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RESUMEN

Antecedentes: Los fenotipos clinicos endoscépicos de la enfermedad por reflujo
gastroesofagico (ERGE) se clasifican en esofagitis erosiva (EE), eséfago de
Barrett (EB) y enfermedad por reflujo gastroesofagico no erosiva (ERNE). ERNE
que significa? se subclasifica como exposicion acida anormal (EAA) y exposicion
acida normal (EAN) segun los resultados del estudio de monitoreo de pH. El
objetivo de este estudio fue describir los genes implicados en la fisiopatologia y la
respuesta inmune de la ERGE de acuerdo a cada fenotipo.

Metodologia: Se trata de un estudio observacional y transversal. Todos los
pacientes con, EE, EB, EAA y ENA y un grupo control fueron sometidos a
endoscopia superior (con biopsias de mucosa esofagica). La cuantificacion relativa
del ARNm de citocinas y genes diana se llevé a cabo mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-gPCR). Se evaluaron los cambios en la
expresion de genes asociados con la inflamacion para cada fenotipo de
enfermedad. El analisis estadistico de la expresién génica diferencial se realiz6
utilizando la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Se consider¢ significativo
un valor de p <0,05.

Resultados: Se incluyeron 82 pacientes y se dividieron en los siguientes grupos:
Grupo EE, 23 (28.04%); grupo EB, 16 (19.51%); Grupo EAA, 13 (15.86%); ENA 13
(15.86%); y Grupo de Control, 17 (20.73%). Los pacientes con EE comparados
con el grupo control mostraron niveles aumentados de IL-1B, IL-6 e IL-10 (P
<0.05). En comparacion con el grupo de control, los pacientes con EB mostraron
un aumento de la expresion de IL-8 (P <0.05) y niveles aumentados de IL10,
MMP3 y MMP9 y los pacientes con EAA mostraron una mayor expresion de IL1B,
IL6, IFNG y TNF en la comparacién con el grupo control (P < 0.05). EAA mostré un
aumento de la expresion de IL1B y TNF en comparacion con ENA (P <0.05).
Conclusiones: Este estudio demuestra la expresion génica diferencial de
mediadores de la inflamacion en la mucosa esofagica de pacientes con diferentes
fenotipos endoscopicos de ERGE. IL-1B y TNF podrian ser utiles para diagnosticar
diferencialmente EAA y ENA en el fenotipo no erosivo usando biopsias

endoscopicas.



Numero de palabras: 326
Palabras clave: esofagitis, enfermedad por reflujo no erosivo (ERNE), citocina,

gen.

ABREVIATURAS:

EB, es6fago de Barrett

ADN, acido desoxirribonucleico

ADNCc, ADN complementario

CXC, dominios CXC (cisteina-cualquier aminoacido-cisteina)

EAA, exposicion anormal al acido

ENA, exposicién normal al acido

MEC, matriz extracelular, las siglas estan en inglés, si es en espainol deberia ser
MEC

EE, esofagitis erosiva

ERGE, Enfermedad por reflujo gastroesofagico

GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GWAS, estudio de asociacion de genoma completo

IFNG interferén y

IL10 interleucina 10

IL1B, interleucina 1 beta

IL6 interleucina 6

IL8, interleucina 8 el nombre actual es CXCL8

MMP3, metaloproteinasa de matriz 3

MMP9, metaloproteinasa de matriz 9

ERNE, enfermedad por reflujo gastroesofagico no erosiva
NF-kB, factor nuclear kappa B

ARN, acido ribonucleico

RT-gPCR, reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real
SEM, error estandar de la media

TNF, factor de necrosis tumoral






ANTECEDENTES

La enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) es un padecimiento cronico,
causado por la exposicion prolongada al contenido gastrico. Aproximadamente el
10-20% de la poblacién en los paises occidentales tienen ERGE, con sintomas
como pirosis y regurgitacion al menos una vez por semana.(1) Otros estudios
reportan una frecuencia hasta del 40%.(2-5)

El paso de contenido gastrico al esofago es referido como reflujo gastroesofagico
y es considerado normal cuando ocurre en individuos sanos sin sintomas o signos
de enfermedad. Sin embargo, cuando el reflujo gastroesofagico es excesivo causa
inflamacion 6 sintomas y es cuando recibe el nombre de ERGE.(4) Se ha atribuido
al hecho de que su fisiopatologia es compleja e involucra factores mecanicos
como la presencia de hernia hiatal hasta relajaciones transitorias del esfinter
esofagico inferior.(6)

Fenotipos de ERGE

Recientemente, se ha propuesto que los pacientes con ERGE se categorizan en 3
grupos: esofagitis erosiva (EE), esdfago de Barrett (EB) y enfermedad por reflujo
gastroesofagico no erosiva (ERNE).(7, 8)

La gravedad de las lesiones y sintomas de ERGE no se puede predecir
unicamente en funcion de la exposicion esofagica.(9) Los pacientes muestran
cuadros clinicos similares, algunos pueden tener erosiones, mientras que otros
muestran una enfermedad no erosiva que sugiere que otros factores pueden estar
involucrados, por lo tanto, es fundamental comprender los mecanismos
moleculares por los cuales el contacto con un reflujo deteriora la funcién de la
barrera esofagica.(1)

Los pacientes con EE son pacientes con sintomas de ERGE con erosiones
esofagicas de distintos grados.

El EB es considerado una complicacién de la ERGE, conocido también como
metaplasia columnar esofagica. Se gradua con la Clasificacion de Praga. Las
areas sugestivas de cambio de epitelio escamoso a columnar son biopsiadas para



la confirmacion histolégica. El EB contintia siendo un padecimiento de interés, ya
que es una lesion precursora del adenocarcinoma esofagico.(2)

Los pacientes con ERNE son clasificados al presentar sintomas de ERGE, pero
sin lesiones en la endoscopia, aproximadamente corresponde al 70% de los
pacientes con ERGE.(2, 8) A su vez, estos pacientes con ERNE se subclasifican
en pacientes con exposicion esofagica (reflujo) al acido normal (ENA) (no
relacionada con reflujo acido o pirosis funcional) y anormal (EAA) (presencia de

reflujo acido anormal 6 asociacion sintomatica).

Cada una de estas variantes debe ser considerada como un estadio diferente de
la enfermedad, ya que las opciones terapéuticas y el seguimiento es diferente en
cada una. Existen datos del curso natural de la enfermedad de cada uno de estos
fenotipos o estadios y no hay informacion convincente de que exista progresion
entre los mismos.(8)

Aunque existen factores de riesgo y mayor frecuencia en algunos de los grupos de
acuerdo con el género, el por qué un paciente con los mismos sintomas
evoluciona a uno u otro fenotipo continua siendo desconocido.(9) Los diferentes
fenotipos reflejan diferentes formas clinicas ERGE, por lo tanto, se puede predecir
que después de exposiciones similares a estimulos nocivos (acido, pepsina, bilis),
un antecedente genético especifico predispone a los pacientes a desarrollar cada
uno de los fenotipos.

