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Resumen. El cancer gastrico es una de las patologias malignas mas fre-
cuentes en el mundo. En las dltimas décadas la atencion se ha centrado en
posibles alteraciones de factores genéticos que incluyen la activaciéon de pro-
to-oncogenes y/o la inactivaciéon de genes supresores tumorales. El producto
del C-MET proto-oncogen y su ligando, el factor de crecimiento del hepatoci-
to (HGF), han sido implicados en la proliferacién y migracion celular en el
cancer gastrico. En este estudio se analiz6é a nivel molecular la amplificacion
del ARNm del receptor c-Met a partir del tejido tumoral gastrico de pacientes
a quienes se les practicé gastrectomias, utilizando el método del 4cido guani-
dina-tiocianato-fenol-cloroformo, y el método semicuantitativo de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-PCR), encontran-
dose que los elevados niveles del ARNm del receptor c-Met en las muestras tu-
morales de los pacientes estdan relacionados con mayor invasion en la profun-
didad de la pared gastrica (r = 0,762, p<0,01), incremento en la metastasis a
los ganglios linfaticos (r = 0,766, p<0,01), alta frecuencia en tumores pocos
diferenciados o indiferenciados (r = 0,912, p<0,001), aumento en ¢l estadia-
je del cancer gastrico (r = 0,838, p<0,001), y en la sobreexpresiéon por el mé-
todo inmunohistoquimico (IHQ) de la estreptavidina-biotina marcada de su
receptor a nivel proteico (r = 0,858, p<0,001). La amplificaciéon del ARNm
y/0 la sobreexpresion a nivel proteico del receptor ¢-Met, pudieran ser utiliza-
dos como factores prondsticos en el cancer gastrico.
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Increased expression of the c-Met receptor mRNA in gastric
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Abstract. Gastric cancer is one of the most common malignancies in the
world. In the last decades, the attention has been focused in possible alter-
ations of genetic factors that include proto-oncogene activation and/or the
tumor suppressor gene inactivation. The product of the proto-oncogene
¢-MET and its ligand, hepatocyte growth factor (HGF), have been implicated
in cell proliferation and migration in gastric cancer. In this study we analyzed
at the molecular level, the amplification of c-Met receptor mRNA from gastric
tumor tissue of patients who underwent gastrectomy, using the acid
guanidinium-thiocyanate-phenol-chloroform method and the semiquantitative
Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method. It was
found that high levels of ¢-Met receptor mRNA in tumor samples from pa-
tients are associated with greater depth of invasion in the gastric wall (r =
0.762, p<0.01), increase in metastases to lymph nodes (r = 0.766, p<0.01),
high frequency of poorly differentiated or undifferentiated tumors (r = 0.912,
p<0.001), increase in the gastric cancer staging (r = 0.838, p<0.001), and
the overexpression, by the immunohistochemistry method (IHC) of the la-
beled streptavidin-biotin, of the c¢-Met receptor at the protein level (r =
0.858, p<0.001). The amplification of mRNA and/or protein level
overexpression of the c-Met receptor could be used as prognostic factors in

gastric cancer.
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INTRODUCCION

El carcinoma gastrico continda siendo
una de las neoplasias mas frecuentes del ser
humano. En Venezuela, el estado Tachira es
el que ocupa el primer lugar con una tasa
de mortalidad por cancer gastrico de 15,91
por 100.000 habitantes, seguido de Mérida
y Trujillo con 15,22 y 11,02 por 100.000 ha-
bitantes respectivamente. El estado Lara
ocupa el noveno lugar en la mortalidad por
cancer gastrico con 8,15 por 100.000 habi-
tantes, presentando una tasa de mortalidad
mas alta que la mortalidad general por can-
cer gastrico en Venezuela el cual es de 6,73
por 100.000 habitantes (1). Ademas para

Barquisimeto, el cancer gastrico representa
un problema de salud publica ya que ocupa
el primer lugar en las defunciones por céan-
cer (2).

