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INTRODUCCIÓN

El cáncer gástrico es la segunda causa más frecuente
de cáncer en el mundo (1), y la primera causa de morta-

lidad por cáncer en Colombia, siendo el adenocarcinoma
de tipo intestinal la variante epidémica de la enfermedad
(2). A partir del estudio histopatológico de lesiones pre-
cancerosas en poblaciones de alto riesgo, se planteó
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SUMMARY

Introduction: Gastric cancer is the second most common
cancer worldwide and the leading cause of cancer deaths in
Colombia. Despite identification of some environmental and
genetic risk factors, little is known about molecular mecha-
nisms of gastric carcinogenesis. Recently, telomere instability
has been suggested as a key factor in epithelial cancers inclu-
ding gastric cancer. Materials and Methods: In the current
study mean telomere length (MTL) in tumoral and non tumo-
ral tissues, as well as precancerous conditions such as atro-
phic gastritis, metaplasia and dysplasia were analyzed. Sam-
ples were obtained from endoscopy and gastric resection sur-
gery procedures in different health institutions in Bogotá,
Colombia. Genomic DNA was isolated from 57 tissue sam-
ples corresponding to 23 tumors, 1 dysplasia, 4 metaplasias,
6 atrophic gastritis, and 23 non tumoral tissues. The MTL was
measured using Southern blot and Dot blot methodologies, as
previously described. Results: A good correlation between
values obtained using these both techniques (r2: 0.84) was
found. No statistically significant differences in MTL betwe-
en tumoral and non tumoral samples ( 9.38±3.2 Kb and
8.86±0.32 Kb, respectively, P: 0.53)were found. Also no any
significant correlation among MTL and variables such as
age, sex, localization or histopathological diagnoses was
appreciated. Conclusions: Although differences in TLM in
the studied gastric cancer samples from Colombian popula-
tion were not found, it is possible that in larger patient series
and using more sensitive complementary molecular analyti-
cal techniques such as Q-FISH and qPCR, smaller or chro-
mosome specific telomere differences could be identified.
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RESUMEN

Antecedentes: El modelo de carcinogénesis gástrica de
múltiples pasos implica alteraciones genéticas y epigenéti-
cas pobremente definidas. Una de estas alteraciones cono-
cida como disfunción telomérica ha sido propuesta como
uno de los principales mecanismos generadores de la ines-
tabilidad genética encontrada desde las etapas más tempra-
nas en varios cánceres epiteliales, incluido el adenocarcino-
ma gástrico. Métodos: En el presente estudio, analizamos la
longitud telomérica media (LTM) en tejidos gástricos tumo-
rales y no tumorales, así como en condiciones precancero-
sas tales como gastritis atrófica, metaplasia y displasia, a
partir de tejido fresco empleando las metodologías de Sou-
thern blot y Dot blot, con base en protocolos previamente
descritos. Resultados: Se encontró una buena correlación
entre los valores obtenidos para la LTM usando estas dos
metodologías (r2: 0,84). No encontramos diferencias esta-
dísticamente significativas en la LTM entre las muestras
tumorales y no tumorales (9,38±3,2 Kb y 8,86±0,32 Kb,
respectivamente, P: 0,53), tampoco encontramos una corre-
lación significativa entre la LTM y variables tales como la
edad, sexo, localización ó diagnostico histopatológico.
Conclusiones: Aunque no se encontraron diferencias en la
LTM en esta muestra de cáncer gástrico originaria de la
población colombiana, es posible que la implementación en
una muestra de mayor tamaño de otras metodologías mole-
culares más sensibles, tales como el Q-FISH y la PCR en
tiempo real, permitan identificar diferencias en la longitud
telomérica más pequeñas o especificas de cromosomas en
cáncer gástrico.
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como hipótesis etiológica un proceso de carcinogénesis
en múltiples pasos, el cual sugiere la progresión de lesio-
nes precancerosas que se presume es secuencial así: gas-
tritis crónica, atrofia, metaplasia intestinal, displasia,
carcinoma (3). Se reconoce que este proceso es multifac-
torial ya que en él intervienen varios factores etiológicos,
entre los cuales se considera la infección por Helicobac-
ter pylori (4). El modelo de carcinogénesis gástrica en
múltiples pasos establece la acumulación de mutaciones
en células de la mucosa gástrica que con el tiempo per-
miten el cambio en la morfología tisular.

