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RESUMEN 

 

La enfermedad por reflujo gastroesofágico (ERGE) es el resultado de la exposición 

continua de la mucosa esofágica al reflujo de los contenidos gástricos, la cual produce 

daño crónico en la mucosa esofágica, desencadenando proliferación celular, inflamación y 

producción de radicales libres. Estos procesos generan daño al DNA, conduciendo a la 

célula a estadios como la senescencia o la metaplasia, predisponente esta última para el 

desarrollo de cáncer. La senescencia, un proceso importante inducido por estímulos 

potencialmente cancerígenos, no ha sido estudiada en la transformación metaplásica de la 

mucosa esofágica, por lo que es necesario conocer los mecanismos que llevan a la mucosa 

normal a sufrir cambios preneoplásicos. 

El presente trabajo se centra en el análisis de la longitud telomérica mediante PCR 

en tiempo real en muestras de pacientes con síntomas de ERGE y de pacientes control. La 

longitud telomérica se emplea aquí como un parámetro citológico asociado a procesos de 

alteración celular, y se investiga la relación que tiene con la presencia o no de síntomas de 

ERGE, con la edad de los pacientes y con la detección de marcadores específicos de 

senescencia celular (p16, p21 y p53). 

El tejido esofágico empleado se colectó en el Servicio de Endoscopía del 

Departamento de Gastroenterología del Hospital General de México (HGM). Los 

resultados de este trabajo forman parte de un proyecto más amplio desarrollado por 

investigadores del Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina, 

UNAM, campus HGM. De un total de 120 individuos, 70 con ERGE y 50 controles, se 

encontró que la longitud telomérica es significativamente menor en los individuos control, 

sin ERGE, con respecto a los pacientes con ERGE. Sin embargo no se encontró correlación 

alguna entre la longitud telomérica y la edad de los pacientes, ni con la presencia de los 

marcadores de senescencia celular p16, p21 o p53.  
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ABREVIATURAS 

 

ALT alargamiento alternativo de telómeros (alternative lengthening of telomeres) 

CT ciclo umbral (treshold cycle) 

dNTP desoxirribonucleótido trifosfato 

EB esófago de Barrett 

ERGE enfermedad por reflujo gastroesofágico 

ERNE enfermedad por reflujo gastroesofágico no erosiva 

FISH hibridación in situ con fluorescencia (fluorescence in situ hybridization) 

IBP inhibidor de la bomba de protones 

LT longitud telomérica 

PCR reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 

qFISH FISH cuantitativa (quantitative FISH) 

qRT-PCR PCR cuantitativa en tiempo real (quantitative real time PCR) 

RDD respuesta al daño en el DNA 

RGE reflujo gastroesofágico 

ROS especies reactivas de oxígeno (reactive oxigen species) 

STELA análisis de longitud de alargamiento de telómeros individuales (single 
telomere elongation length analysis) 

T/S cociente de la concentración de amplicón telomérico (T) entre la 
concentración de amplicón del gen de copia única (S) 

TRFL longitud de fragmentos de restricción terminales (terminal restriction 
fragments lenght) 

Tm temperatura de disociación (melting temperature) 
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I. INTRODUCCIÓN 

 
El esófago es el tubo que conduce el alimento desde la cavidad oral hasta el 

estómago en el tracto digestivo de la mayoría de los animales vertebrados y de algunos 

invertebrados. El esófago humano (Figura 1) está cubierto en su interior por una capa de 

epitelio escamoso estratificado no queratinizado. Este epitelio es resistente a la abrasión 

causada por el paso de los alimentos, pero es sensible a la acción de sustancias ácidas. 

Debajo de él se encuentran glándulas submucosas, abundantes en las partes distal y 

proximal del esófago, que contribuyen a la protección de la mucosa secretando mucina y 

bicarbonato. Además, el tono constante del esfínter del esófago distal impide el paso del 

contenido gástrico, que se encuentra bajo presión positiva y que de otro modo entraría al 

esófago. 

Al retorno del contenido gástrico a través del esfínter esofágico inferior hacia el 

esófago se le denomina reflujo gastroesofágico (RGE, Figura 1a). El RGE es un fenómeno 

fisiológico normal en el ser humano, pero en ciertas condiciones puede considerarse una 

patología: la enfermedad por reflujo gastroesofágico (ERGE). 

 
 

 

 

 
Figura 1 

a) Localización del esófago humano (en rojo) y reflujo gastroesofágico (RGE); b) histología del 
esófago en corte transversal (modificado de Wu et al. 2003; Childs, 1998). 

  

a b 
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I.1. Enfermedad por reflujo gastroesofágico (ERGE) 

En el año 2005, durante el Congreso Mundial de Gastroenterología realizado en la 

ciudad de Montreal, se presentó el Consenso global basado en evidencia sobre la 

definición de la ERGE (Vakil et al. 2006), documento ratificado por la Organización Mundial 

de Gastroenterología (Chiocca 2007) y por otros organismos internacionales, incluida la 

Asociación Mexicana de Gastroenterología (Pérez et al. 2007). De acuerdo al Consenso de 

Montreal, la ERGE se define como la condición que aparece cuando el reflujo del 

contenido del estómago produce síntomas molestos y/o complicaciones, es decir, cuando 

“el reflujo ácido es cuantitativamente anormal, cuando son observadas lesiones esofágicas 

en la endoscopía, o simplemente porque los síntomas típicos (pirosis y regurgitación 

ácida) están presentes frecuentemente” provocando molestias en el paciente y 

disminuyendo su calidad de vida (Chávez 2008). Del Consenso también se reconoce que la 

ERGE presenta síntomas esofágicos y extraesofágicos, algunos subjetivos y otros objetivos. 

La ERGE es un padecimiento crónico muy común en la sociedad occidental moderna, 

cuya prevalencia en algunos países se estima en un 20 a 40% de la población (Spechler 

1992). En México no hay datos epidemiológicos precisos sobre la ERGE, pero es muy 

probable que sea un padecimiento frecuentemente sujeto al subdiagnóstico y a la 

automedicación, pues los médicos de primer contacto por lo general no están al tanto de 

los lineamientos para su detección y tratamiento, y los pacientes con síntomas de reflujo 

suelen recurrir a antiácidos de venta libre empleados como paliativos que sólo 

enmascaran la enfermedad (Peralta et al. 2007). 

Los principales síntomas asociados a la ERGE son pirosis y regurgitación. Estas 

molestias se presentan principalmente después de tomar alimentos, especialmente 

comidas abundantes o grasosas, y se agravan al reclinar o doblar el cuerpo. En algunos 

casos, la ERGE puede producir episodios de dolor torácico que simulan dolor cardiaco 

isquémico sin acompañarse de pirosis o regurgitación (Chiocca y Salis 2007; IMSS 2009). 

En casos avanzados puede presentarse dificultad o dolor al deglutir, sangrado, pérdida de 

peso o anemia (Heidelbaugh et al. 2003). La ERGE también está asociada a otras 
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afecciones, como el asma bronquial (Kumar et al 2009) y la erosión dental (Barron et al. 

2003). 

El cuadro clínico no es suficiente para determinar la presencia de ERGE, pero debe 

ser el paso inicial para diagnosticarla. Mediante cuestionarios estructurados se puede 

evidenciar la afectación del paciente respecto a la ocurrencia o no de molestias 

relacionadas al reflujo. Uno de los cuestionarios más utilizados es el de Carlsson-Dent, 

validado en poblaciones europeas y cuya utilidad diagnóstica ha sido comprobada en 

pacientes mexicanos (Gómez et al. 2004). Como siguiente paso del diagnóstico se 

recomienda la prueba terapéutica con supresores de acidez, principalmente inhibidores 

de la bomba de protones (IBP) y antagonistas del receptor de histamina 2 (ARH2). Ambas 

familias de fármacos alivian los síntomas y promueven la recuperación de la mucosa 

esofágica cuando el reflujo se presenta, pero no lo detienen. También se recomienda 

hacer cambios en la dieta (evitar el consumo de cafeína, chocolate y alimentos 

condimentados) y modificar el estilo de vida del paciente (controlar la obesidad y evitar la 

exposición al humo de tabaco y el consumo de alcohol) (DeVault y Castell 2005). 

En casos severos donde hay presunción de complicaciones debidas al reflujo, se 

requiere de una endoscopía con toma de biopsia, siendo este el mejor método para 

evaluar daño en la mucosa. Sin embargo se estima que entre 50 y 75% de los pacientes 

con síntomas típicos de ERGE tienen una mucosa esofágica normal en el estudio 

endoscópico (Bresadola et al. 2011). Como confirmación de reflujo se recomienda 

emplear la pHmetría de 24 horas, para medir directamente la frecuencia de exposición 

ácida a la que se somete el esófago (Uscanga et al. 2002). Esta técnica confirmatoria 

permite detectar los casos de ERGE no erosiva, también llamada ERNE (Álvaro et al. 2010). 

La ERGE, por consiguiente, puede manifestarse tanto en forma no erosiva como en 

forma erosiva, la cual incluye complicaciones como ulceración o estenosis. Generalmente 

se considera que estas diferentes manifestaciones de ERGE comprenden estadios distintos 

de la enfermedad en un “modelo espectral”, asumiendo que la enfermedad progresa en 

etapas hacia una forma cada vez más grave y que ocasionalmente puede revertirse a 
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formas menos severas (Fullard et al. 2006). Sin embargo algunos autores sugieren que las 

diferencias existentes entre estos tipos de ERGE representan una variación en la 

susceptibilidad de los pacientes al daño por reflujo, aunque este punto de vista es el 

menos predominante (Fass y Ofman 2002; Remes et al. 2011). 

El reflujo de los jugos gástricos es central en el desarrollo del daño a la mucosa en la 

ERGE erosiva. En casos severos, el reflujo de líquido biliar del duodeno puede exacerbar el 

daño. Las condiciones que disminuyen el tono del esfínter esofágico inferior o 

incrementan la presión abdominal contribuyen a la ERGE, e incluyen el uso de alcohol y 

tabaco, la obesidad, el uso de depresores del sistema nervioso central, embarazo, hernia 

hiatal, vacío retardado del estómago y el aumento del volumen gástrico. En muchos casos 

no es posible identificar una causa definitiva (Ramos y Huerta 2006). 

Desde hace tiempo se ha demostrado que la ERGE incrementa la proliferación de las 

células escamosas esofágicas como consecuencia de la exposición del esófago al ácido 

gástrico estomacal (Livstone, et al. 1977). La ERGE severa también está asociada con la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) que causan daño oxidativo en las 

células (Wetscher et al. 1995). 