Las neoplasias malignas frecuentemen-
te resultan por una serie de alteraciones ge-
néticas que incluyen la activaciéon de pro-
to-oncogenes y/o la inactivacion de los ge-
nes supresores tumorales (3). El ¢-Met pro-
to-oncongen regula la proliferacion o mi-
gracion celular (4, 5), y codifica el receptor
c-Met con actividad de tirosina kinasa (6).
La molécula del receptor es un heterodime-
ro de 190 kDa, que consta de 2 cadenas
unidas a un puente disulfuro: la subunidad
o, de 50 kDa, estd expuesta en la superficie
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extracelular y la subunidad B, de 145 kDa,
atraviesa la membrana celular (6), ésta alti-
ma incluye los sitios de fosforilacion de la
tirosina (7).

El ligando para el receptor c-Met es el
factor de crecimiento del hepatocito
(HGF), el cual fue inicialmente identificado
como un potente mitégeno para los cultivos
primarios de hepatocitos a partir del suero
de ratas con hepatectomias parciales (8).
HGF fue aislado de varias fuentes, incluyen-
do las plaquetas de rata (9), suero de pa-
cientes humanos con falla hepatica (10) y
suero de conejo (11). HGF es considerado
el mayor mediador en la regeneracion hepa-
tica in vivo (12). HGF es conocido por esti-
mular el crecimiento de otros tejidos epite-
liales, tales como epitelio tubular renal,
queratinocitos (13), células endoteliales y
melanocitos (14).

El receptor c-Met ha sido encontrado
con sobreexpresion en los canceres gastrico
(15), colorrectal (16), pulmonar (17), tiroi-
deo (18), renales (19), ovarico (20) y de
mamas (21). Ademas se ha reportado acer-
ca del pobre prondéstico de los pacientes
con cancer gastrico productor de alfa-feto-
proteinas (22) y se ha encontrado una alta
frecuencia en la expresion del receptor
c-Met en este tipo de cancer gastrico (23).
Recientemente se ha publicado un estudio
en donde se observé una alta expresion del
receptor c-Met a nivel proteico en pacientes
venezolanos con estadios avanzados (III y
IV) con respecto a pacientes en estadios
precoces (I 'y IT) del cancer gastrico, encon-
trando ademas sobreexpresion del receptor
c-Met en las variables histologicas con bajo
grado de diferenciacién, mayor invasion tu-
moral, metastasis hepatica y se reporté una
sobrevida menor de los pacientes con ma-
yor expresion del receptor comparados con
el grupo de menor expresion (24).

Motivados por las investigaciones pre-
vias y desconociendo la existencia de publi-
caciones en espafnol, en las que se evalde a

nivel molecular el ARNm del receptor c-Met
en el cancer gastrico, se ha propuesto reali-
zar el presente estudio a objeto de determi-
nar por RT-PCR la amplificacion del recep-
tor c-Met en pacientes con cancer gastrico
diagnosticados en la ciudad de Barquisime-
to, estado Lara, Venezuela.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se realiz6 un estudio poblacional, lon-
gitudinal y transversal, en el que se incluye-
ron en este estudio 12 pacientes a quienes
se les practicd gastrectomia total o subtotal
por presentar diagnostico de cancer gastri-
co en la Clinica Razetti de Barquisimeto,
Estado Lara, Venezuela, en el periodo com-
prendido entre Marzo 2008 hasta Marzo
2012.

El aspecto bioético del trabajo fue dis-
cutido y aprobado por la comisiéon de Bioé-
tica de la Clinica Razetti y a cada paciente
se les explicé sobre los procedimientos a
realizar en los especimenes tomados de las
gastrectomias por cancer gastrico, y se les
solicit6 sus firmas para la hoja del consenti-
miento informado.

Extraccion del ARN total

Se recolectaron muestras tanto de teji-
do tumoral con cancer gastrico y tejido gas-
trico sano de los pacientes que fueron inter-
venidos en la Clinica Razetti de Barquisime-
to, siendo congelados inmediatamente con
nitrégeno liquido, posteriormente fueron
almacenados en un refrigerador de -80°C
hasta la extraccion del ARN total.