Fisiopatologia de la ERGE

Esta enfermedad es considerada como una falla en los mecanismos de barrera
anti-reflujo.(5) Multiples factores se encuentran involucrados, como factores
fisiologicos del huésped, ambientales y genéticos.(10)

Para muchos de los pacientes, los mecanismos principales son las relajaciones
transitorias del esfinter esofagico inferior y la inhibicion de la crura diafragmatica
es el mecanismo dominante que origina que el contenido gastrico pase al

eso6fago.(2, 4) No todas las relajaciones transitorias del esfinter estan



acompanadas de reflujo, sin embargo si se encuentra incrementada la frecuencia
de reflujo acido durante estas relajaciones.(4) La exposicion incrementada de la
mucosa escamosa normal del eséfago a los jugos gastricos resulta en dafio a la
mucosa e inflamacion en algunos pacientes. Estas alteraciones son reconocidas a
nivel macroscopico como esofagitis, por disrupciones de la mucosa esofagica o
como un epitelio de tipo columnar.(5, 11)

Tanto los factores mecanicos como funcionales alteraran la barrera del esfinter en
la union esofago-gastrica. Esta exposicion del esoéfago al contenido gastrico
origina dafo a la mucosa escamosa del esofago, dilatacion de los espacios
intercelulares, extension papilar, erosién de la mucosa. La Clasificacion de los
Angeles es la mas utilizada recientemente para definir estas erosiones.(2)

Se ha descrito la presencia de aumento de los espacios intercelulares en la
mucosa esofagica expuesta al reflujo gastroesofagico (RGE). Cuando el acido
penetra la membrana celular y llega al citoplasma se cree que inicia una cascada
de eventos inflamatorios que resultan en necrosis, inflamacion y erosion.(1)

La hipotesis mas reciente para la formaciéon del eso6fago de Barrett sefiala que este
tejido es formado cuando el RGE dafa el epitelio esofagico escamoso, dafiando a
las células madre multipotenciales en las capas basales por el jugo gastrico
refluido que estimula una diferenciacion anormal. El progenitor del eséfago de
Barrett continua desconocido, sin embargo se ha relacionado a la metaplasia con
cambios en la expresion génica y estos cambios parecen ser inducidos por
ERGE.(12)

Asociacion de ERGE y factores genéticos

Estudiar las bases moleculares y genéticas de una enfermedad es de importancia
fundamental ya que ofrece profundidad en su patogénesis y abre nuevas rutas de
tratamiento especifico.

En un modelo experimental proponen que el acido y la bilis refluidos estimulan la
liberacion de citocinas inflamatorias de las células escamosas del esofago,

reclutando linfocitos primero en la submucosa y luego en la superficie luminal. Los



estudios emergentes sobre la esofagitis aguda por reflujo en humanos respaldan
este nuevo concepto, lo que sugiere que la liberacidn de citocinas inducida por el

reflujo puede ser el mecanismo fisiopatolégico mas importante.(13) Figura 1

Acido y bilis causan secrecién Citocinas atraen
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Modificado de Souza RF. From Reflux Esophagitis to
Esophageal Adenocarcinoma. Dig Dis. 2016;34(5):483-90

Figura 1. Modelo que propone que la esofagitis por reflujo se desarrolla como una
lesion mediada por citocinas inflamatorias

Recientemente, se han reportado estudios que sugieren una asociacion entre la
genética del huésped, ERGE y su complicacion, el EB.(3, 4) Estos factores
genéticos incluyen polimorfismos de diversos genes que codifican para citocinas
pro y anti-inflamatorias, de proteinas de mecanismos de reparacion del DNA, de

enzimas implicadas en el metabolismo xenobidtico, de proteinas reguladoras del

10



ciclo celular, y genes silenciadores por hipermetilacién del DNA en la progresion
de la enfermedad.(3) Estos estudios deben de ser aun reproducidos en diferentes

poblaciones para interpretar los mecanismos de la patogénesis de la enfermedad.

Existen estudios recientes que muestran una concordancia incrementada en
gemelos monocigoéticos comparados con los gemelos dicigdticos, indicando
efectos genéticos en ERGE mas que ambientales. Variaciones étnicas e
interindividuales pueden determinar el estadio o fenotipo de la enfermedad.(10)

De acuerdo a estos antecedentes, los siguientes genes fueron considerados en
este estudio. De acuerdo a la fuente aprobada para la nomenclatura genética
humana HGNC (de sus siglas en inglés HUGO Gene Nomenclature Comitte), se

redacta el nombre y abreviatura oficial de cada uno.

Interleucina 1 (IL1) es una citocina proinflamatoria que juega un papel crucial en el
sistema inmune. Tiene dos isoformas funcionales IL1a e IL1B. Los genes que la
codifican son IL1A e IL1B, respectivamente.(10) El nombre oficial es intereucina 1
beta y la abreviatura IL1B; es un gen localizado en el cromosoma 2g14. Existen
estudios contradictorios sobre la asociacion de esta citocina y sus polimorfismos
con dafio a la mucosa esofagica.(3, 10, 14)

La interleucina 6 (IL6) es una citocina pro-inflamatoria que regula la respuesta
innata y la respuesta de fase aguda. El gen IL6 se encuentra en el cromosoma
7p21.(15) Esta familia de citocinas comparte el receptor de membrana
glucoproteina 130 (gp130), capaz de transmitir sefiales intracelulares a través de
un proceso de fosforilacion de proteinas llevado a cabo en su dominio
intracelular.(16) La IL6 es una citocina multifuncional producida por diferentes tipo
celulares incluyendo células del sistema inmune, células endoteliales, fibroblastos,
miocitos y tejido adiposo, intermediando en la respuesta inflamatoria y el
estrés.(17) Se genera una expresion inmediata y transitoria de IL6 en respuesta a
factores de estrés ambiental como infecciones y lesiones tisulares. Esta expresion
activa una sefal de alarma y activa los mecanismos de defensa del huésped

contra el estrés.(15, 17)
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La interleucina 10 (IL10) es una citocina anti-inflamatoria, codificada por el gen
IL10, localizado en el cromosoma 1q31-q32. Se han reportado diversos
polimorfismos en EB y adenocarcinoma esofagico.(18) La gran mayoria de los
leucocitos, incluyendo células B y T, células dendriticas, células asesinas
naturales, mastocitos, neutrofilos, eosindfilos y queratinocitos producen 1L10.(19)

El factor de necrosis tumoral (TNF) (previamente conocido como TNF- a o TNF
alpha), se encuentra involucrado en una gran variedad de estimulos, sobretodo de
tipo inflamatorio. El locus del factor de necrosis tumoral humano (TNF) se
encuentra en el cromosoma 6p213.(20, 21) Es producido por macréfagos, pero
también por monocitos, linfocitos, tejido adiposo y musculo. Se encuentra ubicado
en el brazo corto del cromosoma 6p21 formando parte del complejo mayor de
histocompatibilidad. Estimula la produccién de IL6. Se ha estudiado ampliamente
su expresion en tejido adiposo, asi como IL6 y MMP. Su expresion en mucosa
esofagica, a pesar de ser crucial su rol en la inflamacion, no se ha determinado
por completo. (15) El TNF puede ser producido por una variedad de células que
incluyen macréfagos, monocitos, leucocitos polimorfonucleares, células del

musculo liso y mastocitos.(20)