Aunque los mecanismos moleculares de la mutagé-
nesis química y/o biológica involucrados en la iniciación,
promoción y progresión del cáncer gástrico todavía no
son claros, la caracterización de las alteraciones genéti-
cas y epigenéticas encontradas en estos tumores ha per-
mitido conocer que genes y moléculas pueden estar
implicados en estos procesos (5), lo cual contribuirá al
descubrimiento de marcadores diagnósticos y blancos
terapéuticos más específicos (6). Uno de los mecanismos
moleculares más estudiados en inmortalidad, senescen-
cia y cáncer es la dinámica de acortamiento telomérico
(7,8). Se considera que con cada división celular, los
extremos de los cromosomas conocidos como telómeros
se acortan hasta alcanzar un punto de senescencia celu-
lar, en el cual las células no se dividen más (9). La evi-
dencia reciente sugiere que el acortamiento telomérico
permite la fusión entre cromosomas, y por lo tanto con-
tribuye a la generación de inestabilidad cromosómica en
los estadios iniciales del cáncer (10). Además, las células
cancerosas reactivan la telomerasa, una transcriptasa
reversa que permite la síntesis de nuevo ADN teloméri-
co, para estabilizar el acortamiento de sus telómeros, y
permitir que los clones celulares con cromosomas abe-
rrantes tengan una capacidad de proliferación ilimitada
(11). Aunque se ha encontrado que la actividad de telo-
merasa es un evento temprano en cáncer gástrico (12),
evaluándose por diferentes metodologías (13-18), existe
poca evidencia acerca del papel del acortamiento telo-
mérico en el proceso de progresión tumoral.

En este estudio analizamos el grado de longitud telo-
mérica en condiciones precancerosas y cáncer gástrico
utilizando dos metodologías para evaluar el posible papel
de la inestabilidad telomérica en carcinogénesis gástrica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras de Tejido

Previo consentimiento informado, se recolectaron
muestras de pacientes atendidos en el servicio de Gas-
troenterología y Cirugía del Instituto Nacional de Cance-
rología de la ciudad de Bogotá durante el periodo enero-
diciembre de 2004. Se identificaron 89 pacientes, 48 de

sexo femenino y 41 de sexo masculino, con una edad
promedio de 65,2 años (rango: 26 a 87 años), en los que
se realizaron 76 procedimientos de endoscopia más biop-
sia y 18 gastrectomías, a partir de los cuales se obtuvie-
ron un total de 158 muestras de tejido gástrico. El estu-
dio se realizó en 57 muestras de tejido, correspondientes
a 23 tumores, 23 mucosas no tumorales, 1 displasia, 4
metaplasias y 6 gastritis atróficas. La localización de las
lesiones fue Cardias 6, Cuerpo 12 y Antro 5.

Estudio Histopatológico

Las biopsias de endoscopia y especimenes quirúrgi-
cos fueron analizadas por 2 patólogos expertos de forma
independiente (O.R, G.B). La histología se realizó utili-
zando coloración de hematoxilina y eosina siguiendo los
criterios de Lauren (19) para reportar el tipo de adenocar-
cinoma gástrico, la nomenclatura de Riddell (20) para el
grado de displasia, y la nomenclatura de Sydney (21) para
valorar tanto la densidad del infiltrado inflamatorio como
el grado de atrofia glandular. Las metaplasias por su par-
te se reportaron sobre la base de su morfología (22).

Southern Blotting y Dot Blot

Realizando modificaciones de protocolos estableci-
dos (23), aproximadamente 25 mg de tejido se utilizaron
para aislar ADN genómico (QIAamp DNA Mini Kit de
QIAGEN), obteniendo concentraciones promedio de
ADN de 400 ng/µl. Tanto la pureza como el rendimiento
del ADN del alto peso molecular obtenido se verificaron
mediante absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofo-
tómetro ultravioleta y posterior corrido electroforético en
un gel de agarosa al 0,8 % para evaluar la integridad del
mismo. A continuación se utilizaron 5 µg de ADN genó-
mico para realizar una digestión con 25 unidades de la
enzima de restricción Hinf I. Después de comprobar la
restricción, las muestras se corrieron en un gel de agaro-
sa al 0,8% durante 20 horas a 50V con lo cual se alcan-
zó una óptima resolución, y se realizó una transferencia
a una membrana de nylon positivamente cargada
(Hybond H+ Amersham) en buffer a pH neutro por 3 h
en aparato de blotting con bomba de vacío.