En casos crónicos de ERGE ocurren cambios aún mayores en el epitelio esofágico, 

observándose el reemplazo de la cubierta escamosa normal por epitelio columnar 

metaplásico e hiperproliferativo, condición conocida como esófago de Barrett (EB). La 

presencia de EB suele considerarse precedente al desarrollo de adenocarcinoma (DiPalma 

2001), por lo que resulta importante realizar estudios sobre su prevención, diagnóstico 

temprano y tratamiento. De esta forma, ante la presencia de síntomas de ERGE, su 

correcto manejo puede evitar el desarrollo de patologías más graves que deterioren la 

calidad de vida del paciente. 

Tanto el aumento en la proliferación celular como la presencia de ROS puede 

producir el acortamiento de los telómeros, que parecen ser sitios preferenciales de 

lesiones oxidativas al DNA (Von Zglinicki 2000). El acortamiento telomérico podría ser uno 

de los principales mecanismos que limitan finalmente la capacidad proliferativa de las 
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células normales en tejidos con regeneración constante, conduciéndolas a un estado de 

senescencia celular (Allsopp y Harley 1995), lo cual se tratará más adelante en este 

trabajo. 

I.2. Telómeros 

Los extremos de los cromosomas lineales eucariontes se conocen como telómeros. 

Son complejos nucleoproteicos que protegen a los cromosomas de los procesos de fusión 

y degradación inherentes a los mecanismos de reparación de la propia célula, 

manteniendo de esta forma su estabilidad y función normales. 

Los telómeros están constituidos por secuencias repetitivas de DNA no codificante, 

sintetizadas por la enzima telomerasa, asociadas a proteínas de unión al telómero (Figura 

2). 

 
Figura 2 

Estructura del telómero en mamíferos (de Lange 2009). 

 
En mamíferos, el DNA telomérico comprende regiones de varios cientos a varios 

miles de repeticiones de la secuencia hexamérica TTAGGG (Levy et al. 1992), 
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estrechamente asociadas a proteínas de unión, integrando una estructura en forma de 

lazo (loop) conocida como loop t (de Lange 2009). 

En la formación del loop t destaca la participación del complejo de seis subunidades 

proteicas conocido como shelterina. Dos de sus subunidades, TRF1 y TRF2, se unen a 

secuencias TTAGGG en el DNA de doble cadena, y una subunidad, la POT1, se une a estas 

en el extremo 3’ saliente de cadena sencilla (overhang 3’) (Griffith et al. 1999; de Lange 

2005). Estas tres proteínas están interconectadas por las subunidades proteicas TIN2 y 

TPP1, reguladas por Rap1. Cuando el overhang 3’ invade al dúplex de DNA se forma el 

loop D (lazo de desplazamiento), constituyendo una estructura muy estable. La manera 

como este overhang 3’ invade la doble cadena es similar a la invasión de hebras durante el 

proceso de recombinación homóloga, y la deleción experimental del gen Pot1 en ratones 

induce la recombinación homóloga aberrante de los telómeros (Wu et al. 2006). 

La afinidad de la shelterina por el DNA telomérico es muy alta y por lo tanto se 

acumula en todos los extremos cromosómicos naturales. La formación del loop t 

proporciona a los telómeros una estructura única que los distingue claramente de los 

extremos expuestos que resultan de una ruptura de la molécula de DNA, previniendo así 

la activación de las respuestas celulares al daño en el DNA (de Lange 2009). 

En el proceso de replicación del DNA (Figura 3), durante la fase S del ciclo celular, 

cada una de las dos hebras de la molécula original sirve como molde para que el complejo 

enzimático de la DNA polimerasa sintetice una hebra completamente nueva. Este 

complejo se mueve progresivamente a lo largo de la cadena original formando la 

estructura conocida como horquilla de replicación. Cada nueva cadena crece de forma 

unidireccional en sentido 5’ a 3’ porque la DNA polimerasa sólo puede añadir nucleótidos 

al extremo 3’-OH libre de un nucleótido previo. Puesto que la doble cadena de DNA es 

antiparalela, la horquilla de replicación resulta ser una estructura asimétrica en donde una 

hebra crece de forma continua (cadena líder) y la otra es sintetizada de forma discontinua 

(cadena retrasada). En la cadena retrasada la enzima DNA primasa sintetiza segmentos 

cortos de RNA que la DNA polimerasa utiliza como iniciadores (primers) para la síntesis de 
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segmentos de DNA de unos 100 a 200 nucleótidos de longitud, conocidos como 

fragmentos de Okazaki. Posteriormente los iniciadores de RNA son removidos y la DNA 

ligasa une los fragmentos de Okazaki para completar la nueva hebra (Waga y Stillman 

1998; Alberts et al. 2008). 

 
 

Figura 3 
Acortamiento telomérico en la replicación del DNA eucarionte  

(adaptada de Levy et al. 1992 y Makarov et al. 1997). 

 
Sin embargo, cuando la horquilla de replicación alcanza el telómero, la DNA primasa 

no tiene lugar en el borde de la molécula de DNA para sintetizar el iniciador de RNA 

necesario para sintetizar el último fragmento de Okazaki. Por lo tanto, la molécula hija 
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proveniente de la cadena retrasada es acortada en el extremo 5’ tras la replicación, 

perdiéndose de 50 a 100 pares de bases en cada división celular (Shammas et al. 2004). 

Además se ha observado que en ambas moléculas hijas se produce un extremo saliente 3’ 

rico en guanidinas (Makarov et al. 1997) que participa en la formación del loop t, 

presuntamente por la resección del extremo 5’ mediante un mecanismo aún no 

identificado (Gilson y Géli 2007). 

El acortamiento telomérico puede ser detenido si las células expresan suficientes 

niveles de telomerasa o mediante mecanismos de alargamiento alternativo de telómeros. 

I.3. Telomerasa y vías alternas de alargamiento telomérico 

Dado que la longitud del DNA telomérico inexorablemente se acorta durante la 

replicación, se requieren mecanismos que preserven la integridad del genoma y las 

funciones del telómero. 

En muchos organismos, incluyendo mamíferos, una transcriptasa inversa 

especializada llamada telomerasa cataliza la adición de secuencias cortas de nucleótidos 

repetidos en un proceso muy regulado que está estrechamente acoplado a la replicación y 

a la diferenciación tisular (Holt et al. 1997; Forsyth et al. 2002). Aunque inicialmente se 

pensaba que la expresión y actividad de la telomerasa estaba limitada a células 

embrionarias y germinales, en los últimos años y con técnicas más sensibles se han 

revelado niveles modestos de actividad de telomerasa en ciertas regiones de tejidos 

proliferativos somáticos adultos con alto potencial de renovación, tal como médula ósea, 

piel, tracto gastrointestinal, testículos y linfocitos activados (Artandi y De Pinho 2010). 

La telomerasa reconoce la secuencia repetida en el DNA telomérico y la alarga en 

dirección 5’ a 3’ usando un molde de RNA intrínseco a la misma enzima para sintetizar 

nuevas copias de la repetición. Tras la extensión que hace la telomerasa de la hebra de 

DNA parental, puede completarse la replicación de la hebra retardada en el extremo del 

cromosoma mediante otras DNA polimerasas, usando estas extensiones como molde para 

sintetizar la hebra complementaria. Este proceso, completado con la resección del 
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extremo 5’, asegura que el extremo 3’ de cada telómero sea siempre más largo que el 

extremo 5’ de su cadena complementaria. En líneas celulares tumorales se ha demostrado 

que el bloqueo experimental de la actividad telomerasa produce un acortamiento 

telomérico crítico que finalmente resulta en senescencia (Riou et al. 2002). 

En experimentos con células de levadura que no expresaban telomerasa se observó 

que la pérdida de DNA telomérico podía ser compensada por una vía de alargamiento 

alternativo de telómeros (ALT) independiente de telomerasa (Lundblad 2002). En años 

recientes se ha identificado un fenotipo homólogo en aquellos tipos de cáncer en los que 

no se detecta actividad telomerasa, pero que presentan telómeros más largos que las 

células normales (Durant 2012). El fenotipo ALT en células cancerosas humanas tiene 

varias características peculiares. En primer lugar, la distribución de la longitud de los 

telómeros es muy heterogénea y varía de 3 kb a más de 50 kb. En contraste, en células 

cancerosas con actividad de telomerasa los telómeros tienen típicamente una longitud 

homogénea de alrededor de 10 kb. 

Otra característica de las células que utilizan la vía ALT es que contienen varias 

clases de repeticiones teloméricas extracromosómicas en el núcleo que incluyen 

moléculas circulares de cadena doble y de cadena sencilla, DNA telomérico lineal y 

moléculas con DNA de alto peso molecular y estructuras altamente ramificadas 

probablemente derivadas del loop t. Además, en estas células la ocurrencia de 

intercambio de segmentos teloméricos entre cromátidas hermanas es generalmente 

mayor que en las células con actividad de telomerasa (Chung et al. 2012).  

Aunque se ha sugerido que la vía ALT depende de la recombinación entre segmentos 

de DNA telomérico repetitivo, los detalles moleculares de este intercambio aún no se 

conocen. Sin embargo, en estudios recientes sobre este fenotipo se ha logrado identificar 

genes esenciales y ciertas estructuras en el DNA que podrían ser importantes en su 

regulación epigenética (Nabetani e Ishikawa 2011). 
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I.4. Telómeros y senescencia celular 

El aumento en la proliferación celular en un tejido, por circunstancias fisiológicas 

normales o patológicas, trae como consecuencia el acortamiento progresivo de los 

telómeros. Los telómeros acortados críticamente son altamente recombinogénicos, 

situación que puede disparar una serie de eventos celulares conocidos en conjunto como 

respuesta al daño en el DNA (RDD). Los eventos de inestabilidad genética desencadenados 

a partir de la presencia de telómeros disfuncionales están asociados con la transición de 

lesiones benignas a cáncer maligno, por lo que se ha postulado que las patologías que 

inducen una rápida proliferación celular pueden promover la formación de carcinomas 

(Meeker et al. 2004). 