El Interferon-gamma (IFNG, simbolo oficial de acuerdo a Gene Nomenclature
Committe) Este gen localizado en 12915, codifica una citocina soluble que es
miembro de la clase de interferdn tipo Il. La proteina codificada es secretada por
células del sistema inmunoldgico tanto innato como adaptativo. La proteina activa
es un homodimero que se une al receptor de interferon gamma que desencadena

una respuesta celular a infecciones virales y microbianas.(22)

Las mutaciones en este gen estan asociadas con una mayor susceptibilidad a
infecciones virales, bacterianas y parasitarias y a varias enfermedades
autoinmunes.(23) El IFNG es producido predominantemente por las células
asesinas naturales (NK) y las células T asesinas naturales durante la respuesta
inmune innata y por las células T auxiliares CD4 + (Th1) y las células T citotéxicas
CD8 + en la respuesta inmune humoral.(24)
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Se ha encontrado incrementada la expresion de esta citocina en pacientes con

EE y EB (fue comparada con controles sanos, no comparadas en ERNE).(25)

El ligando 8 de quimiocina con motivo C-X-C (CXCL8) conocida como interleucina
8 (IL8) es un quimiocina, miembro de las familias CXC, es una proteina con un
papel dual (inflamacién y carcinogénesis). Se encuentra en el cromosoma
4913.3.(26)

Es tanto un quimioatrayente de neutrofilos como un estimulante de la proliferacion
celular y angiogénesis. En modelos animales, se ha demostrado que el reflujo
induce un incremento en la CXCLS8 en el epitelio esofagico.(1) En un estudio se
reportd que la expresion de CXCL8 se encontraba elevada durante la progresion
de mucosa de esdfago normal a adenocarcinoma esofagico en humanos.(11)
Otros estudios han asociado la expresion de IL1B y CXCL8 en pacientes con
ERNE y EE a comparacion de controles sanos. Sin embargo, no realizaron
analisis adicionales entre los diferentes tipo de ERNE.(27)

Otro estudio en modelo animal, determind la expresion de TNF e IL1B y se
encontraban incrementadas en ratas con reflujo gastrico agudo en mucosa
esofagica por PCR-RT.(5) Los modelos en animales tienen limitaciones,
especialmente en ratones, ya que no producen una fuerte inflamacion a
comparacion de lo que ocurre en humanos.

La familia de metalopeptidasas de matriz (MMP), son enzimas que contribuyen a
la remodelacién de tejido normal y patolégico. La degradacién de la matriz
extracelular ocurre procesos fisiologicos normales, como el desarrollo embrionario,
la reproduccion y la remodelacion tisular. Se cree que la enzima participa en la
reparacion de heridas, la progresion de la aterosclerosis y la iniciacion del tumor.
La mayoria de las MMP se secretan como proteinas inactivas que se activan
cuando se escinden mediante proteinasas extracelulares. El gen es parte de un

grupo de genes MMP que se localizan en el cromosoma 11g22.3.
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Las MMP se clasifican en subgrupos principales que incluyen colagenasas (MMP-
1, -8, -13, -18), gelatinasas (MMP -2, -9), estromelisinas (MMP -3, -7, -10, -11, -
19), elastasa (MMP -12) y tipo de membrana (MMP -1, -5) .

La MMP3 es una endopeptidasa dependiente de zinc que puede degradar varios
componentes y moléculas extracelulares, como transferrina, laminina, colageno y
condroitina. Se localiza en el cromosoma 11922.2. La matriz extracelular esta
compuesta principalmente por colageno, elastina, proteoglicanos y aminoglicanos.
MMP3 expresa una MMP capaz de degradar el colageno, que es la estructura
principal de la matriz extracelular. Esta degradacién podria destruir la estructura y
funcion de la matriz extracelular.(28)

MMP9 (gelatinasa B), una proteinasa de 92 kDa, degrada especificamente el
colageno tipo IV de la membrana basal (BM), asi como gelatina, colageno tipo I, V,
VII, X, elastina, laminina y fibronectina. Se encuentra localizado en el cromosoma
20g13.12. MMP9, pertenece al a subfamilia de gelatinasa, ha jugado un papel
importante en los estudios de angiogénesis, ateroesclerosis y tejido adiposo. La
familia de proteinas MMP participa en la descomposicion de la matriz extracelular
durante los procesos patologicos. La MMP9 es sintetizada principalmente por
células inflamatorias, particularmente leucocitos polimorfonucleares. Se cree que
la MMP9 se almacena en los granulos secundarios y terciarios de los neutrofilos
para una rapida liberacion en los sitios inflamatorios . Encontramos que la cantidad
de proteina MMP9 aumenta en relacidén con la inflamacién en el tejido mucoso de
la Ell de espesor total, tanto en la enfermedad de Crohn como en colitis ulcerosa.

MMP3 y MMP9 se han encontrado sobre expresadas en células epiteliales
e inflamatorias en modelos in vivo e in vitro en tejido mamario, ambos involucrados
en la pérdida de la integridad de la funcion de la barrera epitelial por alteracion de
las proteinas de unién.(1) Por el momento solo se han asociado en un estudio de
modelo experimental con ERGE; el primer estudio que asocia que estas proteinas
de integridad de la barrera epitelial podrian estar alteradas en esta enfermedad en

humanos.
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Recientemente Bonfiglio et al proporcionaron evidencia de 30 loci independientes
que estan involucrados en vias moleculares con relevancia biolégica para la
fisiopatologia de la ERGE. Este estudio propuso ideas iniciales sobre el fondo
genético de la ERGE, que fue respaldado por analisis de GWAS que mostraron
que la ERGE y el eséfago de Barrett y el adenocarcinoma de eséfago muestran
una superposicion sustancial en términos de su etiologia genética.

Los avances en el descubrimiento de nuevas vias involucradas en la
etiopatogenia de la ERGE destacan el papel crucial de la regulacion de las

respuestas inflamatorias locales.

JUSTIFICACION

La enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) es la enfermedad mas
prevalente dentro de los padecimientos gastroenterologicos. Los pacientes con
ERGE pueden presentar diferentes fenotipos y, aunque existen factores de riesgo
asociados como en el esofago de Barrett, aun se desconoce por qué un paciente
presenta un fenotipo especifico, aun teniendo los mismos sintomas que otros. La
importancia radica en que no todos los fenotipos reciben el mismo tratamiento,
principalmente en ERNE en particular los pacientes con pirosis funcional, es decir,
pacientes que tienen sintomas tipicos de reflujo pero sin lesiones en la mucosa

esofagica y una exposicion al reflujo acido normal.