Posterior a la fijación del ADN a la membrana
mediante un crossslinker a 1.200 µJ/cm2, se realizó hibri-
dización a 42°C con sonda telomérica marcada previa-
mente en su extremo 5’ con digoxigenina. A continua-
ción se hizo una detección inmunológica con anticuerpo
dirigido contra digoxigenina y conjugado con fosfatasa
alcalina, utilizando lumiphos 530 como substrato de la
enzima y finalmente revelado al exponer la membrana a
una película de rayos X. Las respectivas películas
expuestas fueron digitalizadas usando un escaner y alma-
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cenadas en un computador. Posteriormente, las imágenes
de Southern blot fueron analizadas mediante el macro
Telometrics para el Programa NIH Image en Macintosh
(desarrollado en el Fox Chase Cancer Center, USA) (24).
El macro Telometrics proporciona los datos de media,
mediana, varianza y moda para cada uno de los carriles
al compararlos con las señales obtenidas en los carriles
de marcador de ADN de alto peso molecular.

Para el análisis por dot blot, se realizaron algunas
modificaciones a las condiciones ya reportadas en ensa-
yos spot blot para telómeros (25). En resumen, las mues-
tras de ADN (40 ng) fueron diluidas con 1,6 vol de 0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl, y desnaturalizadas a 56°C por 40
min. El aparato de dot blot fue ensamblado de acuerdo
con las instrucciones de la casa comercial. Las condicio-
nes de hibridización y deteccion fueron las mismas que
se utilizaron para el análisis por southern blot. Una vez
obtenidos los datos, cada membrana fue sometida a
remoción de sonda telomérica en solución de 0,01%
SSC, 0,5% SDS a 65°C por una hora y posteriormente
rehibridización utilizando una sonda control para el cro-
mosoma 19. La relación entre los valores de intensidad
relativa generados mediante la hibridización con el gen
de copia única y la hibridización con sonda telomérica,
da un estimativo de la cantidad de ADN telomérico pre-
sente en cada muestra.

Análisis Estadístico

La comparación de alteraciones en la LTM y las
variables clinicopatológicas tales como edad, tipo de
lesión precancerosa, y localización del tumor fueron rea-
lizadas mediante la pruebas estadística t de Student. Un
valor de P<0,05 se consideró como estadísticamente sig-
nificativo. Adicionalmente se estableció un análisis de
regresión para determinar la correlación de LTM anali-
zada por southern blot, y los datos de intensidad relativa
obtenidos por dot blot.

RESULTADOS

Del total de muestras señaladas con anterioridad, se
analizaron 57 con base en los criterios de inclusión y
exclusión: consenso de diagnósticos para los propósitos
del estudio, cantidad de muestra suficiente para análisis e
integridad de ADN. Se encontró que la longitud teloméri-
ca promedio para las 23 muestras provenientes de tejido
tumoral fue de 9,38 kilobases, con una desviación están-
dar de 3,86 kb, mediana de 8,28 kb, moda de 8,21 kb y
rango de 7,56-24,64 kb. La longitud telomérica promedio
de las correspondientes muestras de mucosa no tumoral
fue de 8,80 kb, con una desviación estándar de 0,46 kb,
mediana de 8,85 kb, moda de 8,87 kb y rango de 7,83-

9,56 kb. Del total de 6 casos de gastritis atróficas multi-
focales, se encontró una longitud telomérica promedio de
8,99 kb, con una desviación estándar de 1,34 kb, media-
na de 8,85 kb, y rango de 6,89-10,65 kb. El número de
metaplasias analizadas fue de 4, encontrándose una lon-
gitud telomérica promedio de 9,02 kb, con una desviación
estándar de 0,44 kb, mediana de 8,91 kb y rango de 8,61-
9,64 kb. Finalmente se encontró un caso de displasia el
cual tenia una longitud telomérica promedio de 8,0 Kb. Al
establecer las diferentes correlaciones, no encontramos
diferencias estadísticamente significativas entre las mues-
tras analizadas: Tumoral vs no tumoral: P: 0,53 (t test),
Tumoral vs gastritis: P: 0,71 (t test), Tumoral vs metapla-
sia: P: 0,70 (t test), Gastritis vs no tumoral: P: 0,58 (t test),
Metaplasia vs no tumoral: P: 0,40 (t test) y Metaplasia vs
gastritis: P: 0,97 (t test). Por último, tampoco se encon-
traron correlaciones significativas entre el análisis de lon-
gitud telomérica con las variables clinicopatológicas:
género (–0,003), edad (–0,03), localización del tumor
(cardial, fundocorporal o gastropilórica) (r=–0,13) y
finalmente diagnóstico histopatológico (r=–0,12).