Para la extraccion del ARN total se uti-
liz6 el método del acido guanidina-tiociana-
to-fenol-cloroformo (Trizol Reagent, Invi-
trogen) con modificaciones menores como
previamente se describe (25, 26). Breve-
mente, cada muestra de tejido fue pulveri-
zado dentro del nitrégeno liquido, y se le
agrego la solucion denaturizante contenien-

Investigacion Clinica 54(3): 2013



ARNm del c-Met en el cincer gistrico

287

do 4M de guanidina-tiocianato. Secuencial-
mente, se le agregd 2M de acetato sddico,
fenol saturado en agua y clorofor-
mo/isoamyl alcohol. El ARN total se separd
por centrifugacion y fue precipitado con
isopropanol. El precipitado del RNA se di-
solvi6 en la solucion denaturizante y fue re-
precipitado con isopropanol, se lavé con
70% de etanol y finalmente se disolvié en
agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC).

Oligonucleétidos

Se utilizaron las secuencias del recep-
tor ¢c-Met (ntimero de acceso NM 000245,
GenBank), B-actina (nimero de acceso XM
004814, GenBank) y los iniciadores que
fueron disenados por el autor en estudios
previos (25, 26) con el Primer3 software de-
sarrollado por el Instituto Whitehead, Inves-
tigaciones Biomédicas (Cambridge, Massa-
chussets). Los iniciadores oligonucle6tidos
son los siguientes: receptor c-Met: (senti-
do): AAG CTG CCA GTG AAG TGG AT; (an-
tisentido): AAA CCA TTG GAC AAA GTG
TGG (tamano del producto de 491 pares de
bases de PCR) y B-actina: (sentido): CTA
CAA TGA GCT GCG TGT GC; (antisentido):
CGG TGA GGA TCT TCA TGA GG (tamano
del producto de 314 pares de bases de
PCR).

Método semicuantitativo de la reaccion
de la cadena de polimerasa
con transcriptasa reversa (RT-PCR)

Un microgramo del ARN total fue
agregado a la mezcla de reactivos usando el
Access RT-PCR System (Promega, Madison,
WI, USA) el cual contiene 0,1 w/ul. de la
transcriptasa reversa del Virus de la Miclo-
blastosis Aviaria (AMV), 0,1 u/ul. del ADN
Polimerasa del Thermus ftlavus (Tfl), 10 uL
AMV/Tfl bufer, 1 mM MgSO,, 0,2 mM
dNTP, 0,1 uM para cada iniciador y agua
tratada con DEPC para completar un volu-
men total de 50 uL.

Tanto para el receptor c-Met y B-acti-
na, la reacciéon de la transcriptasa reversa
fue llevado a cabo en 1 ciclo de 45 min a
45° y de 2 min a 94°C para la inactivacién
del AMV transcriptasa reversa. Para deter-
minar la mejor cantidad de ciclos para el
método semicuantitativo del PCR, se esco-
gi6 un ciclo en la linea ascendente de la
amplificacién del producto del PCR por
analisis densitométrico de las bandas entre
10 a 40 ciclos, y se utilizaron las siguientes
condiciones ciclicas: para el receptor c-Met,
20 ciclos de 30 seg a 94°C para la desnatu-
ralizacion, 1 minuto a 60° para el acopla-
miento y 2 min a 68°C para la elongacion y
para la B-actina, el protocolo fue similar al
descrito anteriormente pero con 15 ciclos
(Fig. 1). Se utiliz6 el termociclador (Gene
Amp, PCR System 9700, Applied Biosy-
stem).

Para evaluar la cantidad del producto
del PCR, 10 uL del producto amplificado se
le realizé electroforesis en gel de agarosa
(Scientific Trade Corp. Miami, USA) al 1,2%
y 1,5% equilibrado en buffer 40 mM
Tris-acetato, 2mM EDTA (TAE) para c-Met y
B-actina respectivamente. Bromuro de eti-
dio (0,5 ug/mL) fue agregado al gel de aga-
rosa-TAE y al buffer-TAE para electroforesis
para visualizar el fragmento amplificado de
ADN vy fueron visualizados bajo luz ultravio-
leta con el equipo Kodak Gel Logic 2000
Imaging System (Rochester, NY, 14650).
Las fotografias fueron analizadas calculan-
do la intensidad de las bandas utilizando el
software Kodak Molecular Imaging Software
Version 4.0 (Rochester, NY, 14650). Las
cantidades relativas del receptor c-Met fue-
ron estandarizados al gen control, la B-acti-
na, del mismo paciente.