Las células responden a la percepción de daño al DNA deteniendo el progreso del 

ciclo celular y activando las RDD. En mamíferos, la proliferación sólo se restablece si el 

daño al DNA se ha reparado. Si el daño es irreparable, la célula continúa sin progresión del 

ciclo celular y puede ser dirigida a muerte por apoptosis o al estado conocido como 

senescencia celular. La senescencia celular es una condición en la cual las células, como 

respuesta al estrés, son incapaces de seguir proliferando aunque continúan vivas, y es 

diferente de la quiescencia o diferenciación terminal. La senescencia puede ser disparada 

por una variedad de factores que implican daño al DNA (incluido el acortamiento de los 

telómeros), la activación de oncogenes y el estrés oxidativo (d’Adda di Fagagna 2008). 

Los mecanismos moleculares de senescencia comprenden la participación de 

proteínas inhibidoras y/o supresoras de tumores, entre ellas p16 y p53. 

La regulación de la expresión de p16 es compleja e involucra control epigenético y 

múltiples factores de transcripción. Particularmente, diversas desacetilasas de histonas 

juegan un papel importante en la hipermetilación del promotor del gen p16 para inhibir su 

expresión. Cuando estos y otros mecanismos supresores son inactivados, la expresión de 

p16 conduce a la célula a senescencia. La senescencia mediada por p16 actúa a través de 

la vía del retinoblastoma (Rb), inhibiendo la acción de cinasas dependientes de ciclinas y 

conduciendo a la detención del ciclo celular en la fase G1. (Rayess et al. 2012). 
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La proteína p53 juega un papel muy importante en la supresión del desarrollo de 

tumores, y está funcionalmente abatida en más del 60% de todos los cánceres humanos. 

En respuesta al estrés genotóxico, y como medida para evitar la tumorigénesis, p53 

detiene el ciclo celular y puede desencadenar la senescencia celular induciendo la síntesis 

del supresor tumoral p21, o bien la apoptosis (Lowe et al. 2004). En experimentos con 

modelos animales se ha demostrado que el abatimiento de la actividad de telomerasa 

resulta en telómeros más cortos y una apoptosis elevada dependiente de p53 en tejidos 

altamente proliferativos. Estudios in vitro dan evidencia de que el acortamiento 

telomérico también inicia cambios morfológicos característicos de la senescencia 

replicativa. Los telómeros disfuncionales activan los puntos de control de la RDD que 

afectan la vía p53–p21, iniciando la senescencia celular (Rudolph et al. 1999). 

Dados sus efectos antiproliferativos, se postula que la senescencia celular es un 

mecanismo de supresión tumoral muy potente in vivo, en situaciones que implican el 

acortamiento telomérico y comprometen la estabilidad genética de las células (Cosme et 

al. 2007). De esta forma p16, p21 y p53 pueden utilizarse como marcadores de detención 

del ciclo celular y/o senescencia al estudiar tejidos en condiciones de proliferación alta. 
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II. ANTECEDENTES 

 
La pérdida de DNA telomérico está bien estudiada a nivel celular, habiéndose 

demostrado que está relacionada con la historia replicativa y con la longevidad de las 

células somáticas. Sin embargo, a nivel de tejidos se ha observado que existe 

heterogeneidad en la longitud telomérica promedio de diferentes tipos celulares en un 

mismo individuo, sin mencionar la heterogeneidad entre la longitud de los telómeros de 

los cromosomas de una misma célula. La medición experimental de los telómeros en 

diferentes tejidos se ha centrado en el estudio de su correlación con el envejecimiento y 

con procesos de daño celular. 

Ahora bien, la investigación que involucra la medición de telómeros en tejido 

esofágico es escasa. La mayor parte de los reportes abordan la relación entre el cáncer 

esofágico con la longitud telomérica (LT) y la actividad de telomerasa. Otros pocos 

estudios comprenden mediciones de LT en pacientes con esófago de Barrett y ERGE 

avanzada. Actualmente existen varias técnicas experimentales empleadas para medir la 

LT. Las principales se detallan a continuación, y enseguida se hace un breve recuento de 

las investigaciones sobre patologías esofágicas que involucran mediciones de LT. 

II.1. Técnicas de medición de la longitud telomérica 

Todos los métodos existentes para medir telómeros se basan en la unión de sondas 

o de iniciadores (primers) de ácido nucleico a las secuencias repetidas del DNA telomérico, 

pero difieren principalmente en la forma de acceder al telómero y en su sensibilidad. 

II.1.1. Medición de la longitud de fragmentos de restricción terminales (TRFL). 

La medición de la longitud media de fragmentos de restricción terminales (TRFL) 

mediante Southern blot fue la primera técnica desarrollada para la medición de LT y ha 

sido la más ampliamente utilizada (Canela et al. 2007). Esta técnica está basada en la 

digestión de las secuencias de DNA en regiones cercanas a los telómeros. El DNA 



 

 15 

genómico se incuba con enzimas de restricción que cortan la cadena polinucleotídica en 

puntos específicos de las regiones subteloméricas. Mediante electroforesis en gel se 

separan los fragmentos resultantes, que luego son transferidos a una membrana y 

analizados por Southern blot usando sondas apropiadas, generalmente DNA 

complementario a 3 o 4 repeticiones TTAGGG. Finalmente se compara el tamaño y 

densidad de los fragmentos obtenidos con marcadores de peso molecular, empleando 

software de análisis densitométrico (Allshire et al. 1989). 

Esta técnica permite estimar la LT promedio de una población de células, pero 

requiere una gran cantidad de DNA (10 µg de DNA/muestra) y tiene baja resolución (1 

kb), montarla consume bastante tiempo (de 3 a 5 días) y por lo tanto su uso se ha limitado 

al estudio de muestras poblacionales pequeñas o de material obtenido mediante cultivo 

de líneas celulares. Además, la presencia de polimorfismos subteloméricos altera los sitios 

de restricción, lo cual puede afectar la comparación interindividual de las mediciones 

(Cawthon 2002). 

II.1.2. Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) 

Otra técnica que suele ser empleada en la medición de la LT es la hibridación in situ 

con fluorescencia (FISH), tanto en su modalidad cuantitativa (qFISH) que emplea el análisis 

densitométrico de imágenes de células metafásicas, como en su modalidad acoplada a 

citometría de flujo (flow FISH) que permite hacer determinaciones empleando células en 

suspensión. Con ambas modalidades se utilizan sondas nucleopeptídicas etiquetadas 

directamente con un fluoróforo, las cuales se hibridan específicamente con el DNA 

telomérico para después detectar la señal fluorescente y compararla con un estándar de 

LT conocida (Hultdin et al. 1998). 

La qFISH se aplica en secciones de tejido fijado con formalina e incluido en parafina 

mediante métodos estándar. La detección por fluorescencia permite estimar la longitud 

de los telómeros individuales en una sola célula mediante el análisis cuantitativo de la 

densidad óptica de las sondas de hibridación en las microfotografías obtenidas. Esta 
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técnica permite detectar extremos muy cortos con una resolución de 0.3 kb y también 

eventos de fusión cromosómica (Meeker et al. 2002). 

La flow FISH se utiliza para determinar la LT promedio en células individuales en 

suspensión, lo cual la hace muy útil al analizar tipos celulares específicos del sistema 

inmune en sangre periférica, e incluso se puede semiautomatizar para el procesamiento 

de una gran cantidad de muestras (Rufer et al. 1998). 

La FISH, en cualquiera de sus modalidades, requiere cantidades pequeñas de tejido y 

permite hacer determinaciones de la LT a nivel celular, además de que puede acoplarse 

con técnicas de inmunodetección para la identificación simultánea de tipos celulares 

específicos en la misma muestra. Sin embargo es una técnica relativamente costosa. 

II.1.3. Análisis de longitud de alargamiento de telómeros individuales (STELA). 

El análisis de longitud de alargamiento de telómeros individuales se basa en la 

amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de las repeticiones 

teloméricas, seguida por la separación de los productos de amplificación (amplicones) por 

electroforesis en gel y su posterior caracterización mediante Southern blot. Al diseñar 

oligonucleótidos iniciadores complementarios a secuencias subteloméricas específicas, 

mediante STELA se puede medir la LT promedio de un solo cromosoma en una población 

celular (Baird et al. 2003). 

Aunque el STELA es una técnica atractiva por la pequeña cantidad de muestra 

requerida (desde una sola célula) y su alta resolución (0.1 kb), es una técnica muy 

laboriosa que además está limitada a la detección de extremos teloméricos para los cuales 

en la práctica puedan diseñarse los iniciadores adecuados para todas las muestras por 

analizar, tomando en cuenta la presencia de polimorfismos subteloméricos (Aubert y 

Lansdorp 2008). 
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II.1.4. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). 

La PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) se ha adaptado para obtener 

mediciones tanto absolutas (O’Callaghan et al. 2008) como relativas (Cawthon 2009) de la 

LT promedio en una muestra de tejido. Esta técnica es muy sensible (en teoría detecta 

desde 76 pb), además de ser rápida, reproducible, automatizable y relativamente 

económica, pues está basada en el sistema de detección con SybrGreen, un reactivo muy 

versátil empleado en la cuantificación de DNA de doble cadena, en este caso de las 

repeticiones hexaméricas (TTAGGG)n amplificadas. El DNA genómico extraído a partir de 

muestras de tejido se utiliza como plantilla de replicación en la qRT-PCR, empleando un 

par de oligonucleótidos capaces de hibridar con las secuencias teloméricas repetitivas y 

generar productos de amplificación en número proporcional a la longitud del telómero. 

El diseño de la qRT-PCR para la medición relativa de la LT incluye la amplificación 

paralela de un fragmento de un gen de copia única, del cual se sabe que sólo existe un 

número fijo en cada célula diploide. La longitud telomérica se reporta como la proporción 

T/S, que representa el cociente de la concentración de amplicón telomérico (T) entre la 

concentración de amplicón del gen de copia única (S). 

Puesto que los oligonucleótidos utilizados en la qRT-PCR están diseñados para 

reconocer la secuencia repetitiva hexamérica a todo lo largo de cualquier telómero, la 

determinación de LT mediante esta técnica no es afectada por los polimorfismos 

subteloméricos, aunque tampoco puede aplicarse al análisis de telómeros individuales, a 

diferencia del STELA. 

II.2. Patologías del esófago y longitud de telómeros 

Las formas más comunes de cáncer esofágico, clasificadas por el tipo de células que 

inicialmente desarrollan malignidad, son el carcinoma de células escamosas y el 

adenocarcinoma (Blot y McLaughlin, 1999). 

El carcinoma de células escamosas inicia en las células epiteliales escamosas del 

tejido esofágico. Se establece por lo general en las porciones superior y media del esófago 
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y está asociado principalmente a pacientes de edad avanzada con antecedentes de 

alcoholismo y tabaquismo. En este tipo de cáncer varios grupos de investigación, 

empleando qFISH y medición de TRFL, han encontrado una LT menor en células malignas 

con respecto a células normales (Takubo et al. 2010; Kammori et al. 2007; Hsu et al. 