DISCUSIÓN

El presente estudio, muestra que no hay diferencias
en cuanto a longitud telomérica promedio entre muestras
de tejido tumoral y tejido no tumoral ó con otras lesio-
nes. Igualmente no se encontró ninguna correlación entre
la longitud telomérica y variables tales como edad, diag-
nostico patológico específico y sexo, aunque es de resal-
tar que se encontró una mayor variabilidad en los valores
de longitud telomérica en el grupo de muestras tumora-
les que en las no tumorales. En otro estudio, las diferen-
cias de longitud telomérica entre las diferentes lesiones,
tampoco fueron significativas (26), probablemente debi-
do a que el número de muestras en cada subgrupo pato-
lógico también fue insuficiente para arrojar conclusiones
estadísticas. Por otra parte, aunque algunos trabajos
señalan que el acortamiento telomérico se correlaciona
con el estadio de progresión tumoral gástrica (27-29), no
hay una clara correlación del grado de longitud con la
expresión de telomerasa, poniendo de manifiesto la
necesidad de evaluar el papel que pueden jugar otros fac-
tores reguladores de la longitud telomérica. También se
ha reportado actividad telomerasa en mucosa gástrica
normal sin sobreexpresión en mucosa tumoral (30), lo
cual a su vez dificulta la interpretación de los estudios y
explica las diferencias señaladas.

Teniendo en cuenta que varios artículos teóricos y
experimentales, demuestran que los datos de longitud
telomérica derivados del Southern blot pueden tener dife-
rentes significados funcionales y estar sujetos a variacio-
nes interensayo (31), y que además esta metodología es
dispendiosa en cuanto a tiempo de realización, requirién-
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dose grandes cantidades de ADN (en el orden de los
microgramos), decidimos realizar el análisis de longitud
telomérica mediante otra técnica complementaria como
lo es el Dot blot, normalizando los datos de hibridización
mediante la utilización de una sonda control para el pro-
motor del gen ApoE. Esta metodología puede facilitar un
análisis de rutina en un gran numero de muestras y una
medición de la cantidad total de secuencias teloméricas
independiente del estado de degradación del ADN utili-
zando tan solo 40 ng. Nosotros logramos obtener una
buena correlación entre los datos obtenidos a través de
estas dos metodologías (r=0,86), validando los resultados
negativos obtenidos. La implementación de una metodo-
logía rápida y barata para la medición de longitud telo-
mérica como lo es el dot blot, es útil para el análisis de un
gran número de muestras de manera eficiente en otro tipo
de patologías en los cuales se sospecha que los telómeros
pueden ser importantes, incluyendo aquellos casos en los
que se tiene disponible una cantidad pequeña de material
biológico como es el caso de los tejidos de archivo.

Recientemente, también se ha implementado el uso
de metodologías más sensibles y costosas, tales como la
PCR en tiempo real (32), el FISH acoplado a citometría
de flujo (33,34) y el Q-FISH (35) que permiten, estimar
diferencias de longitud telomérica en cada cromosoma
individual, a diferencia del Southern blot que produce un
promedio de las longitudes en todos los cromosomas.
Incluso, también hay evidencia acerca de diferencias de
longitud entre pares de cromosomas homólogos, hacien-
do posible que la heredabilidad de las longitudes telomé-
ricas pueda tener un papel en cáncer (36). El uso de estas
tecnologías, permitirán aclarar los resultados encontra-
dos para cáncer gástrico, como ya ha sido posible para
otros cánceres epiteliales (37-40).

Por último, la caracterización de proteínas asociadas
al telómero sugieren que la regulación de la longitud y
estabilidad telomérica es más compleja de lo que se pen-
saba (41-44). Aunque también ha sido posible evaluar el
papel de algunas de estas proteínas en cáncer gástrico
(45-47), hay reportes con resultados contradictorios
(48,49), posiblemente debido a la utilización de técnicas
diferentes, por lo cual se considera que son aún prelimi-
nares para concluir su papel en cáncer gástrico.

En resumen, el análisis integral de la dinámica de
acortamiento telomérico, junto con el estudio de la acti-
vidad telomerasa y de los niveles de expresión de prote-
ínas asociadas al telómero contribuirán a aclarar el papel
de la inestabilidad telomérica en la progresión de la car-
cinogénesis gástrica.
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