Inmunohistoquimica

El anilisis inmunohistoquimico (IHQ)
fue realizado por el método de la estreptavi-
dina-biotina marcada (LSAB+), usando el
kit LSAB+ (DAKO Corporation, CA, USA)
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Fig. 1. Amplificacion segin el ntimero de ciclos de los niveles del ARNm del receptor ¢-Met y B-actina
por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-PCR). M=

Marcador.

sobre bloques de tejidos en parafina fijadas
con formalina al 10%. Secciones seriadas de
2-um fueron desparafinados en xilene y
rehidratados a través de concentraciones al-
coholicas decrecientes. La actividad de la
peroxidasa endbgena fue bloqueada por in-
cubacién en peroxido de hidrégeno al 0,1%
por 15 minutos. El anticuerpo primario in-
cluyé un anticuerpo policlonal anti-Met de
conegjo contra el carboxilo terminal del
c¢-Met humano (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA) a dilucion de 1 en 50, y fue detec-
tado incubando el anticuerpo secundario y
la estreptavidina-peroxidasa por 30 min a
temperatura ambiente, seguida de tres en-
juagues con PBS cada uno. Diaminobenzidi-
na fue usado por 5 min para visualizar la de-
posicion de la peroxidasa en los sitios anti-
génicos. Por tltimo, las secciones fueron te-
nidas con hematoxilina.

Clasificacion

La inmunorreaccién observada en el
citoplasma y la membrana celular de las cé-
lulas tumorales para el receptor c-Met fue-
ron tomadas como positivos para clasificar
el método THQ como sigue: negativo (-): no

hay inmunorreaccion en las células neopla-
sicas; una cruz (+): de 1 a 24% de las célu-
las neoplasicas exhibieron inmunorreac-
cion; dos cruces (++): de 25 a 49%; tres
cruces (+++): de 50 a 74%; cuatro cruces
(++++): de 75% o mas de las células neo-
plasicas presentaron inmunorreaccion.

Se utiliz6 para la clasificacion del can-
cer gastrico por estadios, profundidad e in-
vasion a los ganglios linfaticos, los parame-
tros de la 7ma. Edicién de la American
Joint Committee of Cancer (AJCC) (27) y
para la clasificacién histolégica segin la
lera. Edicion en inglés de la Japanese Re-
search Society for Gastric Cancer (JRSGC)
(28).

Analisis estadistico

Para determinar el andlisis estadistico,
se utilizo el paquete estadistico SPSS 15 y
los niveles del ARNm para evaluar 2 grupos
fueron analizados con el t student. Los re-
sultados de la THQ se compararon mediante
las pruebas de Fisher y Chi Cuadrado. Para
determinar el grado de asociacién entre el
nivel del ARNm y a nivel proteico del recep-
tor c-Met, se utilizo el coeficiente de corre-
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lacion de Pearson. Se considerd estadistica-
mente significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicopatolégicas
de los pacientes

Del total de 12 pacientes incluidos en
éste estudio, 2 pacientes fueron del género
femenino (17%) y 10 pacientes del masculi-
no (83%). La edad de los pacientes oscil6 de
28 a 75 anos (X = DE: 57,42 = 13,26 anos).

En cuanto al grado de diferenciacion
del tejido tumoral, en el 50 % de los casos
presentaron adenocarcinomas moderada-
mente diferenciados, en el 25 % los poco di-
ferenciados, y para las células en anillo de
sello, papilar y el bien diferenciado corres-
pondi6 a 1 paciente respectivamente.

Segun la profundidad de la invasién tu-
moral en la pared gastrica, fue mas frecuen-
te hasta la serosa (T4a) con 6 casos (50%),
seguidos de la infiltracion neoplasica que
sobrepasa la serosa (T4b) con 3 pacientes
(25%), y un caso cada uno en los niveles
T1b (submucosa), T2 (muscularis mucosa)
y T3 (subserosa). Con estos resultados, el
91,7% de los pacientes (n=11) presentaron
cancer gastrico avanzado.