2005). 

La otra forma de cáncer esofágico, el adenocarcinoma, inicia en las células 

glandulares productoras de mucina y se desarrolla principalmente en la parte inferior del 

esófago, cerca del estómago. Precisamente la ERGE y el EB son factores de riesgo para el 

desarrollo de este tipo de cáncer. Respecto a su relación con la LT existen informes 

contradictorios. Por ejemplo, Shammas et al. (2008), mediante qRT-PCR, y Shiraishi et al. 

(2009), mediante qFISH, encontraron una LT menor en células con adenocarcinoma 

respecto a tejido normal. Sin embargo, Gertler et al. (2008) hallaron correlación entre el 

progreso del carcinoma con una mayor LT y una mayor actividad de telomerasa en tejido 

esofágico. Asimismo este grupo comparó, con resultados similares, la LT en muestras de 

esófago de pacientes cuya muerte se debió a cáncer esofágico recurrente contra tejido de 

pacientes cuya muerte no estuvo relacionada al cáncer, proponiendo incluso el uso de 

esta medición como indicador para el diagnóstico y pronóstico de cáncer esofágico. 

Con respecto a la investigación en alteraciones no cancerosas del esófago, Finley et 

al. (2006) observaron mediante qFISH telómeros más cortos en muestras de pacientes con 

ERGE (con y sin EB), con respecto a muestras independientes de tejido gástrico de 

pacientes con ERGE (con y sin EB). Sin embargo no utilizaron tejido esofágico sano como 

control. Más recientemente Souza et al (2007) compararon la actividad de telomerasa y la 

LT, medida mediante TRFL, en el esófago distal y proximal de pacientes con ERGE crónica, 

principalmente casos avanzados con EB ya establecido, encontrando telómeros más 

cortos en 38 pacientes con ERGE (con y sin EB) con respecto a 16 pacientes control, sin 

diferencias en la actividad de telomerasa. Hasta el momento no se ha reportado el uso de 

la qRT-PCR para la medición de telómeros en tejido esofágico de pacientes con ERGE sin 

EB.  
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III. JUSTIFICACIÓN 

 
La enfermedad por reflujo gastroesofágico (ERGE) es una de las alteraciones 

gastrointestinales con mayor prevalencia en la sociedad occidental, afectando 

drásticamente la calidad de vida de quienes la padecen. Además, la ERGE crónica es una 

condición previa al desarrollo de la metaplasia intestinal conocida como esófago de 

Barrett (EB), considerada como un factor asociado al establecimiento de adenocarcinoma 

esofágico. 

Las investigaciones sobre los cambios moleculares y citológicos que se presentan 

durante la ERGE en el tejido esofágico resultan de gran importancia para poder entender 

los mecanismos de desarrollo de la enfermedad, así como para proponer eventualmente 

diagnósticos y tratamientos que ayuden a prevenir, mitigar o revertir los efectos 

perjudiciales de esta enfermedad y poder así elevar la calidad de vida de los pacientes 

afectados por ella. 

Aunque la medición de la longitud telomérica en el tejido esofágico ya ha sido 

estudiada con anterioridad, principalmente en pacientes con esófago de Barrett o con 

adenocarcinoma esofágico, no hay evidencia sobre trabajos que hayan abordado este 

problema en un grupo de pacientes con ERGE sin EB mediante la técnica de PCR en tiempo 

real, lo cual es el principal objetivo del presente trabajo. La PCR en tiempo real es una 

técnica sensible y potencialmente automatizable que puede emplearse en el análisis de 

rutina de una gran cantidad de muestras. 

Puesto que el desarrollo de esófago de Barrett tiene como antecedente condiciones 

de ERGE crónica, la medición de longitud telomérica en tejido esofágico podría ser 

empleada como método diagnóstico de utilidad para la detección temprana y prevención 

oportuna de estos padecimientos.  
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IV. OBJETIVOS 

 

IV.1. Objetivo general 

Determinar, mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real (qRT-PCR), la longitud relativa de los telómeros para su comparación en muestras de 

pacientes con ERGE y de pacientes control. 

 

IV.2. Objetivos particulares 

 Cuantificar, mediante qRT-PCR, la longitud relativa de los telómeros de las muestras de 

tejido esofágico de individuos control y pacientes con ERGE. 

 Determinar si existe relación entre la longitud telomérica y la presencia de síntomas de 

ERGE. 

 Determinar si existe relación entre la longitud telomérica y la edad de los pacientes. 

 Determinar si existe relación entre la longitud telomérica y la presencia de los 

marcadores de senescencia celular p16, p21 y p53, de acuerdo con los resultados 

preliminares obtenidos en el proyecto de investigación “Estudio sobre senescencia 

celular y perfiles de expresión de micro RNA en la mucosa esofágica de pacientes con 

enfermedad por reflujo gastroesofágico”, desarrollado paralelamente por 

investigadores del Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de 

Medicina, UNAM. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
V.1. Selección de pacientes 

Los pacientes reclutados para este estudio son los mismos que participan en el 

proyecto “Estudio sobre senescencia celular y perfiles de expresión de micro RNA en la 

mucosa esofágica de pacientes con enfermedad por reflujo gastroesofágico”, a cargo de la 

Dra. María del Carmen García de León M. del Departamento de Medicina Experimental de 

la Facultad de Medicina, UNAM, campus Hospital General de México (HGM). El criterio 

para el diagnóstico clínico implicó la obtención de una calificación mínima de 4 en el 

cuestionario de Carlsson-Dent (Anexo X.1) para incluirlo como paciente con síntomas de 

ERGE y 0 para incluirlo como control. A estos pacientes se les pidió su participación 

voluntaria, informándoles las implicaciones de ingresar en el estudio mediante una carta 

de consentimiento informado (Anexo X.2). Los pacientes con ERGE presentaron de forma 

recurrente los dos principales síntomas de la enfermedad (pirosis y regurgitación) durante 

al menos el último mes, con evidencia endoscópica de reflujo. Los pacientes control se 

caracterizaron por la ausencia de estos síntomas. En ambos casos fue condición que 

durante el último mes no hubieran sido tratados con medicamentos inhibidores de la 

bomba de protones (antiácidos de la familia del omeprazol). También se excluyeron los 

pacientes con diagnóstico de cáncer. 

V.2. Obtención de muestras mediante biopsia 

La obtención de las muestras de tejido esofágico mediante biopsia estuvo a cargo 

del Servicio de Endoscopía del Departamento de Gastroenterología del HGM. Por cada 

paciente se tomaron cinco muestras de tejido de la porción distal del esófago, cerca de la 

unión gastroesofágica. Cada muestra tuvo un volumen aproximado de 2 a 4 mm3 y un 

peso húmedo de alrededor de 10 mg. Las muestras se colocaron en recipientes estériles 

adecuados etiquetados con un identificador único. Sólo una de esas cinco muestras estuvo 

destinada al análisis de longitud telomérica. Dicha muestra se transportó en hielo seco 
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hasta al laboratorio, donde se conservó en congelación a −80°C hasta el momento de ser 

procesada. 

De las cuatro muestras restantes, una se entregó al Departamento de Patología del 

HGM para su análisis histopatológico y las otras tres se destinaron al proyecto “Estudio 

sobre senescencia celular y perfiles de expresión de micro RNA en la mucosa esofágica de 

pacientes con enfermedad por reflujo gastroesofágico”, desarrollado por investigadores 

del Departamento de Medicina Experimental, quienes llevaron a cabo la identificación por 

inmunohistoquímica de los marcadores de senescencia celular p16, p21 y p53. 

V.3. Extracción de DNA genómico 

Las muestras de tejido esofágico fueron procesadas con un kit comercial para la 

purificación de DNA genómico (QIAmp DNA mini kit®, QIAGEN) basado en la adsorción 

selectiva de los ácidos nucleicos en una membrana de gel de sílice. Cada muestra se 

sometió al protocolo de extracción mostrado en el Anexo X.3. 

La integridad del DNA extraído se verificó mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 1%. Cada gel se preparó con 0.6 g de agarosa en 60 mL de bufer TBE (Tris-HCl 

70 mM, ácido bórico 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0), añadiendo 3 µL de una solución 

concentrada de bromuro de etidio. En cada pozo se cargó una mezcla de 5 µL de cada 

elución de DNA más 5 µL de buffer muestra 2x (azul de bromofenol 0.03%, glicerol 30%). 

También se incluyeron dos pozos con DNA /HindIII como marcador de peso molecular en 

cada gel. Los geles se corrieron a un voltaje constante de 100 V durante aproximadamente 

40 min, tras lo cual se visualizaron y fotografiaron en un transiluminador UV. 

V.4. Cuantificación de DNA 

Una vez extraído el DNA de todas las muestras de tejido, se procedió a determinar 

su concentración espectrofotométricamente. Para esto se realizaron diluciones 1:40 de 

cada una de las muestras en buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 0.5 mM, pH 9.0) y se midió su 

absorbancia a 260, 280 y 320 nm (A260, A280 y A320, respectivamente), utilizando buffer TE 



 

 23 

como blanco. Se empleó un espectrofotómetro Thermo Scientific Biomate 3 en todas las 

mediciones, usando celdas de cuarzo de 0.5 mL. 

Con la razón (A260−A320)/(A280−A320) se determinó la presencia de RNA (si el cociente 

era cercano a 2.0) como estimación de la pureza. Con la absorbancia a 260 nm se 

determinó la concentración de DNA, siguiendo el criterio para ácidos nucleicos de doble 

cadena que establece que (A260−A320)=1 equivale a una concentración de 50 ng/μL 

(QIAGEN 2001). 

V.5. Medición de longitud relativa de telómeros mediante qRT-PCR 

El método para medir la longitud telomérica empleado aquí es el propuesto por 

Cawthon (2009), con algunas modificaciones, que está basado en la cuantificación relativa 

de DNA mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, también 

llamada PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). 

Todas las determinaciones se realizaron en un termociclador ABI 7300 controlado 

con el software SDS versión 1.2.3 (Applied Biosystems). Se utilizaron placas para qRT-PCR 

de 12×8 pozos, con reacciones de 20 µL de la mezcla indicada en la Tabla 1. 

Tabla 1 
Composición de la mezcla de reacción para la qRT-PCR. 