Estudiar las bases moleculares y genéticas de una enfermedad es de importancia
fundamental ya que ofrece profundidad en su patogénesis y abre nuevas rutas de

opciones de un tratamiento especifico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen diferencias en la expresion génica de los mediadores de inflamacion en

los diferentes fenotipos de enfermedad por reflujo gastroesofagico?
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HIPOTESIS:

Existen diferencias en la expresion génica de citocinas inflamatorias en mucosa
esofagica en esofagitis erosiva y esofago de Barrett al comparar con la variedad
no erosiva de la enfermedad por reflujo gastroesofagico y controles.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de genes asociados a la inflamacion (IL1B, ILG6,
CXCLS8, IL10, TNF, MMP3, MMP9, IFNG) en mucosa de esofago de los diferentes

fenotipos de la enfermedad por reflujo gastroesofagico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Analizar los cambios de expresion génica asociados a los diferentes fenotipos
de la enfermedad por reflujo gastroesofagico: esofagitis erosiva, eséfago de
Barrett, enfermedad por reflujo no erosiva; de los genes asociados a la inflamacion
(IL1B, IL6, CXCLS, IL10, TNF, MMP3, MMP9, IFNG)

2 .-Estratificar el grupo de enfermedad por reflujo no erosiva en pirosis funcional y
exposicion anormal al reflujo acido, analizando los cambios de expresion génica;
de los genes asociados a la inflamacion (IL1B, IL6, CXCLS8, IL10, TNF, MMP3,
MMP9, IFNG)
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METODOLOGIA
PACIENTES

Se realizo un estudio transversal, que incluyé pacientes con sintomas tipicos de
enfermedad por reflujo gastroesofagico (pirosis, regurgitacion). El presente estudio
se llevo a cabo en el Departamento de Gastroenterologia del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Todos los pacientes
que aceptaron participar fueron sometidos a una endoscopia superior (ya referidos
por su médico tratante para este estudio) y de acuerdo con sus resultados fueron
clasificados en 3 grupos: esofagitis erosiva (Clasificacién de los Angeles), eséfago
de Barrett (clasificacion de Praga), y enfermedad por reflujo gastroesofagico no-
erosiva. Este ultimo grupo se subclasificd en exposicion anormal al acido o pirosis
funcional de acuerdo a un estudio de pHmetria de 24 h. A todos los grupos se les
tomaron biopsias de mucosa esofagica durante el procedimiento endoscépico. Se
determind la expresion de los genes asociados a la inflamacion (IL1B, 1L6, CXCLS,
IL10, TNF, MMP3, MMP9, IFNG) en cada fenotipo de la enfermedad.

El grupo control incluyé pacientes que acudieron con dispepsia en estudio,
quienes al momento de su endoscopia presenten una mucosa gastrica

macroscopicamente sin lesiones.

CRITERIOS DE INCLUSION
Criterios de seleccion pacientes con ERGE:

* Sintomas tipicos de ERGE al menos una vez por semana por al menos 1
afo (pirosis y/o regurgitacion) de primera vez
* Sujetos mayores de 18 afios, ambos géneros, que acepten participar en el

protocolo.
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Criterios de seleccion de controles:

* Endoscopia realizada por dispepsia en estudio.
* Sujetos mayores de 18 anos.

* Ambos géneros
CRITERIOS DE EXCLUSION:

* Antecedente de endoscopia previa.

* Consumo de Inhibidor de bomba de protones los 7 dias previos a la toma
de muestra de biopsia de mucosa esofagica

* Embarazo

* Presencia de ulcera esofagica

* Antecedente de cirugia de es6fago o gastrica previa (excepto

apendicectomia)
CRITERIOS DE ELIMINACION:

* Desear salirse del estudio
* No contar con los datos clinicos completos para el analisis

* Muestras con problemas técnicos para su procesamiento

METODOLOGIA.

Se realizé una endoscopia de tubo digestivo superior (panendoscopia), y en este
momento se clasifico, de acuerdo con los hallazgos, en esofagitis erosiva
(Clasificacion de los Angeles, Anexo) , Eséfago de Barrett (Clasificacion de Praga,
Anexo) y enfermedad por reflujo no erosiva (mucosa de unidén esofago-gastrica
normal). Se tomaron biopsias de las lesiones encontradas en eséfago o biopsia a
4-5 cm de la linea Z (en caso de mucosa normal). A los pacientes del grupo de
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enfermedad por reflujo no erosiva y a los controles se les realizé una pHmetria de
24 horas.

EVALUACION ENDOSCOPICA

Se realiz6 una panendoscopia posterior a una sedacion con midazolam (2.5 mg)
para valorar la presencia/ ausencia de dafo a la mucosa esofagica. En caso de
encontrar lesiones, se tomaron dos biopsias de la region lesionada en los grupos
EE, EB o en caso de no encontrar lesiones a 5 cm arriba de la union

escamocolumnar de la mucosa esofagica (dos biopsias)
PHMETRIA esofagica de 24 h:

Se realizdé medicion de pH esofagico de 24 h con catéter de 1 sensor (GeroFlex,
Alpine bioMed, Fountain Valley CA, Estados Unidos) colocado a 5 cm por arriba
del EEI, localizado por manometria esofagica. Aparato de registro portatil
(Digitrapper, Medtronic, Parkway, Minneapolis MN, Estados Unidos). De acuerdo
con el resultado del porcentaje de tiempo de exposicidon al pH <4, fueron
clasificados en Exposicion anormal al acido (EAA) (porcentaje de tiempo de
exposicion > 4.2%) o exposicion acida normal (EAN) (porcentaje de tiempo de
exposicion < 4.2%).

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS Y ANALISIS DE EXPRESION GENICA(29-
32)

Equipos
1. Refrigerador 4°C /Congelador -20°C (Congelador THERMO FISHER, No. B-
B-02661, Estados Unidos)
2. Ultracongelador de -70°C (THERMO FISHER, No. B3-0318, Estados
Unidos)
3. Homogenizador (Kinematica AG, PT 1300D, Estados Unidos)

4. Camaras de electroforesis (Gibco BRL Horizon 58, Estados Unidos)
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8.
9.

Fotodocumentador UVP (TM — 15 de 115V, 50 Hz y 1.20 Amps BIORAD,
Estados Unidos)

Software y camara fotografica para geles de agarosa (Kodak DC290,
Estados Unidos)

Espectrofotometro NANODROP (Perkin Elmer Lambda E2201, Estados
Unidos)

Termociclador (THERMO FISHER ND-2000, Estados Unidos).
Termociclador en tiempo real (Light Cycler 480 Roche, Alemania)

10. Multiplacas blancas de 96 pozos de Roche ® . Alemania

11.Centrifugas: MiniSpin y 5415 C de Eppendorf ® Alemania

12. Termoblock 1909312 para 32 capilares de Roche © .Alemania

Reactivos

1.

Kit de Extraccion de RNA de tejido (High Pure RNA Tissue Kit de Roche®
Alemania)

Reactivos para sintesis de ADN complementario (Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit de Roche®, Alemania)

3. Mezcla de reaccion compatible con sondas TagMan de Roche® Alemania

4. Sondas TagMan (Universal Probe Library Set, Human de Roche®)

Alemania

Iniciadores (Invitrogen Custom Primers, Estados Unidos)

La sintesis de ADN complementario se realiz6 por RT-PCR de acuerdo con la

siguiente mezcla de reaccion:

2 yl de hexameros random (50 pM).