Se observé infiltracion tumoral en va-
rios 6rganos en una paciente (peritoneo pa-
rietal, peritoneo visceral de asas delgadas,
pancreas y epiplon mayor), en otro paciente
en 2 Organos (pancreas y colon) y en 2 ca-
sos presentaron infiltracion a un o6rgano
(epiplén mayor y pancreas respectivamen-
te). Y en el resto de los pacientes (n=8,
66,7 %), no presentaron evidencias de infil-
tracion a 6rganos vecinos o metastasis.

En relacién al ntiimero de ganglios lin-
faticos afectados, se observo que predominé
el N2 (metastasis de 3 a 6 ganglios linfati-
cos) con 4 casos (33,3 %), seguidos de N3a
(metastasis de 7 a 15 ganglios linfaticos) y
N3b (mayor de 16 ganglios linfaticos invadi-
dos) ambos con 3 pacientes (25% cada

uno), y un caso cada uno para NO (sin afec-
tacion en los ganglios linfaticos) y N1 (inva-
sion de 1 a 2 ganglios linfaticos).

De acuerdo a la dltima edicion del
TNM (27) para el estadiaje del cancer gas-
trico se clasificé en: IA: 1 paciente; IB: 0
pacientes; IIA: 1 paciente; 1IB: 0 pacientes;
IIIA: 1 paciente; IIIB: 3 pacientes; IIIC: 4
pacientes y IV: 2 pacientes.

Amplificacion del ARNm del receptor
c-Met en especimenes de cancer gastrico

Se analizaron los niveles del ARNm del
receptor c-Met en los especimenes congela-
dos del carcinoma gastrico como de tejido
normal del estdbmago de 12 pacientes por el
método semicuantitativo de la RT-PCR.

El ARNm del receptor c-Met se observé
en todas las muestras tanto tumorales
como de tejidos gastricos normales de los
12 pacientes (Fig. 2).

Al analizar los tejidos tumorales de los
pacientes, se encontré altos niveles del
ARNm del receptor ¢-Met en el grupo de pa-
cientes con invasiéon tumoral en profundi-
dad T4 (27), con respecto a las categorias
T3, T2 y T1. Ademas, se observé que a ma-
yor amplificaciéon en el ARNm del receptor
c-Met, fue mayor la invasion tumoral en la
profundidad de la pared gastrica (r =
0,762, p<0,01) (Fig. 3). Con respecto a la
invasion hacia los ganglios linfaticos segtin
la clasificacion de la AJCC (27), el grupo
N3 presentd altos niveles del ARNm del re-
ceptor ¢-Met comparados con los grupos N1
y NO, evidenciandose una relacion positiva
entre la amplificaciéon del ARNm con el gra-
do de infiltracion a los ganglios linfaticos
(r = 0,766, p<0,01) (Fig. 4). En cuanto al
tipo histolégico del cancer gastrico segin
la JRSGC (28), se observd correlacion con
significancia estadistica en donde los tumo-
res con bajo grado de diferenciacion pre-
sentaron elevados niveles del ARNm del re-
ceptor ¢-Met (r = 0,912, p<0,001) (Fig. 5).
Al evaluar los niveles del ARNm con el esta-
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Fig. 2. (A) Niveles del ARNm del receptor ¢-Met en tejidos con tumor primario en casos representati-
vos determinados por RT-PCR. (B). Niveles del ARNm de la B-actina utilizada como control in-
terno. M= Marcador; T= Tumor gastrico; N= Tejido gastrico sano del mismo paciente.
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Jorrelacion entre la amplificacién del
ARNm del receptor c-Met por el método
del RT-PCR en los tejidos tumorales con
la invasion en la profundidad de la pared
gastrica de acuerdo a los parametros de
la 7ma. edicion de la American Joint
Committee of Cancer (AJCC) (27).
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Amplificacion ARNm

Correlacion entre la amplificacion del
ARNm del receptor ¢-Met por el método
del RT-PCR en los tejidos tumorales con
la invasién a los ganglios linfaticos de
acuerdo a los parametros de la 7ma. edi-
cion de la AJCC (27).
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Fig. 5. Correlacion entre la amplificacion del
ARNm del receptor ¢-Met por el método
del RT-PCR en los tejidos tumorales con
la clasificacion histologica del cancer
gastrico de acuerdo a los parametros de
la Japanese Research Society for Gastric
Cancer (JRSGC) (28).

dio del cancer gastrico, se encontré amplifi-
cado el ARNm del receptor ¢-Met en los es-
tadios III y IV con respecto a los estadios I y
I1, con una relacion directamente proporcio-
nal entre el estadio del tumor con respecto
al ARNm (r = 0,838, p<0,001) (Fig. 6).