Reactivo Concentración 

Betaína 1 M 

Ditiotreitol 1 mM 

Oligo forward (telg o albu) 450 nM 

Oligo reverse (telc o albd) 450 nM 

SybrGreen Master Mix® (Applied Biosystems)* 1X 

DNA 16 ng/20 µL 

*Conteniendo SYBR® Green I, DNA polimerasa AmpliTaq Gold®, dNTPs, MgCl2, referencia pasiva y buffer. 
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Los oligonucleótidos iniciadores (sintetizados por Eurofins MWG Operon) empleados 

en las qRT-PCR son los que se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2 
Secuencias de los oligonucleótidos empleados en las qRT-PCR (Cawthon, 2009). 

Oligo iniciador Secuencia 

telg 5’-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3’ 

telc 5’-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3’ 

albu 5’-CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGAAATGCTGCACAGAATCCTTG-3’ 

albd 5’-GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGGAAAAGCATGGTCGCCTGTT-3’ 

 
 

El empleo de estos dos pares de oligonucleótidos (telg/telc y albu/albd) permite 

realizar una cuantificación relativa por el método de las curvas estándar, determinando la 

cantidad relativa de DNA inicial en cada muestra con respecto a una cantidad de DNA 

estándar, tanto para la amplificación de la secuencia telomérica (telg y telc) como para la 

amplificación de un fragmento de la secuencia del gen de albúmina (albu y albd), un gen 

con sólo dos copias presentes en cada célula diploide, empleado aquí como normalizador 

(control de carga). 

El par de oligonucleótidos iniciadores usados para amplificar la secuencia de 

telómero (telg y telc) está diseñado para inhibir la formación de dímeros telg·telc y para 

que a partir del tercer ciclo de amplificación se genere un producto de 79 pb (Figura 4). La 

cantidad de amplicón generado es proporcional a la longitud de los telómeros en la 

muestra. En el primer ciclo (Figura 4a), el oligo telc reconoce las repeticiones hexaméricas 

de la hebra rica en G, pero no es capaz de iniciar la extensión de la cadena debido a la 

disparidad de bases en el extremo 3’. El oligo telg reconoce las repeticiones de la hebra 

rica en C y genera una variedad de productos, cada uno con una longitud determinada por 

el sitio inicial de hibridación del oligo con el telómero. En el segundo ciclo (Figura 4b) el 

oligo telc se alinea con los productos generados en el primer ciclo. Gracias a la 

complementariedad de tres bases entre los extremos 3’ de los oligos, telc ahora es capaz 

de iniciar la extensión de hebras sencillas con una longitud constante de 79 pb. A partir del 
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tercer ciclo (Figura 4c) telg hibrida con la hebra de 79 pb y genera un producto de dos 

cadenas perfectamente complementarias cuya concentración se incrementa 

exponencialmente en los ciclos subsecuentes. 

 
 

 
Figura 4 

Productos obtenidos en los primeros ciclos de la qRT-PCR a partir de la secuencia telomérica (en 
naranja). Figura adaptada de Cawthon, 2009. 

 

El par de oligonucleótidos empleados para amplificar la secuencia del gen de copia 

única (albu y albd) posee abrazaderas G·C que incrementan la temperatura de disociación 

(Tm) del amplicón, permitiendo detectar su presencia a una temperatura en la que el 

amplicón del telómero está totalmente disociado, lo que resulta útil en el montaje de una 

reacción multiplex, aunque el equipo utilizado en nuestras determinaciones no permitió 

a) Hibridación de telg a lo largo del telómero y extensión en el primer ciclo de la PCR: 

 

 

 

 

 

 

b) Hibridación de telc con los productos del primer ciclo y extensión en el segundo ciclo de la PCR: 

 

 

 

c) Producto principal de 79 pb a partir del tercer ciclo de la PCR: 
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esta funcionalidad, por lo que se realizaron dos qRT-PCR singleplex, una para amplificar la 

secuencia telomérica y otra para amplificar la secuencia del gen de albúmina. Las 

muestras fueron cargadas en posiciones coincidentes en ambas placas, es decir, con las 

mismas coordenadas para fila y columna. 

Los perfiles térmicos de las dos reacciones singleplex se muestran gráficamente en 

la Figura 5. Inicialmente la DNA polimerasa se activó por calor y la muestra de DNA 

genómico se desnaturalizó. En la Etapa 1 fueron necesarios dos ciclos de temperatura 

relativamente baja para alinear y extender efectivamente los oligos telg y telc. La Etapa 2 

comprendió la repetición de un ciclo con los pasos de desnaturalización, alineamiento y 

extensión con adquisición de señal típicos de la qRT-PCR. La temperatura de extensión y 

recolección de datos fue de 65°C para telómero y 74°C para albúmina, aproximadamente 

10°C por debajo de la Tm de cada amplicón. Finalmente se evaluó la curva de disociación 

de los amplicones. 

 

 
Figura 5 

Perfiles térmicos para la amplificación de las secuencias del telómero y del gen de albúmina 
mediante qRT-PCR.  = adquisición de datos. 

 
Como estándar cuantitativo se empleó una muestra independiente de DNA humano. 

A partir de una solución stock de este DNA (concentración de 121.25 ng/μL) se prepararon 

cuatro diluciones seriales en proporción 1:3, usando agua desionizada estéril como 

solvente. Cada curva estándar comprendió, por lo tanto, cinco concentraciones y las 
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determinaciones se realizaron por cuadruplicado. Las muestras de controles y pacientes se 

corrieron por triplicado. 

La relación entre la cantidad de amplicón telomérico (T) y la cantidad de amplicón 

del gen de albúmina (S), obtenidos mediante el ciclo umbral (CT) para cada muestra en la 

qRT-PCR, expresada mediante el cociente T/S, permitió comparar la longitud relativa de 

los telómeros entre las diferentes muestras de tejido. 

V.6. Análisis estadístico 

La captura y procesamiento de los datos generados se realizó en la hoja de cálculo 

Microsoft Office Excel (Microsoft 2008). Para el análisis estadístico se utilizó el programa 

de cómputo SPSS versión 20 (IBM Corporation 2011). Se emplearon gráficos Q-Q para el 

análisis de las distribuciones de frecuencia para la longitud telomérica, análisis de 

regresión para la obtención de ecuaciones lineales de las curvas estándar, prueba t de 

Student para la comparación de la longitud telomérica entre los grupos estudiados, 

análisis de varianza (ANOVA) de un factor con prueba post hoc de Tukey para la 

comparación intergrupal con respecto a la longitud telomérica y ANOVA factorial 

univariante para la evaluación del efecto individual y conjunto de los marcadores de 

senescencia celular p16, p21 y p53 sobre la longitud telomérica.  
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VI. RESULTADOS 

 
VI.1. Población estudiada 

Las muestras analizadas en este estudio provinieron de 70 pacientes con síntomas 

de ERGE (52 mujeres, 18 hombres) y 50 individuos control (32 mujeres, 18 hombres). La 

edad promedio de los pacientes con ERGE fue de 42.94 años (20 a 62 años) y la de los 

individuos control de 40.92 años (20 a 58 años). Las Tablas 3 y 4 muestran las 

características de los individuos reclutados, y la detección de tres marcadores de 

senescencia celular (p16, p21 y p53) en muestras de esófago independientes, indicando la 

presencia o no de alteraciones histológicas relacionadas con reflujo (alargamiento papilar, 

infiltración de eosinófilos, hiperplasia basal, etc.), de acuerdo a los resultados preliminares 

del proyecto “Estudio sobre senescencia celular y perfiles de expresión de micro RNA en la 

mucosa esofágica de pacientes con enfermedad por reflujo gastroesofágico”. 

 

Tabla 3 
Características de los individuos control. 

Muestra Sexo 
Edad 

(años) 
p16 p21 p53 AHRE 

 
Muestra Sexo 

Edad 
(años) 

p16 p21 p53 AHRE 

C02 F 58 – + + NO  C27 F 44 – – – SI 
C03 F 47 – – – NO  C28 F 54 – – – NO 
C04 F 41 – – + NO  C29 F 47 – – – SI 
C05 M 34 – + + SI  C30 M 33 – – – SI 
C06 F 48 – – + NO  C31 M 47 – – – NO 
C07 F 52 – – – NO  C32 M 40 + – + NO 
C08 F 45 – – + NO  C33 M 39 + – – SI 
C09 F 42 – – – NO  C34 M 31 – – – NO 
C10 M 39 – – – NO  C35 F 40 + + + NO 
C11 F 50 – – + SI  C36 F 32 + – + NO 
C12 F 45 – – – NO  C37 M 58 – + – NO 
C13 M 41 – – – NO  C38 M 40 – + + NO 
C14 F 33 – – – NO  C39 M 46 – – NR SI 
C15 M 44 – – – SI  C40 F 44 – + + SI 
C16 F 35 – – – SI  C41 M 39 – + – NO 
C17 F 57 – – – NO  C42 F 40 + + – NO 
C18 M 38 + + – SI  C43 F 46 + + + NR 
C19 M 41 – – NR SI  C44 F 29 + – – NR 
C20 F 33 – + – SI  C45 F 38 – – – NR 
C21 F 28 – + – SI  C46 M 45 – – – NR 
C22 F 52 + – – SI  C47 F 38 + + – NR 
C23 M 21 – + NR SI  C48 F 20 + + – NR 
C24 F 39 – – – NR  C49 F 53 NR NR NR NR 
C25 M 47 + + + NO  C50 F 31 NR NR NR NR 
C26 F 40 – + NR SI  C51 F 22 NR NR NR NR 

AHRE: Alteraciones histológicas relacionadas con reflujo; F: femenino; M: masculino; –: negativo; +: positivo; NR: no reportado 
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Tabla 4 
Características de los pacientes con ERGE. 