4 pl de Buffer (5x).

0.5 pl de inhibidor de RNAsas (40 U/ul).
2 pl de mezcla de dANTPS (10 mM).

0.5 pl de transcriptasa reversa.

1 pl de Agua grado PCR.

10 pl de muestra de ARN aislado.
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La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé6 empleando como sustrato el
ADN complementario que resultd de la retrotranscripcion. Para la amplificacion de

las regiones de interés, la reaccion fue llevada a cabo en 10 pl, y contenia:

« 5.5yl de Agua grado PCR.

« 2.0 yl de Tagman Master MIX

« 0.2 yl de iniciadores sentido y 0.2 antisentido de Invitrogen, Estados
Unidos

« 0.1pyl de sonda p (Universal Probe Library Set, Human de Roche,
Alemania)

« 2yl de ADN complementario

TEJIDO

Para la cuantificacion de la expresion génica de IL1B, IL6, CXCLS8, IL10, TNF,
MMP3, MMP9 e IFNG, se obtuvieron biopsias de mucosa de esdéfago. Las
biopsias se colocaron en tubos crioviales con 1 mL de preservador de acidos
nucleicos (RNA later), se mantuvieron a temperatura ambiente por un periodo de 6
a 8 horas, posteriormente fueron almacenadas a -70°C hasta el momento de la
extraccion del ARN.

EXTRACCION DE ARN TOTAL.

A partir de las biopsias de mucosa de esdfago se obtuvo el ARN total empleando
un kit de extraccion de ARN (High Pure RNA Tissue Kit de Roche, Alemania),
segun la metodologia sugerida por el fabricante. Las biopsias se mezclaron
usando el homogenizador durante 1 minuto con amortiguador de lisis, se lavé con
etanol al 100%, empleando las columnas de purificacidn, se centrifugo la mezcla a
13.000 xg durante 15 segundos, lavandose con amortiguador de lavado a 13.000
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xg durante 15 segundos, finalmente se agregd 100 pl de buffer de elucion al ARN
total.

La cuantificacion de la concentracion de ARN se realiz6 con Nanodrop 2000
(Thermo Scientific, Estados Unidos) se ley6 a una longitud de onda de 260 y 280
nanometros.

Una alicuota de cada uno de los productos de ARN se sometidé a electroforesis en
un gel de agarosa al 1% y fue visualizado por tincion con bromuro de etidio. Se

documentd con un transiluminador con luz ultravioleta. ANEXO

SINTESIS DE ADN DE CADENA COMPLEMENTARIA POR TRANSCRIPCION
REVERSA.

El ADN de cadena complementaria se obtuvo por Transcripcion Reversa. La
reaccion se llevo a cabo con 10 ul de la siguiente forma: Preincubacion: 25°C X 10
minutos, Incubacion: 552C x 30 minutos, seguida de la desnaturalizacion: 85°C x 5

minutos en un termociclador (Perkin-Elmer, Estados Unidos).

ANALISIS DE LA CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION DE
GENES DE INTERES POR PCR EN TIEMPO REAL.

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé6 empleando como sustrato el
ADN complementario que resulté de la retrotranscripcion. Para la amplificacion de
las regiones de interés, la reaccion fue llevada a cabo en 10 pl. Incluir los reactivos
contienen los 10 ul La amplificacién se realizé bajo las siguientes condiciones: un
programa de desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, 45 ciclos de
amplificacion (95°C-10 segundos, alineacion 60°C 10 segundos, extension 40°C-
30 segundos) y un ciclo de enfriamiento a 4°C, durante 30 segundos. Para
determinar la expresion relativa de los genes blanco y GAPDH (Gliceraldehido
Fosfato Deshidrogensa, como gen de referencia) se utilizé el Termociclador Light
Cycler 2.0 (Roche, Alemania) empleando ensayos validados para la cuantificacion
(reproducibilidad y linearidad), con iniciadores sentido y antisentido de Invitrogen
(Estados Unidos) y sondas TagMan para cada gen (Universal Probe Library Set,
Human de Roche, Alemania) como se ilustra en la Tabla 1 .
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Tabla 1. Disefios de la Libreria de Sondas Universales de Humano (Roche,

Alemania).

Gen Banco de gen Iniciadores Sentido Sonda
Anti-sentido UPL

IL1B NM_000576.2 tacctgtcctgegtgttgaa #78
tctttgggtaatttttgggatct

NM_000600.3 gcccagctatgaactccttct # 68

IL6 cttctcctgggggtactgg

IL8 NM_000584.2 agacagcagagcacacaagc #72
atggttccttccggtggt

CXCL8

IL10 NM_000572.2 cataaattagaggtctccaaaatcg | #45
aaggggctgggtcagctat

IFNG NM_000619.2 ggcattttgaagaattggaaag #21
tttggatgctctggtcatcitt

TNF NM_000594.2 cgctccccaagaagacag #57
agaggctgaggaacaagcac

MMP3 NM_002422.3 caaaacatatttctttgtagaggacaa | #36
ttcagctatttgcttgggaaa

MMP9 NM_004994.2 gaaccaatctcaccgacagg #6
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gccacccgagtgtaaccata

GAPDH NM_002046.3 agccacatcgctcagacac #60
gcccaatacgaccaaatcc

DEFINICIONES OPERACIONALES

EE: pacientes con sintomas de ERGE con erosiones o disrupciones de la mucosa
esofagica de distintos grados. (Clasificacién de los Angeles)

ERNE: sintomas de ERGE, pero sin lesiones en la endoscopia. A su vez, estos
pacientes con ERNE se subclasifican en pacientes con exposicidon al es6fago con
reflujo normal (no relacionada con reflujo acido) y anormal (presencia de reflujo

acido anormal o asociacion sintomatica).

EB: pacientes con EB de segmento largo (> 3 cm) y corto (< 3 cm) del segmento
de la columna de epitelio localizado entre el limite superior de los pliegues
gastricos y la parte proximal de la linea Z e histopatolégicamente confirmada la
presencia de metaplasia intestinal en biopsias del segmento de epitelio de Barrett.

Grupo control: pacientes sin patologia que involucre su inmunidad (neoplasias,
enfermedad celiaca, enfermedades reumatoldgicas) que presente dispepsia en
estudio, con una endoscopia normal (sin patologia organica) y con pHmetria
normal (que descarta reflujo gastroesfagico).

Tamano de la muestra.

Los estudios previos en la literatura han incluido de 10 a 15 pacientes por grupo.
Considerando las pérdidas, al menos se pretendio incluir a 20 pacientes por grupo.