En el calculo del coeficiente de regre-
sion, se observd que por cada unidad densi-
tométrica de la amplificacién del ARNm del
receptor c-Met, aumentan las siguientes va-
riables: Invasion tumoral en la profundidad
de la pared gastrica en 0,93; infiltracion a
los ganglios linfaticos en 0,87; histopatolo-
gia hacia patrones menos diferenciados en
0,757 y el avance en el estadio del cancer
con 0,814 respectivamente.

Se aprecié una clevada amplificacion
del ARNm del receptor c-Met en las especi-
menes tumorales comparados con los de te-
jido normal en los pacientes con estadio
avanzado del cancer gastrico (p<0,001)
mientras que no hubo diferencias significa-
tivas en los niveles del ARNm del receptor
c-Met en las muestras tumorales y normales
de los pacientes con estadio precoz
(p=0,144).

291
r = 0,838 (p<0,001)
IV o o
11T [e] 0, @ o0 @
"'é i
=
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Amplificacion ARNi

Fig. 6. Correlacién entre la amplificacion del
ARNm del receptor c-Met por el método
del RT-PCR en los tejidos tumorales con
el estadio del cdncer gastrico de acuer-
do a los parametros de la 7ma. Edicion
de la AJCC (27).

Inmunorreaccion del receptor c-Met
en especimenes de cancer gastrico

En la evaluacion del receptor c-Met a
nivel proteinico, se observé una fuerte ex-
presion de tipo granular predominantemen-
te en el citoplasma de las células tumorales
(Fig. 7). En la Tabla I se detalla las caracte-
risticas clinicopatoldgicas de los pacientes
y la expresion del receptor ¢-Met por IHQ.

El analisis de la correlacion de Pearson
mostré una relaciéon positiva significativa
entre los niveles del ARNm a nivel genético
con respecto a la expresioén a nivel proteico
del receptor c-Met en los especimenes de
pacientes con cancer gastrico (r = 0,858,
p<0,001) (Fig. 8). Finalmente, el coeficien-
te de regresion demostré un aumento en la
IHQ de 0,957 por cada unidad densitomé-
trica de la amplificacién del ARNm del re-
ceptor c-Met.

DISCUSION

Hay un incremento en las investigacio-
nes a nivel de la biologia molecular en el
carcinoma gastrico. Pero no existe en la li-
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Fig. 7. (A) Inmunorreaccion del receptor c-Met en un caso representativo grado ++++. Se aprecia
fuerte expresioén con un patrén granular a nivel de citoplasma de todas las células neoplésicas.
(B) Inmunorreaccion del receptor c-Met en un caso representativo grado +, observado en al-

gunas células neoplasicas.

teratura en espanol reportes sobre la rela-
cién de la amplificacién a nivel molecular
del ARNm del receptor ¢-Met con el ciancer
gastrico. Por tales motivos, surge este estu-
dio en la region Centro-Occidental de Vene-
zuela, para asi comparar los resultados con
los publicados en los reportes internaciona-
les.

En el presente trabajo, se encontr6
elevados niveles del ARNm del receptor
c-Met en las muestras tumorales de cancer
gastrico en los pacientes con estadios avan-

zados (III y IV), con bajo grado de diferen-
ciacion tumoral, con mayor infiltracion tu-
moral en la pared gastrica (T4), y con ma-
yor invasion a ganglios linfaticos (N3), en
concordancia con reportes previos, en don-
de Kuniyasu y colaboradores demostraron
que hay una amplificacion genética del
c-Met en los pacientes en estadios avanza-
dos, en especial a los carcinomas gastricos
tipo escirroso (que corresponde a un carci-
noma con infiltracion difusa o Borrmann
tipo IV) (29), asi como Wang y colaborado-
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TABLA 1
CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DE PACIENTES CON CANCER GASTRICO
Y LA INMUNOEXPRESION DEL RECEPTOR C-MET