Muestra Sexo 
Edad 

(años) 
Calificación 

Carlsson-Dent 
Evolución de 
ERGE (meses) 

p16 p21 p53 AHRE 

P01 F 45 13 24 – – – SI 
P02 F 60 5 8 – – – SI 
P03 M 50 12 180 + + + NR 
P04 F 58 6 48 + + – SI 
P05 F 60 8 24 + – – NO 
P06 M 30 9 36 – + – SI 
P07 M 20 9 5 – – – SI 
P08 F 56 4 24 – – – SI 
P09 F 53 13 36 + – – SI 
P10 F 24 13 6 + – – SI 
P11 F 45 11 6 + – – SI 
P12 M 39 11 6 + – – SI 
P13 F 32 6 36 + – – SI 
P14 F 51 16 72 – – – SI 
P15 M 29 5 36 + + + NR 
P16 M 27 10 7 – + – NO 
P17 F 47 8 24 – – – NO 
P18 F 34 7 264 – + – SI 
P19 F 48 12 96 + – + NO 
P20 M 32 12 72 – – – NR 
P21 F 60 9 5 – – – SI 
P22 M 30 11 72 – – – SI 
P23 F 47 11 24 + – – NO 
P24 F 22 9 48 + + + SI 
P25 F 56 10 36 + + + NO 
P26 F 62 3 36 + – – SI 
P27 M 52 12 24 – – – NO 
P28 M 43 7 24 + – – NO 
P29 F 36 9 36 – – – SI 
P30 F 40 14 18 – + + NO 
P31 F 49 10 120 – + + SI 
P32 F 51 9 84 – – + SI 
P33 M 33 11 12 – + + SI 
P34 M 53 11 12 – – – SI 
P35 F 37 7 12 – + + NO 
P36 F 52 12 96 – – + SI 
P37 F 33 8 24 + + – NO 
P38 F 53 13 240 – – – SI 
P39 F 59 14 36 – – – SI 
P40 M 42 11 60 – – – NO 
P41 M 46 12 96 – – – NO 
P42 F 53 11 24 – – – SI 
P43 F 35 13 24 – – – NO 
P44 F 31 11 2 – – – NO 
P45 F 30 11 12 – – – NO 
P46 F 39 11 120 – – – SI 
P47 F 45 9 12 – – – NO 
P48 F 46 2 120 – – – NR 
P49 M 58 16 72 – + + NR 
P50 F 45 10 36 – + + SI 
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Tabla 4 (continuación) 

Muestra Sexo 
Edad 

(años) 
Calificación 

Carlsson-Dent 
Evolución de 
ERGE (meses) 

p16 p21 p53 AHRE 

P51 F 49 7 36 – + + NO 
P52 F 48 14 108 – – – SI 
P53 F 40 11 120 – – – NO 
P54 F 42 13 18 – + + NO 
P55 M 33 7 3 – – – SI 
P56 F 32 12 12 – – – SI 
P57 F 45 7 24 – – – NO 
P58 F 57 13 60 – – – SI 
P59 F 53 6 240 – – – NO 
P60 M 41 10 7 – – – SI 
P61 F 43 12 120 – – – NO 
P62 F 32 12 48 + – + SI 
P63 M 56 11 12 – – + NO 
P64 F 30 14 6 + + – SI 
P65 F 34 11 60 + + – NO 
P66 F 44 9 120 – + + SI 
P67 F 41 11 12 – – – NO 
P68 F 22 12 3 + – – SI 
P69 F 33 14 24 + – – SI 
P70 F 53 16 72 – + – NO 

AHRE: Alteraciones histológicas relacionadas con reflujo; F: femenino; M: masculino; –: negativo; +: positivo; NR: no reportado. 

 
VI.2. Extracción y cuantificación de DNA 

La Figura 6 presenta a manera de ejemplo, el corrimiento electroforético del DNA 

purificado a partir de 10 muestras de esófago control y de 10 pacientes con ERGE.  
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Figura 6 

DNA genómico, purificado de un grupo de muestras de esófago, analizado en un gel de agarosa al 

1% teñido con bromuro de etidio. MPM = marcador de peso molecular /HindIII 

 
Las tablas 5 y 6 presentan los resultados de la cuantificación espectrofotométrica de 

la concentración del DNA eluido en la purificación de las muestras. Esta concentración se 

utilizó posteriormente para calcular el volumen de DNA necesario en cada reacción de 

PCR. 
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Tabla 5.  
Resultados de la cuantificación del DNA purificado a partir de las muestras de individuos control. 

Muestra 
Concentración 
DNA (µg/mL) 

 
Muestra 

Concentración 
DNA (µg/mL) 

 
Muestra 

Concentración 
DNA (µg/mL) 

C02 48.5  C19 79.5  C36 154.5 
C03 85.5  C20 56.5  C37 45.5 
C04 40.5  C21 44.5  C38 82.5 
C05 46.5  C22 97.5  C39 122.5 
C06 76.5  C23 104.5  C40 53.5 
C07 33.5  C24 87.5  C41 43.5 
C08 105.5  C25 60.5  C42 59.5 
C09 56.5  C26 86.5  C43 93.0 
C10 51.5  C27 80.5  C44 79.0 
C11 53.5  C28 84.5  C45 51.0 
C12 103.5  C29 66.5  C46 73.0 
C13 101.5  C30 75.5  C47 93.0 
C14 76.5  C31 91.5  C48 44.0 
C15 58.5  C32 24.5  C49 75.0 
C16 32.5  C33 61.5  C50 31.0 
C17 51.5  C34 55.5  C51 37.0 

C18 106.5  C35 73.5    

 

Tabla 6 
Resultados de la cuantificación del DNA purificado a partir de las muestras de pacientes con ERGE. 

Muestra 
Concentración 
DNA (µg/mL) 

 
Muestra 

Concentración 
DNA (µg/mL) 

 
Muestra 

Concentración 
DNA (µg/mL) 

P01 63.0  P25 44.0  P49 48.0 
P02 64.0  P26 76.0  P50 49.0 
P03 64.0  P27 62.0  P51 72.0 
P04 49.0  P28 77.0  P52 94.0 
P05 53.0  P29 115.0  P53 42.0 
P06 34.0  P30 34.0  P54 89.0 
P07 49.0  P31 69.0  P55 64.0 
P08 43.0  P32 56.0  P56 86.0 
P09 24.0  P33 27.0  P57 117.0 
P10 73.0  P34 24.0  P58 76.0 
P11 42.0  P35 87.0  P59 69.0 
P12 141.0  P36 88.0  P60 33.0 
P13 72.0  P37 20.0  P61 56.0 
P14 64.0  P38 62.0  P62 53.0 
P15 21.0  P39 55.0  P63 30.0 
P16 66.0  P40 107.0  P64 127.0 
P17 58.0  P41 29.0  P65 37.0 
P18 71.0  P42 58.0  P66 43.0 
P19 80.0  P43 72.0  P67 54.0 
P20 113.0  P44 64.0  P68 98.0 
P21 57.0  P45 42.0  P69 75.0 
P22 96.0  P46 52.0  P70 121.0 

P23 52.0  P47 71.0    
P24 45.0  P48 43.0    
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VI.3. Cuantificación relativa de la longitud telomérica mediante qRT-PCR 

En la Figura 7 se presentan curvas de amplificación representativas, en este caso 

para las diluciones seriales de DNA empleadas para construir dos curvas estándar, una 

para la amplificación de la secuencia telomérica y otra para la de albúmina. La Figura 8 

muestra las dos curvas estándar construidas a partir de los resultados graficados en la 

Figura 7, así como las ecuaciones de la recta y los coeficientes de correlación del modelo 

de regresión lineal utilizado. Las Tablas 8 y 9 presentan la concentración inicial de DNA 

amplificado, determinada a partir de las curvas estándar, y la longitud telomérica relativa 

(T/S) calculada para cada muestra analizada. 

 

 
Figura 7 

Curvas de amplificación para telómero (a) y albúmina (b).  
La línea roja horizontal indica el umbral respectivo. 

a 

b 
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Figura 8 
Curvas estándar para la amplificación de las secuencias de telómero y albúmina  

con su ajuste lineal correspondiente. 

 
Tabla 8 

Resultados de la cuantificación relativa mediante qRT-PCR de DNA  
telomérico en muestras de individuos control. 

Muestra log[DNA]Tel 
T 

(ng/μL) 
log[DNA]Alb 

S 
(ng/μL) 

T/S* 
 

Muestra log[DNA]Tel 
T 

(ng/μL) 
log[DNA]Alb 

S 
(ng/μL) 

T/S* 

C02 0.921 8.336 1.071 11.775 0.708  C27 0.985 9.656 1.082 12.066 0.800 
C03 1.014 10.329 1.142 13.880 0.744  C28 1.147 14.026 1.093 12.392 1.132 
C04 1.004 10.082 1.001 10.033 1.005  C29 0.687 4.861 0.807 6.418 0.757 
C05 0.969 9.311 0.949 8.898 1.046  C30 0.763 5.799 0.804 6.375 0.910 
C06 1.157 14.370 1.241 17.412 0.825  C31 0.883 7.646 0.953 8.978 0.852 
C07 0.840 6.917 1.019 10.443 0.662  C32 0.861 7.260 0.846 7.015 1.035 
C08 1.157 14.345 1.308 20.344 0.705  C33 0.881 7.607 0.865 7.334 1.037 
C09 1.211 16.274 1.259 18.164 0.896  C34 1.043 11.049 0.940 8.703 1.270 
C10 0.846 7.013 1.005 10.123 0.693  C35 0.940 8.720 0.959 9.098 0.958 
C11 0.923 8.380 1.075 11.880 0.705  C36 1.069 11.718 1.234 17.144 0.684 
C12 0.898 7.915 1.182 15.204 0.521  C37 0.829 6.751 0.954 8.998 0.750 
C13 0.781 6.034 1.011 10.259 0.588  C38 1.042 11.011 1.158 14.383 0.766 
C14 0.919 8.308 0.934 8.587 0.967  C39 0.757 5.709 1.047 11.138 0.513 
C15 0.980 9.556 1.080 12.013 0.796  C40 0.754 5.680 0.903 7.998 0.710 
C16 0.535 3.429 0.749 5.616 0.610  C41 0.969 9.311 1.063 11.567 0.805 
C17 1.077 11.943 1.057 11.414 1.046  C42 0.895 7.847 0.936 8.626 0.910 
C18 1.086 12.194 1.125 13.336 0.914  C43 0.611 4.083 0.886 7.684 0.531 
C19 0.989 9.740 1.013 10.304 0.945  C44 0.667 4.648 0.950 8.918 0.521 
C20 0.732 5.393 0.586 3.858 1.398  C45 0.803 6.355 0.855 7.156 0.888 
C21 0.810 6.455 0.744 5.542 1.165  C46 0.851 7.098 1.019 10.443 0.680 
C22 0.893 7.820 0.949 8.898 0.879  C47 0.693 4.929 1.065 11.619 0.424 
C23 1.091 12.342 1.168 14.739 0.837  C48 1.056 11.379 1.064 11.593 0.982 
C24 0.660 4.568 0.710 5.127 0.891  C49 1.024 10.564 0.957 9.058 1.166 
C25 0.931 8.526 0.988 9.726 0.877  C50 1.112 12.954 1.119 13.159 0.984 
C26 1.037 10.879 0.995 9.878 1.101  C51 0.659 4.560 0.791 6.180 0.738 

* T/S promedio  desviación estándar = 0.847  0.206, n=50. Se muestran en rojo los valores inferiores a la media y en azul los 

superiores a la media. 
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Tabla 9 
Resultados de la cuantificación relativa mediante qRT-PCR de DNA  

telomérico en muestras de pacientes con ERGE. 