Calculo de tamafo de muestra para comparar promedios en dos poblaciones:
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Nivel de confianza 95% (Z1.4=1.96)
Potencia de prueba 80% (Z1.3=0.84)

De acuerdo al estudio previo de Gao et al (33) para MMP9 en enfermedad
inflamatoria intestinal vs controles, se calculd la DE en 1.5 (S?=2.25) y la diferencia
propuesta para este estudio es de 1.5.

n=2(Za + ZB)* * 82

d2
Con esta informacion el tamafio de muestra fue de 15.7 pacientes por cada grupo
Esta estimacion realizada con programa Stata version 14

Se incluiran 20 pacientes por grupo, considerando pérdidas, en total 100

pacientes. (El subtipo de ERNE debera tener 20 pacientes cada uno)

Analisis estadistico:

Los tiempos de exposicion al acido en cada subgrupo del fenotipo no erosivo y los
controles se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

A los pacientes con lesiones (EE y EB) se les realizaron 2 biopsias: una biopsia de
la lesion y otra biopsia de mucosa sana. La expresiéon de cada gen se analizd
utilizando la prueba de Wilcoxon, y cada paciente sirvid como su propio control.
Para fines de analisis, se utilizaron biopsias del tejido de la lesién (EE, BE) para

realizar comparaciones con el grupo de control.

El analisis estadistico de la expresion génica diferencial se realizé utilizando la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Se consideroé significativo un valor de
p <0,05. El analisis se realiz6 utilizando (Paquete estadistico para ciencias
sociales) SPSS version 20 y Prism GraphPad version 6.
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Consideraciones éticas

Este trabajo se realizé de acuerdo con los principios expresados en la Declaracion
de Helsinki. El estudio fue aprobado por el comité de ética de nuestra institucion y
se obtuvo un consentimiento informado por escrito de todos los pacientes. La carta
de aprobacion del comité de ética e investigacion institucional se encuentra en el

Anexo 3.
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas.

De los 82 pacientes incluidos, el 64,6% eran mujeres con una mediana de edad de
59 afos. Los pacientes se dividieron en los siguientes grupos: Grupo EE, 23
(28,04%); grupo EB, 16 (19,51%); Grupo EAA, 13 (15,86%); Grupo ENA, 13
(15,86%); y Grupo de Control, 17 (20,73%). Las caracteristicas demograficas
basadas en el grupo, los hallazgos endoscépicos y el tiempo de exposicion al
acido se detallan en la Tabla 2.

La mediana del tiempo de exposicidn al acido se obtuvo durante el estudio de
monitoreo de pH de cada subgrupo del fenotipo endoscdpico no erosivo (Tabla 2).
Comparando el porcentaje obtenido entre los grupos, se observaron diferencias
significativas (0,001) con un porcentaje mayor en el subgrupo AAE como se
esperaba. El grupo ENA y los controles se compararon especificamente. Aunque
el porcentaje medio se incrementd en el subgrupo ENA, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre estos dos grupos.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes con ERGE y
controles, hallazgos endoscopicos y tiempo de exposicidon al acido en 24

horas.
EE EB EAA ENA Control
n(%) 23 16 13 13 17
(28.04%) (19.51%) (15.85) (15.85) (20.73)
Edad anos | 50 56 49 31 45
mediana(lQ) | (34-60) (42.64) (40-54) (25-43) (32-52)
Género
Femenino 12 9 9 10 13
n(%) (52.18) (56.25) (69.24) (76.92) (76.48)
Masculino 11 7 4 3 4
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N(%) (47.82) (43.75) (30.76) (23.07) (23.52)
Hallazgos Esofagitis Segmento | No No Non
endoscopicos | A-B: 16 <3cm: 10 | erosivo erosivo Erosive¢?
n C-D: 7 >3 cm: 6

Exposicion NA NA 13.65 1.0 0.6
esofagica (8.55-20.1) | (0.2-1.6) (0-1.1)

anormal en
24 h
median%(1Q)

EE Esofagitis

Exposicion acida normal ENA, F Mujer, NA no disponible

esofagica, EB Esofago de Barrett, EAA Exposicién acida anormal,

La expresion génica relativa de citocinas proinflamatorias fue detectable y

cuantificable por RT-qPCR en biopsias de diferentes fenotipos de enfermedad por

reflujo gastroesofagico y controles. La Figura 2 presenta la expresion génica

relativa de citocinas proinflamatorias en todos los grupos de fenotipo y el grupo de

control.

Se ejemplifica curva representativa de cuantificacion relativa de RT-qPCR (Anexo)
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Figura 2 Perfil de expresidon génica de todas las citocinas en la mucosa lesionada
del esofagitis erosiva (EE), es6fago de Barrett (EB), exposicion anormal al acido
(EAA), exposicion normal al acido (ENA) y control( CONTROL) niveles de ARNm.
Las barras muestran la media + SEM de la media de los niveles de transcripcion
de pacientes con GAPDH como gen Constitutivo

En nuestro grupo de investigacion , previamente se han realizado pruebas de
estandarizacion de genes constitutivos en diferentes tejidos. Algunos estudios
previos han demostrado la calidad de GAPDH como un control apropiado para lo
tejidos de las mucosas , incluyendo el eséfago y no se ha mostrado evidencia del
efecto de la edad, sexo del individuo en la expresion constitutiva de GAPDH en

varios tipos de tejidos. (32)
Comparando la expresion de genes en todos los grupos, se destaca EB con

predominio de expresion de IL8, IL10, MMP3 y MMP9, y expresion de IL1B, IFNG,
IL6 y TNF es notable en el grupo EAA.
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No se observaron diferencias al comparar las biopsias de lesién vs mucosa sana
en el mismo paciente en los grupos EB y EE; por lo tanto, se decidié que todas las
comparaciones de los grupos EE y EB se analizaron utilizando las muestras de
tejido lesionado. No se encontraron diferencias al comparar pacientes con EB> 3

cmy <3 cm.

Perfil de expresion génica en pacientes con esofagitis erosiva y controles.

Los pacientes con EE exhibieron niveles significativamente mas altos de expresion
relativa de ARNm de IL1B, IL6 e IL10 en comparacién con los controles (P =
0.003, P =0.02 y P = 0.04, respectivamente) (Figura 3). Multiples comparaciones
corroboraron un predominio significativo de IL1B en comparacién con las citocinas

restantes.

Perfil de expresion génica en pacientes con es6fago de Barrett y controles.

Los pacientes con EB mostraron un aumento de la expresion de CXCL8 en
comparacion con el grupo de control (P = 0.010) (Figura 4). Ademas, detectamos
niveles mas altos de mediadores inflamatorios, como IL1B, MMP3 y MMP9, en

muestras de pacientes con EB en comparacion con el grupo control.
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Figura 3.

Perfil de expresion génica en mucosa lesionada de niveles de ARNm de esofagitis
erosiva (EE) y controles (C).
Las barras muestran la media £+ SEM de la media de la transcripcion de pacientes

con EE con GAPDH como gen constitutivo. * p <0.05
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Figura 4.

Perfil de expresion génica en la mucosa lesionada del es6fago de Barrett (EB) y
niveles de ARNm de controles (C).

Las barras muestran la media + SEM de la media de los niveles de transcripcion

de pacientes EB con GAPDH como gen constitutivo * p <0.05.