N° de pacientes segtin el grado de expresion del receptor c-Met

Pardmetros + ++ +4+ ++++
n=1 n=2 n=2 n=7
T1 1 0 0 0
' T2 0 1 0 0
Profundidad®
T3 0 1 0 0
T4 0 0 2 7
NO 1 0 0 0
Invasién a N1 0 1 0 0
ganglios
linfaticos® N2 0 1 1 2
N3 0 0 1 5
Bien 1 0 0 0
i Papilar 0 1 0 0
C.l asm/ca.cmn Moderado 0 1 2 3
histolégica®
Pobre 0 0 0 3
Anillo de sello 0 0 0 1
I 1 0 0 0
Estadio del 11 0 1 0 0
cancer gastrico® 1 0 1 2 5
I\Y 0 0 0 2

4 Seguin los parametros de la 7ma. Edicion de la American Joint Committee of Cancer (AJCC) (27).

o

b Segin los

pardmetros de la Japanese Research Society for Gastric Cancer (JRSGC) (28).

r = 0,858 (p<0,001)

- o o o

Inmunohistoquimica

+ °

T T T T T
80,00 120,00 150,00 180,00 210,00

Amplificacion ARNm

Fig. 8. Correlacion entre la amplificacion a ni-
vel genético del ARNm del receptor
¢-Met por el método del RT-PCR con la
expresion a nivel proteico del receptor
¢-Met por el método de THQ en los teji-
dos tumorales.

res, analizaron la expresion del ARNm del
receptor ¢-Met por RT-PCR en tejidos tumo-
rales gastricos, encontrando sobreexpresa-
do el ARNm del receptor con una relacion
significativa mientras mayor es la invasion
tumoral en la profundidad (p=0,007), la
metastasis a ganglios linfaticos (p<0,01), y
el estadio TNM (p=0,001) (30). Otros in-
vestigadores encontraron una amplificacion
genética del receptor c-Met de 2 hasta 50
veces en los especimenes tumorales con
respecto al tejido sano (16). Se ha involu-
crado en el incremento de los niveles del
ARNm del receptor c-Met, a las citokinas ta-
les como IL-1a, IL-6, Factor de Necrosis Tu-
moral (FNT)-o,, TGFB1 y las hormonas este-
roideas como la progesterona y el tamoxife-
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no, en una variedad de lineas celulares de
carcinomas humanos (31).

El 91,7% de los pacientes en este estu-
dio presentaron cancer gastrico avanzado, y
de ellos, el 75% se encontraba en T4, quie-
nes presentaron elevados niveles en el ARNm
del receptor c-Met en comparacion con los
casos catalogados como T1, T2 y T3. Tsuga-
wa y colaboradores (32) reportaron una inci-
dencia alta de diseminacion peritoneal en
los pacientes con amplificacion genética del
c-Met. En ésta investigacion, se evidencio
que hubo diseminaciéon en peritoneo parietal
anterior y posterior, asi como también en
peritoneo visceral de asas delgadas en la
misma paciente, quien presentd la mas alta
amplificacion del ARNm del receptor. En los
pacientes con invasion linfatica N2 y N3, se
aprecié6 una amplificacion del ARNm del
c-Met en el 83,3% de los casos, al relacionar-
los con los grupos N1 y NO, en concordancia
con estudios previos (33).

Ademas del andlisis de la amplificacion
del ARNm del ¢-Met por medio del RT-PCR,
se evalud a nivel protéico de dicho receptor
por medio del método de IHQ, encontrando
que los pacientes con alta expresion del re-
ceptor c-Met, presentaron mayor invasion
tumoral en la profundidad de la pared gas-
trica, infiltracion a Organos vecinos, asi
como también hacia los ganglios linfaticos
(N2 y N3), observandose mayor expresion
(++++) en los tumores menos diferencia-
dos y en los casos en estadios avanzados del
cancer gastrico (Il y IV).