Muestra log[DNA]Tel 
T 

(ng/μL) 
log[DNA]Alb 

S 
(ng/μL) 

T/S* 
 

Muestra log[DNA]Tel 
T 

(ng/μL) 
log[DNA]Alb 

S 
(ng/μL) 

T/S* 

P01 1.066 11.638 1.176 15.003 0.776  P36 1.052 11.262 0.988 9.726 1.158 
P02 1.329 21.311 1.346 22.187 0.961  P37 1.040 10.954 0.950 8.918 1.228 
P03 1.097 12.514 1.177 15.020 0.833  P38 0.749 5.611 0.664 4.608 1.218 
P04 1.243 17.500 1.345 22.137 0.791  P39 0.653 4.497 0.613 4.105 1.096 
P05 0.760 5.749 0.762 5.781 0.994  P40 1.260 18.178 0.974 9.428 1.928 
P06 0.965 9.215 0.857 7.188 1.282  P41 0.965 9.215 1.032 10.773 0.855 
P07 0.919 8.293 0.924 8.399 0.987  P42 0.888 7.726 0.864 7.317 1.056 
P08 1.453 28.394 1.436 27.282 1.041  P43 1.142 13.857 1.106 12.756 1.086 
P09 0.872 7.450 0.743 5.530 1.347  P44 0.913 8.193 0.807 6.418 1.277 
P10 1.304 20.130 1.295 19.721 1.021  P45 0.982 9.589 1.053 11.288 0.850 
P11 1.086 12.194 0.836 6.860 1.777  P46 0.844 6.989 0.819 6.591 1.060 
P12 1.278 18.948 1.035 10.845 1.747  P47 0.986 9.689 0.953 8.978 1.079 
P13 1.021 10.491 0.844 6.984 1.502  P48 1.276 18.883 1.421 26.387 0.716 
P14 1.059 11.458 1.101 12.615 0.908  P49 0.767 5.849 0.867 7.366 0.794 
P15 1.592 39.060 1.491 30.967 1.261  P50 1.034 10.823 1.152 14.192 0.763 
P16 0.888 7.726 1.037 10.893 0.709  P51 0.880 7.580 0.889 7.753 0.978 
P17 1.416 26.043 1.553 35.702 0.729  P52 1.081 12.047 1.087 12.228 0.985 
P18 0.934 8.585 0.828 6.725 1.277  P53 0.959 9.089 1.079 11.986 0.758 
P19 1.063 11.557 1.060 11.490 1.006  P54 0.717 5.209 0.835 6.845 0.761 
P20 1.376 23.743 1.146 14.004 1.695  P55 1.037 10.879 1.063 11.567 0.941 
P21 0.967 9.263 1.014 10.327 0.897  P56 1.067 11.678 1.040 10.966 1.065 
P22 1.046 11.126 1.240 17.374 0.640  P57 0.855 7.160 0.985 9.661 0.741 
P23 0.880 7.593 0.991 9.791 0.776  P58 0.928 8.482 0.916 8.251 1.028 
P24 1.106 12.776 0.982 9.597 1.331  P59 0.818 6.578 0.875 7.498 0.877 
P25 1.434 27.146 1.457 28.649 0.948  P60 1.225 16.789 1.070 11.749 1.429 
P26 0.765 5.819 0.905 8.033 0.724  P61 0.842 6.953 0.897 7.892 0.881 
P27 0.567 3.687 0.700 5.015 0.735  P62 0.717 5.209 0.761 5.768 0.903 
P28 1.185 15.319 1.177 15.036 1.019  P63 0.638 4.345 0.745 5.554 0.782 
P29 1.161 14.494 1.176 15.003 0.966  P64 1.248 17.682 1.245 17.568 1.006 
P30 0.925 8.409 0.947 8.859 0.949  P65 0.822 6.636 0.947 8.859 0.749 
P31 0.915 8.222 0.966 9.241 0.890  P66 0.625 4.219 0.613 4.105 1.028 
P32 0.701 5.024 0.670 4.681 1.073  P67 1.047 11.145 0.860 7.236 1.540 
P33 1.024 10.564 1.147 14.035 0.753  P68 1.034 10.804 1.090 12.310 0.878 
P34 0.896 7.874 0.981 9.576 0.822  P69 0.829 6.740 0.915 8.214 0.821 
P35 0.874 7.476 1.002 10.055 0.743  P70 1.122 13.248 1.051 11.238 1.179 

* T/S promedio  desviación estándar = 1.020  0.278, n=70. Se muestran en rojo los valores inferiores a la media y en azul los 
superiores a la media. 

 

La Figura 9 presenta la distribución de frecuencias de T/S en los dos grupos 

estudiados. En el caso de los individuos control, la distribución se ajusta a la curva normal 

(asimetría=0.279, error estándar=0.337). Para el caso de los pacientes con ERGE, la 

distribución es asimétrica con sesgo positivo (asimetría=1.325, error estándar=0.287).  
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Figura 9 

Distribución de frecuencias de la longitud telomérica relativa (T/S) en controles y pacientes en 
comparación con la distribución normal. Los recuadros presentan los gráficos de probabilidad Q-Q. 

 

Para determinar si hay diferencia significativa entre la longitud telomérica promedio 

de los grupos analizados se utilizó la prueba t para muestras independientes. Se encontró 

que la longitud relativa promedio de los telómeros en las muestras control 

(T/S=0.8470.206, n=50) es menor con respecto a la de las muestras de pacientes con 

ERGE (T/S=1.0200.278, n=70), siendo esta diferencia estadísticamente significativa 

(p<0.0005, Figura 10).  

En la Figura 11 se presenta una comparación entre la edad de los pacientes y la T/S. 

En este caso no se encontró correlación estadísticamente significativa en ninguno de los 

dos grupos estudiados. En el caso de los pacientes con ERGE tampoco se encontró 

correlación entre la T/S y la calificación del cuestionario de Carlsson-Dent, ni entre la T/S y 

el tiempo de evolución de la enfermedad (datos no mostrados). 
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Figura 10 
Comparación de la longitud relativa de los telómeros (T/S) entre los grupos de individuos control 

(n=50) y pacientes con ERGE (n=70). Las barras de error indican la desviación estándar con 
respecto a la media (*p<0.0005). 

 
 

 
Figura 11 

Comparación de la longitud relativa de los telómeros (T/S) entre los grupos de edad en controles y 
pacientes. Las barras de error indican la desviación estándar con respecto a la media. 

 
  

* 
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La Figura 12 presenta la comparación de los valores de T/S promedio entre los 

grupos de controles y pacientes con ERGE, con respecto a la presencia de tres marcadores 

de senescencia celular: p16, p21 y p53. Más allá de la propia diferencia de T/S entre los 

grupos control y ERGE, el ANOVA factorial no reveló diferencia que estuviera 

correlacionada con la presencia de estos tres marcadores para los grupos analizados. 

 
Figura 12 

Comparación de la longitud relativa de los telómeros (T/S) con respecto a la presencia de tres 
marcadores de senescencia celular en controles y en pacientes con ERGE. Las barras de error 

indican la desviación estándar alrededor de la media. 

 

Por último, observando que la presencia de alteraciones histológicas se detectó 

tanto en muestras de pacientes con ERGE como en muestras de individuos control, se 

procedió a realizar la comparación de la longitud telomérica promedio en los siguientes 

cuatro grupos de individuos: asintomáticos sin alteraciones histológicas (T/S=0.8430.180, 

n=23), asintomáticos con alteraciones histológicas relacionadas con reflujo 

(T/S=0.8900.217, n=17), sintomáticos sin alteraciones histológicas (T/S=0.9690.279, 

n=27) y sintomáticos con alteraciones histológicas relacionadas con reflujo 

(T/S=1.0510.261, n=38). Sólo se encontró diferencia significativa (p<0.01) entre la LT 

promedio del grupo de individuos asintomáticos sin alteraciones histológicas y la LT 

promedio del grupo de individuos sintomáticos con histología alterada (Figura 13). 
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Figura 13 
Comparación de la longitud relativa de los telómeros (T/S) entre los grupos de individuos 

sintomáticos y asintomáticos con o sin alteraciones histológicas. Las barras de error indican la 
desviación estándar con respecto a la media; *diferencia significativa entre estos grupos (p<0.01). 
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VII. DISCUSIÓN 

 
De acuerdo con la distribución de frecuencias de la LT (Figura 9), observamos que en 

el grupo control de nuestra muestra este parámetro presenta una variabilidad que se 

ajusta a la curva normal, en contraste con la distribución asimétrica de la LT en los 

pacientes con ERGE, en donde los telómeros tienden a presentar una mayor longitud 

dentro de un rango más estrecho (entre 0.75 y 1.10 según nuestra escala relativa). 

Observando la comparación entre la LT media de los grupos control y ERGE, los 

resultados de nuestro estudio muestran que los telómeros en las muestras de pacientes 

con ERGE (T/S=1.0200.278) son, en promedio, aproximadamente 20.4% más largos que 

los de las muestras control (T/S=0.8470.206), con una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.0005, Figura 10). 

Nuestros resultados contrastan, por lo tanto, con los de Finley et al. (2006) y Souza 

et al. (2007) quienes encontraron telómeros más cortos en muestras de pacientes con 

ERGE. Aunque este es el escenario esperado para un tejido con proliferación alta, como la 

que se reporta en el esófago sometido constantemente a reflujo ácido, es necesario hacer 

notar que el grupo de Finley comparó la LT del esófago con ERGE con tejido epitelial 

estomacal del mismo paciente como referencia. En el caso del grupo de Souza, de un total 

de 38 pacientes en ese estudio, 25 presentaban esófago de Barrett además de ERGE, lo 

cual implica condiciones citológicas diferentes a las que se establecen durante la ERGE sin 

EB. En nuestro caso, la comparación de la LT se realizó en tejido esofágico de un grupo de 

pacientes con síntomas de ERGE sin EB con respecto al tejido esofágico de un grupo de 

individuos asintomáticos. Sin embargo, debido a diferentes fuentes de incertidumbre que 

se discutirán más adelante, nuestros resultados merecen corroboración adicional en 

poblaciones similares con un diseño experimental más estricto. 