Perfil de expresion génica en pacientes con fenotipo endoscoépico no erosivo
subclasificado como EAA/ENA y controles.

Los pacientes con fenotipo endoscépico no erosivo se subclasificaron como
EAA/ENA Figura 5. Los pacientes con EAA mostraron una mayor expresion de
IL1B, IL6 y TNF en comparacion con el grupo de control (P <0.05). Los pacientes
del grupo EAA mostraron un aumento de la expresion de IL1B y TNF en

comparacion con el grupo ENA (P <0.05).
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Figura 5. Perfil de expresion génica de citocinas inflamatorias con exposicion
anormal al acido (EAA), exposicién normal al acido (ENA) y controles (C) niveles
de ARNm. Las barras muestran la media £+ SEM de la media de los niveles de
transcripcion en la mucosa de pacientes con ERNE con GAPDH como gen

constitutivo * p <0.05.

DISCUSION

En el presente estudio, evaluamos la expresion génica de citocinas involucradas
en la fisiopatologia y la respuesta inmune de la ERGE. Este estudio analiz6 la
expresion génica de mediadores inflamatorios (IL1B, IL6, CXCLS8, IL10, TNF,
IFNG) y dos metaloproteasas (MMP3, MMP9) asociadas con el dafio de la mucosa
esofagica como se inform6 en estudios previos en pacientes con 3 fenotipos
endoscopicos diferentes de la enfermedad (EE, EB y ERNE). La expresion génica

también se compard en pacientes con la variedad no erosiva que se sometieron a
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monitoreo de pH durante 24 horas para diferenciar los casos con exposicidon

anormal al acido esofagico de aquellos con exposicién normal.

Los pacientes con EE demostraron niveles aumentados de IL1B, IL6 e IL10. Los
pacientes con EB mostraron una mayor expresién de CXCLS8, IL10, MMP9 y
MMP3; los pacientes con EAA destacaron con niveles mas incrementados de
IL1B, INFG, IL6 y TNF. EAA, mostré6 una mayor expresion de IL1B y TNF en
comparacion con ENA. Una diferencia relevante en los grupos con verdadero
reflujo patoldgico y aquellos sin metaplasia (EE y EAA) es una mayor expresion de
IL10 en EE en comparacion con EAA.

Aunque se trata de un estudio descriptivo, los hallazgos son de interés. Hasta
donde sabemos, este es el primer estudio que analiza todos los fenotipos
endoscopicos de pacientes con sintomas tipicos de ERGE, evalua el fenotipo
endoscopico no erosivo mediante un estudio de monitorizacion del pH vy
caracteriza la expresion génica en estos pacientes de acuerdo con los resultados

del estudio de monitoreo del pH. .

El perfil de mediadores en el fenotipo erosivo es un ejemplo clasico del equilibrio
que existe entre la expresion de Th1 y Th2 en respuesta a la agresion presentada
(reflujo). En este estudio, demostramos una mayor expresiéon de citocinas
proinflamatorias, como IL1B e IL6, en biopsias de mucosas de pacientes con EE.
Otros autores han presentado hallazgos similares en pacientes con la variedad
erosiva.(6, 34-36)

Curiosamente, encontramos un aumento de la expresion del gen de IL10 en la
mucosa de los pacientes con EE en comparacion con los controles, y estos
resultados sugieren el posible papel de la IL10 como una citocina critica en el
mecanismo inmunorregulador de la respuesta inflamatoria cronica en el eséfago.
La IL10 es una citocina con potentes propiedades antiinflamatorias que
desempena un papel central en la limitacion de la respuesta inmune del huésped,
previniendo asi el dafio al huésped y manteniendo la homeostasis normal del
tejido.
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Por otro lado, el perfil de mediadores en EB proporciona una mayor comprension
de la patogenia del eséfago de Barrett y el posible papel inmunorregulador de IL10
asociado con el dano permanente de la mucosa que no puede contrarrestar la
agresion de otros mediadores de inflamacidn. Este hallazgo esta de acuerdo con
un estudio anterior informado utilizando un modelo de raton del eso6fago de Barrett
que mostré una mayor expresidon de IL10 en comparacién con ratones con
eso6fago no Barrett; sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de
citocinas proinflamatorias, como TNF o INFG.(25) Por otro lado, la expresion de
MMP3 y MMP9 se incrementé en EB en comparacién con el grupo control, y la
expresion de estos genes predomina en este fenotipo. Encontramos que la
expresion de esta proteasa estaba incrementada, aunque nuestro grupo de
pacientes con EB no presentaba displasia.(27) Se necesitan mas estudios para
determinar si las metaloproteinas desempefan un papel en el dafo de la mucosa
en EB. Nuestro estudio destaca la participacion de MMP9 y MMP3 en pacientes
con EB, lo que posiblemente explique el mecanismo patolégico de este cambio
epitelial.

Con respecto a las mediciones de CXCL8, observamos una mayor expresion de
esta citocina en pacientes con EB en comparacion con los controles. La
inflamacion crénica en EB puede jugar un papel critico en la progresion de
enfermedad esofagica benigna a maligna.

En relacion con nuestros resultados, Fitzgerald et al (37) realizaron un estudio en
26 pacientes con EE, 22 con EB y 18 con ERNE. La media de edad en cada grupo
fue discretamente mayor que en nuestra muestra (53 a 61 afos vs 31 a 56 anos,
respectivamente). IL1B, CXCL8 e IFNG predominaron significativamente en el
fenotipo erosivo en comparacion con los pacientes con EB. En nuestro estudio
existe un predominio de IL1B y en EB de CXCLS.

Estudios recientes han proporcionado una mayor comprensién de la fisiopatologia
y la generacién de sintomas en la ERNE.(27) En pacientes con fenotipo no
erosivo, este estudio nos permitio caracterizar pacientes con EAA y ENA. El
subgrupo EAA, que se confirmd que presentaba reflujo patolégico como corrobora
el estudio de monitoreo del pH, exhibié similitudes con el grupo EE, es decir,
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mayor expresion de IL1B e IL6. Estos genes podrian ser dos marcadores en
pacientes con ERGE real que no presentan metaplasia. AAE también present6
diferencias unicas en comparacién con todos los grupos, como incrementos
significativos en INFG y TNF en comparacion con el grupo de control. La
expresion de citocinas EAA y ENA fue muy similar a la observada en el grupo de
control. Un hallazgo que destaca las diferencias entre EAA y ENA es el aumento
de la expresion de IL1B y TNF en EAA. En un estudio posterior de precision
diagnostica, valdria la pena determinar si IL1B / TNF representan biomarcadores
utiles en biopsias en el momento de la endoscopia para definir EAA / ENA para
fenotipos endoscopicos no erosivos. Curiosamente, encontramos una disminucion
de la expresion de IL-10 en pacientes con EAA y ENA en comparacion con los

controles.

