones K-ras y acti-
vidad telomerasa al diagnéstico citolégico se indica en la tabla
II. En un total de 6/33 (18%) muestras de PAAF el diagndstico
citolégico no fue concluyente (3 casos informados de sospe-
chosos de malignidad y 3 casos de material insuficiente). La
deteccién de mutaciones K-ras y el estudio de la actividad
telomerasa contribuyeron al diagndstico en 6/6 y en 4/6 res-
pectivamente; de estas 6 muestras, 3 eran adenocarcinomas
pancredticos (2 con citologia sospechosa y 1 material insufi-
ciente) y todos fueron positivos para la mutacién K-ras, siendo
uno de ellos, con citologia sospechosa, positivo también para
la actividad telomerasa; de las 3 muestras restantes con diag-
noéstico de no adenocarcinoma correspondientes a 1 colangio-
carcinoma (material insuficiente) y a 2 pancreatitis agudas (1
sospechosa de malignidad y 1 material insuficiente) todas
fueron negativas para la mutaciéon K-ras y para la actividad
telomerasa.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio confirman que la determi-
nacién de mutaciones K-ras en muestras de PAAF de masas
pancredticas ofrece una alta sensibilidad y especificidad para

143 pb
114 pb

e 1 2 3 ¢ G H

Método CED-RFLP/PCR : método enriquecido por digestién
enzimatica continua de los polimorfismos de los fragmentos de
restriccion en productos amplificados mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa. Control negativo (C-), control positivo (C*), marcador
de peso molecular (¢ x 174, Hae lll), muestra negativa (1), muestras
positivas (2,3) y control de reactivos (H). La banda que corresponde al
alelo mutado (M) es de 143 pares de bases y la banda del alelo normal
(N) de 114 pb.

PACIENTES CONTROLES

1 2 3 4 Ap Vol Ag (s Gly

Gel SSCP con muestras de pacientes (1-4) y controles

para la caracterizacién de mutaciones en el codén 12 del gen K-ras.
Muestras negativas (1,2 y 4) con patrén de bandas correspondiente a
glicina y muestra positiva (3) con patrén de bandas correspondiente a la
mutacién aspartico.

el diagnéstico del cancer de pancreas, detectandose 12/17
(71%) de las muestras de PAAF de adenocarcinoma pancrea-
tico y siendo su determinacién negativa en todas las muestras
de PAAF de masas benignas. Esta sensibilidad obtenida fue la
misma utilizando el método estandar (NE-RFLP/PCR) o el
método enriquecido (CED-RFLP/PCR) indicando que, en
estas muestras positivas, la mutaciéon K-ras estaba presente en
una fraccion elevada de c€lulas (por lo menos en la proporcion
de 1 célula mutada entre 100 células normales). La sensibili-
dad de deteccién de mutaciones K-ras en muestras de PAAF
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IEIJENM Contribucion de la deteccion de mutaciones K-ras y actividad telomerasa al diagnéstico citologico

Citologia n Mutaciones K-ras Actividad Telomerasa
* Sospechosa de Malignidad

— Adenocarcinomas Pancredticos 2 2/2 172

— Pancreatitis Aguda 1 0/1 01
* No Valorable por Material Insuficiente

— Adenocarcinoma Pancredtico 1 171 0/1

— Colangiocarcinomas 1 0/1 0/1

— Pancreatitis Aguda 1 0/1 0/1

de masas pancredticas, en trabajos anteriores de nuestro grupo,
oscil6 entre 63% y 81% dependiendo de la sensibilidad del
método utilizado (22, 28). Estudios recientes presentan, en
este tipo de muestras, sensibilidades del mismo orden, entre
74% (31), T7% (32) y 79% (8). Aunque la presencia de muta-
ciones en tumores papilares mucinosos es controvertida y
asociada frecuentemente a pancreatitis cronica (/7), en nuestro
estudio no se detectaron falsos positivos en muestras de PAAF
de masas pancredticas benignas, corroborando los datos publi-
cados en diversos trabajos (5,8,22,28,29,32) en donde la espe-
cificidad de la deteccion de mutaciones K-ras en punciones
benignas era del 100% incluso en tumores papilares mucino-
sos (8). Los tipos de mutaciones detectadas fueron 4 mutacio-
nes aspartico, 4 mutaciones valina y 2 mutaciones cisteina,
siendo aspartico y valina las mutaciones mas frecuentes detec-
tadas en cdncer de pancreas (33).

La actividad telomerasa no incrementd en estas muestras
la sensibilidad obtenida con la deteccidon de mutaciones K-
ras (71%); las 5/17 muestras de adenocarcinoma pancreati-
co que fueron negativas para la mutacion K-ras lo fueron
también para la actividad telomerasa. Unicamente en una
muestra del grupo de otros tumores malignos, correspon-
diente a un adenocarcinoma retroperitoneal, la actividad
telomerasa fue positiva cuando la deteccion de mutaciones
K-ras era negativa. Respecto a la sensibilidad de la activi-
dad telomerasa utilizando el método TRAP, los datos publi-
cados en cancer de pdncreas oscilan entre 35% (34) y 95%
(35) cuando se analizan muestras de tejidos y entre 62%
(36) y 78% (37) al analizar muestras de PAAF o jugos pan-
credticos. En el grupo de otros tumores malignos la activi-
dad telomerasa fue positiva en 2/9 (22%) en concordancia
con el 25% publicado (36). Las especificidades descritas en
estos estudios oscilan entre 67% y 100% en pancreatitis
crénica y entre 86% y 100% en tejidos normales (35-37).
En nuestro caso la especificidad en patologia benigna fue
del 100% (7/7).

Tanto la deteccion de mutaciones K-ras como la determina-
cién de la actividad telomerasa contribuyeron al diagndstico
citoldgico en los casos no concluyentes (por células sospecho-
sas o por material insuficiente) pero nuevamente la contribu-
cién de la deteccion de mutaciones K-ras fue superior (6/6)
respecto a la de la telomerasa (4/6).

En conclusion, a diferencia de otros autores que apuntan
hacia la complementariedad de las dos determinaciones mole-
culares (37, 38), en nuestro caso la actividad telomerasa no
permitié detectar ninguno de los 5 adenocarcinomas pancred-
ticos que eran K-ras negativos. No obstante, tanto la determi-
nacion de actividad telomerasa como la detecciéon de mutacio-
nes K-ras contribuyeron al diagnéstico citoldgico en los casos
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no concluyentes (por células sospechosas o por material insu-
ficiente) tal como se indicaba en publicaciones anteriores (15,
22, 25, 33, 37, 38).
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