Respecto a la relación que tiene la LT con la edad de los individuos, los reportes más 

representativos evalúan los telómeros en muestras de tejidos que en condiciones 

normales presentan una tasa de proliferación alta, particularmente células germinales 
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hematopoyéticas y células del sistema inmune en muestras de sangre periférica (Aubert y 

Lansdorp 2008). En estos tejidos la LT es altamente variable entre los individuos de una 

misma edad, pero se puede observar una tendencia clara hacia el acortamiento de los 

telómeros en edades avanzadas. El estudio de la relación entre LT y edad para tejidos 

distintos a los mencionados es muy limitado. En las muestras de tejido esofágico del 

presente trabajo no encontramos evidencia de correlación entre la LT y la edad de los 

pacientes (Figura 11). 

Tampoco encontramos correlación entre la LT y el tiempo de progreso de la 

enfermedad, cuya evaluación está condicionada al criterio subjetivo del paciente respecto 

al tiempo en que ha percibido los síntomas de ERGE. Lo mismo ocurre con respecto a la 

calificación del cuestionario de Carlsson-Dent, que si bien es una herramienta sumamente 

útil para el diagnóstico, no puede emplearse como una medida objetiva de la severidad 

del padecimiento. 

Ahora bien, la presencia o ausencia de los marcadores de senescencia celular p16, 

p21 y p53 tampoco tuvo correlación significativa con la longitud telomérica en ninguno de 

los grupos (Figura 12), lo que sugiere la ausencia de mecanismos de senescencia en el 

tejido estudiado. 

Por otra parte, como puede apreciarse a partir de las Tablas 3 y 4, existen individuos 

tanto asintomáticos como sintomáticos cuyas biopsias de esófago revelan alteraciones 

histológicas relacionadas con reflujo (alargamiento papilar, infiltración de eosinófilos, 

hiperplasia basal, entre otras). Al reagrupar nuestras muestras de acuerdo a la presencia o 

ausencia de síntomas de ERGE y de alteraciones histológicas (Figura 13) y realizar el 

análisis de varianza entre los cuatro grupos resultantes, encontramos que la T/S es 

significativamente diferente (p<0.01) entre los individuos control con histología normal y 

los pacientes sintomáticos con alteraciones histológicas. Una posible explicación a estas 

observaciones es que los diferentes individuos podrían reflejar una susceptibilidad 

variable al reflujo ácido (Remes et al. 2011). 
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Con respecto a las probables fuentes de incertidumbre en nuestro estudio, es 

necesario hacer las siguientes anotaciones. Para los análisis correspondientes a las Figuras 

12 y 13 se excluyeron las muestras cuya evaluación de marcadores de senescencia o de 

alteraciones histológicas no estuvo disponible. Entre las razones para esta ausencia de 

datos cabe mencionar que, en más de un caso, las biopsias destinadas al análisis 

histológico no correspondían a tejido esofágico, sino estomacal. Como se sabe, la 

recolección de especímenes endoscópicos implica un proceso de muestreo independiente 

en el que cada muestra de tejido es retirada una por una desde la zona de muestreo 

(unión gastroesofágica en este caso) hasta el exterior del paciente. Además, la presencia 

de ulceraciones en los pacientes con ERGE erosiva avanzada dificulta la toma de muestras. 

Por lo tanto existe la posibilidad de que las muestras obtenidas en una misma sesión 

endoscópica no provengan exactamente de la misma zona muestreada. Estas 

circunstancias añaden cierta incertidumbre a nuestros resultados, puesto que para el 

análisis de longitud telomérica se extrajo DNA de un solo espécimen endoscópico, sin 

posibilidad de corroborar su origen tisular con las técnicas y métodos utilizados. El 

volumen de cada espécimen es tan pequeño (2 a 4 mm3) que para la extracción de DNA 

debe utilizarse por completo uno de ellos, sin la posibilidad de apartar una porción del 

mismo para realizar ensayos adicionales. Por lo tanto, resulta altamente recomendable 

que en futuros diseños experimentales similares al nuestro se busque la posibilidad de 

aumentar el tamaño del espécimen endoscópico colectado, sin causar daño al individuo, o 

bien se implemente un control más estricto de la correspondencia entre las diferentes 

biopsias endoscópicas empleadas en las diferentes etapas del análisis. 

Cabe mencionar también la dificultad que existe para reclutar individuos que sirvan 

como control en un estudio de este tipo. Dada la alta incidencia estimada de ERGE en la 

población mexicana, la mayoría de los pacientes atendidos en el Servicio de Endoscopía 

del Departamento de Gastroenterología del HGM presentan síntomas de reflujo. Esta es la 

razón por la cual el número de individuos control reclutados es menor al de pacientes con 

ERGE. En todo caso son pacientes con alguna afección gastrointestinal que eventualmente 

podría afectar nuestros resultados. 
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A pesar de las fuentes de incertidumbre en nuestro estudio es necesario que, de 

confirmarse la extensión telomérica en los pacientes con ERGE, se investiguen los posibles 

mecanismos que la promueven, incluyendo la actividad de telomerasa o la activación de 

vías alternativas de alargamiento telomérico en este tejido (Nabetani e Ishikawa 2011). 

También resultaría útil investigar las diferencias que puedan existir al comparar la longitud 

telomérica del tejido directamente afectado con tejido no expuesto a reflujo proveniente 

del mismo paciente, como el del esófago proximal. Esto podría proporcionar un control 

adicional (incluso con potencial diagnóstico) con el cual comparar el progreso o severidad 

del daño causado por el reflujo.  
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VIII. CONCLUSIONES 

 
Se encontró que la longitud telomérica (T/S) promedio en las muestras de tejido 

esofágico de individuos control se ajusta a la distribución normal, con una T/S promedio 

de 0.847 y una desviación estándar de 0.206. 

Se encontró que la longitud telomérica en las muestras de tejido esofágico de 

pacientes con ERGE presenta una distribución asimétrica con sesgo positivo, con una T/S 

promedio de 1.020 y una desviación estándar de 0.278. 

La longitud telomérica promedio en el tejido esofágico distal fue significativamente 

menor en los individuos control que en los pacientes con ERGE (p<0.0005). 

No hubo evidencia estadísticamente significativa de una correlación entre la 

longitud telomérica promedio y la edad de los individuos, la presencia de marcadores de 

senescencia celular, el tiempo de evolución de la enfermedad o la calificación obtenida en 

el cuestionario de Carlsson-Dent en la población estudiada. 

Al analizar la correlación entre la longitud telomérica promedio con respecto a la 

presencia o ausencia de síntomas de ERGE y de alteraciones histológicas, sólo se encontró 

diferencia significativa (p<0.01) entre los individuos asintomáticos con histología normal y 

los pacientes sintomáticos con histología alterada. 

A pesar de ciertas fuentes de incertidumbre relacionadas con la obtención de las 

muestras, los resultados aquí presentados podrían suponer la existencia de mecanismos 

de modificación de la longitud telomérica hacia un tamaño preferencialmente largo 

durante la ERGE. De corroborarse estas observaciones resultaría necesario dirigir la 

investigación a los mecanismos que promueven la extensión telomérica en los pacientes 

con ERGE con respecto a los pacientes control.  
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IX. PERSPECTIVAS 

 
De acuerdo a la discusión y conclusiones anteriores proponemos, en resumen, que 

en caso de realizarse un diseño experimental similar al aquí descrito deberá 

implementarse un control más estricto de la correspondencia entre las biopsias 

endoscópicas de cada paciente, tomando en cuenta la posibilidad de corroborar el origen 

tisular de las muestras con técnicas adecuadas. 

También deberá buscarse aumentar el número de individuos control, de preferencia 

tratando de reclutar personas ajenas a las que requieren la atención del servicio de 

endoscopía por problemas gastrointestinales. 

De confirmarse la extensión telomérica en los pacientes con ERGE, es necesario 

investigar los posibles mecanismos que la promueven, incluyendo la actividad de 

telomerasa o la activación de vías alternativas de alargamiento telomérico en este tejido. 

Resultará útil incluir además la recolección de muestras de tejido esofágico no 

expuesto a reflujo, como el del esófago proximal, tanto en los pacientes con ERGE como 

en los controles. Esto proporcionaría un control adicional (incluso con potencial 

diagnóstico) con el cual comparar el progreso o severidad del daño causado por el reflujo. 
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X. ANEXOS 

X.1. Cuestionario de Carlsson-Dent 
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X.2. Carta de información y consentimiento 

 



 

 47 

 



 

 48 

 



 

 49 

X.3. Protocolo de purificación de DNA genómico  

mediante el kit QIAmp DNA mini kit® de QIAGEN 

 

1. Descongelar el tejido a temperatura ambiente durante unos 5 min y colocarlo en un 

tubo eppendorf de 1.5 mL. 

2. Añadir 80 µl de solución PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 

1.47 mM, pH 7.4) y homogenizar mecánicamente con unas tijeras quirúrgicas de 

punta fina. 

3. Añadir 100 μl de buffer de lisis ATL® y 20 µl de proteinasa K. 

4. Agitar la mezcla en vórtex e incubar durante 2.5 hrs a 56°C, con agitación periódica. 

5. Centrifugar brevemente a velocidad máxima (15 seg a 16100×g). 

6. Añadir 200 µl de buffer de lisis AL® e incubar a 70°C por 10 min. 

7. Centrifugar 15 seg a 16100×g. 

8. Añadir 200 µl de etanol absoluto y mezclar por 15 seg. 

9. Centrifugar 15 seg a 16100×g. 

10. Transferir la mezcla a una columna QIAmp mini spin® con tubo colector y centrifugar 

a 6000×g por 1 min. 

11. Añadir 500 µl de buffer de lavado AW1® y centrifugar a 6000×g durante 1 min. 

12. Añadir 500 µl de buffer de lavado AW2® y centrifugar 4 min a 16100×g. 

13. Desechar el líquido filtrado y centrifugar nuevamente a 16100×g por 1 min, para 

eliminar restos de buffer. 

14. Colocar la columna en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 mL. 

15. Añadir 200 µl de buffer de elución AE® e incubar a temperatura ambiente durante 1 

min. 

16. Centrifugar a 6000×g durante 1 min, colectando la solución de DNA en el tubo 

eppendorf. 

17. Etiquetar adecuadamente la muestra y conservarla en congelación a −20°C. 
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