En este estudio se describe un perfil de expresidn similar entre EE y EAA con una
mayor expresion de IL1B e IL6. Sin embargo, incluso estos hallazgos no explican
por qué los pacientes con reflujo patolégico pueden presentar erosiones y otros no
(a pesar de que la mediana de pacientes con % de tiempo con pH <4 fue de
13,65%, 3 veces mas que el punto de corte). Al comparar la expresion de citocinas
en estos dos grupos, este hallazgo indica potencialmente que estas citocinas
estan involucradas en el mecanismo de reparacion y dafio de la mucosa. Se
necesitan mas investigaciones para corroborar estos hallazgos. En un estudio
previo de Isomoto et al (9), los hallazgos son contradictorios a los de nuestro
estudio ya que no encontraron diferencias significativas entre EE y controles

Como se senald anteriormente, mostramos que la CXCL8 aumenta principalmente
en EB.(38) La expresion de CXCL8 no es parte de los hallazgos significativos en
EE o EAA. Al contrario de nuestros resultados, algunos autores han informado de
un aumento de CXCL8 en pacientes con ERNE. Isomoto et al (39) en un estudio
realizado con 31 pacientes con ERNE, 15 con EE y 15 controles, encontraron que
CXCL8 era significativamente mayor la expresion de este mediador de la
inflamacion en el grupo de ERNE y EE al compararlo con los controles. El numero

de pacientes por grupo fue muy similar a nuestro estudio pero no realizaron
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estudios de pHmetria para subclasificar a los pacientes de ERNE. Previamente,
Kanazawa et al detectaron un aumento de la expresion de CXCL8 en ERNE en
comparacion con sujetos asintomaticos no sujetos a estudios de monitoreo de
pH.(40)

Este estudio informa el perfil de expresion génica de mediadores inflamatorios en
el tejido del esofago de pacientes con diferentes fenotipos de ERGE. El estudio de
las bases moleculares y genéticas de una enfermedad es de fundamental
importancia ya que esta informacion ofrece un conocimiento profundo de su
patogénesis y abre nuevas vias de diagnostico y tratamiento especifico.
Comprender esta via podria llevarnos a la posibilidad de revertir la alteracion de
estos genes y distinguir estos genes de los que estan implicados en erosiones o
lesiones en pacientes con ERGE en comparacion con el fenotipo ERNE.

LIMITACIONES
Una de las principales limitaciones del estudio es la n, sobre todo en el grupo de
ERNE y aunque era la de mayor numero de pacientes al dividirlo de acuerdo a los

subtipos la muestra con fines de analisis fue insuficiente.

En el grupo de EE no se realiz6 un analisis para conocer si existen diferencias en
la expresion de genes de los pacientes con erosiones severas (esofagitis C o D de
la clasificacion de Los Angeles) al compararlo con los pacientes con erosiones de
menor severidad y con otros fenotipos.

Una de las limitaciones es que el gen constitutivo GAPDH no se obtuvo para cada
uno de los grupos. En nuestro grupo de investigacion , previamente se han
realizado pruebas de estandarizacion de genes constitutivos en diferentes tejidos.
Algunos estudios previos han demostrado la calidad de GAPDH como un control
apropiado para lo tejidos de las mucosas , incluyendo el es6fago y no se ha
mostrado evidencia del efecto de la edad, sexo del individuo en la expresion
constitutiva de GAPDH en varios tipos de tejidos.(32)
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CONCLUSION Este estudio demostré la expresién diferencial de mediadores de la
inflamacion en la mucosa esofagica de pacientes con diferentes fenotipos
endoscopicos. IL1B y TNF podrian ser utiles para diagnosticar diferencialmente
EAA y ENA en el fenotipo no erosivo usando biopsias endoscopicas. Las vias de
dafno de la mucosa podrian estar mediadas por MMP3 dado que la ruptura de la
mucosa es inducida por la familia de metaloproteinas en EB. Se necesitan mas
estudios para corroborar la remision de estos hallazgos con tratamientos meédicos

o quirurgicos para la ERGE.
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Anexo 1

Clasificacion de Los Angeles

Grado A > 1 ruptura mucosa < 5 mm sin pasar pliegues
Grado B > 1 ruptura mucosa > 5 mm sin pasar pliegues
Grado C Una o mas rupturas mucosas que pasan pliegues e involucran < 75%
de la circunferencia del es6fago.
Una o mas rupturas mucosas que involucran al menos el 75% de la
Grado D . , .
circunferencia del eséfago.

Rev Gastroenterol Mex. 2016;81:208-22

Anexo 2

CLASIFICACION DE PRAGA

Extension Maxima
de la Metaplasia = M

Extensién Circunferencial
de la Metaplasia = C

Esofago de Barret

Fin de pliegues

Hernia Hiatal

Contraccion Hiatal

Revista Médica Clinica Las Condes. 2015;26:557-64
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Anexo 3

, W INSTITUTO NACIONAL DE CIENGIAS MEDICAS Y NUTRICION
INNS7Z SALVADOR ZUBIRAN

MExico, D.F., A 29 DE JULIO DE 2013.
DR. JESUS KAZUO YAMAMOTO FURUSHO
INVESTIGADOR PRINCIPAL
DEPTO. DE GASTROENTEROLOGIA
PRESENTE

Por este medio, nos permitimos informarle que el Comité de Investigacion, asf como el Comité
de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn Salvador Zubiran, ha

revisado y aprobado el Protocolo de Investigacion Clinica, titulado:

“Expresion de genes asociados a la inflamacién en mucosa esofégica de pacientes con diferentes
fenotipos de enfermedad por reflujo gastroesofégico”
Versién 15 de julio de 2013.
REF, 987

Asi mismo se revisé y aprobé la siguiente documentacion:

- Consentimiento Informado versién 15 de julio, 2013.

La vigencia de la aprobacién termina el dia 29 de julio de 2014. Si la duracion del estudio es
mayor tendra que solicitar la re-aprobacién anual del mismo, informando sobre los avances y resultados

parciales de su investigacion e incluyendo ios datos sobresalientes y conclusiones.

Sin mas por el momento quedamos de usted.

DR. ARTURO GALINDO FRAGA

CONIS i srpag
PRESIDENTE kr".N'Y}lfb\.{SQp{if ETICs / PRESIDENTE.
COMITE DE INV] ON \\ aacion CAHMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
Investigacion - e Vasco de Quiroga 15,
.y c.c.p.0r. Rubén Lisker Y., Director de investigacion. e Delegacion Tlalpan
Tradicion %ﬁ\ﬁé tha Arredondo Urzua, Jefe del Depto. C.F.E.L

e C.P. 14000 México, D. F.
° Tel. 54-87-09-00

Asistencia  CARRPERERC
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Anexo 4

Una alicuota de cada uno de los productos de ARN se sometid a
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y fue visualizado por tinciéon con
bromuro de etidio. Se documenté con un transiluminador con luz ultravioleta
como se observa en la siguiente imagen:

285 — =
-

Figura 1 Bandas de ARN 28S y 18S de pacientes con ERNE en un gel de agarosa al 1 %.
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Anexo 5

Curvas representativas de RT-gPCR

Curva de cuantificacién relativa de RT-qPCR de 116
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Curva de cuantificacién relativa de RT-qPCR de GAPDH
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