Nakajima y colaboradores reportaron
que tanto la amplificacion genética y la so-
breexpresion de la proteina del receptor
c-Met en el cancer gastrico, estan relacio-
nados con ¢l grado de invasion en la profun-
didad de la pared gastrica, a los ganglios
linfaticos y al pobre prondstico de los pa-
cientes (33). Se ha demostrado ademas,
que los pacientes con amplificacion genéti-
ca del receptor c-Met, presentaron un pe-
riodo libre de enfermedad mas corto

(p=0,0216) y una sobrevida general mas
baja (p=0,0134) comparado con el grupo
de pacientes sin amplificacion genética
(34). En un estudio previo, pero a nivel de
la proteina del receptor c¢-Met, se observo
que los pacientes que mostraron alta expre-
sion en la inmunorreactividad del receptor
c-Met, presentaban una supervivencia muy
pobre (24). En la presente investigacion,
hubo una correlacion entre las expresiones
del ARNm con el de la proteina del receptor
c-Met, demostrandose que mientras mayor
era la amplificacion genética en el ARNm,
se apreciaba mayor inmunorreaccién en la
proteina del receptor, en linea con reportes
previos (35). Sin embargo, otros autores,
observaron que en tejidos como rifién, tiroi-
des, placenta y pancreas, presentaron nive-
les elevados del ARNm del ¢c-Met, pero no se
correlacionaban debido a la inmunorreacti-
vidad apenas detectable en la proteina del
receptor c-Met por THQ (36). Una explica-
cion pudiera ser una vida media extremada-
mente corta del ARNm del receptor c-Met
en el mecanismo postranscripcional repor-
tado en lineas celulares de carcinoma hu-
mano derivados del ovario, mama, endome-
trio, y que pudiera estar regulado de mane-
ra diferente para cada tejido (31).

Tajima y colaboradores, utilizando el
HGF recombinante humano con 1125, des-
cribieron una correlacién entre la amplifi-
cacion del ARNm del c-Met con la afinidad
del receptor a su ligando en varias lineas
celulares (36). Los niveles séricos del HGF
fueron reportados elevados en los pacientes
con cancer gastrico, asociados a mayor in-
vasion tumoral en la pared gastrica e infil-
tracion de células cancerosas en los capila-
res venosos dentro del tumor (37). En una
investigacion aparte, el 61,5 % de los pa-
cientes portadores de cancer gastrico, se
les detectaron la amplificacion del ARNm
del receptor c-Met en las células tumorales
circulantes en la sangre periférica utilizan-
do la técnica del RT-PCR, y fueron asocia-
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dos a invasién tumoral y metdstasis a gan-
glios linfaticos (38).

En estudios previos, se ha encontrado
un alto grado de expresion proteica y ampli-
ficacion genética del receptor c-Met en el
grupo de pacientes con cancer gastrico pri-
mario con metastasis hepatica comparado
con el grupo sin metastasis hepatica (26).
En una investigacion similar, se observé un
nivel elevado del ARNm del receptor c-Met
usando el método RT-PCR en los tejidos
con cancer colorrectal primario con respec-
to al tejido normal, encontrando ademas
una sobreamplificaciéon del ARNm del re-
ceptor ¢-Met en el tejido hepatico metasta-
sico (39). De esta manera, la amplificacion
del ARNm del receptor c-Met, es uno de los
mecanismos para la activacion de la carci-
nogénesis, demostrando su rol en la progre-
sion de las células tumorales hacia fenoti-
pos mas agresivos en el carcinoma gastrico
(26, 29, 32). Asi mismo, en el presente tra-
bajo se demostré que los elevados niveles
del ARNm del receptor c-Met estd correla-
cionado a mayor invasion tumoral en la pro-
fundidad de la pared gastrica, incremento
en la metastasis a los ganglios linfaticos,
alta frecuencia en tumores pocos diferen-
ciados o indiferenciados, aumento en el es-
tadiaje del cancer gastrico, y en la sobreex-
presion por THQ de su receptor a nivel pro-
teico en los pacientes con carcinomas gas-
tricos.

Por todo lo discutido anteriormente, la
amplificacion del ARNm y/o la sobreexpre-
sion a nivel proteico del receptor c-Met, pu-
dieran ser utilizados como factores pronés-
ticos y como potencial blanco terapéutico
tanto a nivel genético como a nivel de la
proteina del receptor c¢-Met en el cancer
gastrico.
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