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Expresion del citocromo p450 1A1
en enfermedad tumoral de tiroides

RESUMEN

Antecedentes: la enfermedad tumoral de tiroides es comtin, con preva-
lencia mundial de nédulos de 5% en mujeres y 1% en hombres; de 5
a 15% de los nédulos son malignos. Es la causa mas comin de cirugia
de cuello en el Hospital Central Militar. El citocromo p450 (CYP) es
una superfamilia de enzimas, importante en el metabolismo de téxicos
y farmacos, que presumiblemente activa carcinégenos; el CYP 1A1,
inducido por hidrocarburos aromaticos, esta asociado con céancer. Los
estudios de nédulos tiroideos, enfermedad tumoral benigna y cancer
no han tenido conclusiones definitivas.

Objetivo: verificar si la expresion del gen CYP1A1 estd sobrerregulada
en la enfermedad tumoral de tiroides maligna respecto a la enfermedad
benigna.

Material y método: estudio observacional, transversal, descriptivo
y analitico en el que se recolectaron 64 muestras de tejido, 32 de
enfermedad maligna y 32 de benigna; se extrajo ARN (con reactivo
Trizol) y se verifico su integridad; se realiz6 reaccion en cadena de la
polimerasa-trancriptasa reversa (PCR-RT) para la expresion génica de
CYP 1A1 y se aplicé estadistica.

Resultados: se extrajo ARN de 64 muestras, se realizé PCR-RT, con 59
muestras finales; en el andlisis estadistico se obtuvo p=0.3048, que
si bien no es estadisticamente significativa, corroboré una sobreex-
presion relativa del CYP 1A1 en enfermedad maligna versus benigna
(factor=1.968), lo que confirmé nuestra hipétesis.

Conclusiones: hipotetizamos una sobreexpresién de CYP 1AT en enfer-
medad tiroidea, y esto se comprobd, porque la expresion génica estd
aumentada respecto al gen endégeno GAPDH (glutaraldehido, fosfato
deshidrogenasa), en la enfermedad maligna y en la benigna; aun sin una
diferencia significativa entre éstas, existe sobreexpresion relativa numérica
de CYP 1A1 en la enfermedad maligna. Se requiere mayor investigacion
en genémica de la enfermedad tumoral de cabeza y cuello.

Palabras clave: tumores de tiroides, cancer de tiroides, citocromo P450
CYP 1AT1, expresion génica.

Expression of cytochrome p450 1A1 in
thyroid tumoral disease

ABSTRACT

Background: Thyroid tumor pathology is common, with a worldwide
prevalence of nodules of 5% in women and 1% in males, 5 to 15% are
malignant; is the most common cause of neck surgery at the Central
Military Hospital. Cytochrome P450 (CYP) superfamily of enzymes is
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important in the metabolism of drugs and toxic, presumably active
carcinogens. The CYP TAT induced by aromatic hydrocarbons has
been associated with cancer; studies in thyroid nodules, benign tumor
pathology and cancer have not had any definite conclusions.

Objective: To verify if the expression of CYP1AT1 gene is over-regulated
in malignant thyroid disease regarding benign.

Material and method: An observational, cross-sectional, descriptive
and analytical study in which 64 tissue samples were collected, 32 of
malignant disease, 32 of benign disease; RNA (Trizol) was extracted and
its integrity was verified; RT-PCR was performed for gene expression of
CYP 1AT1, statistical was applied.

Results: RNA was extracted from 64 samples, RT-PCR was performed,
with n=59 final; in statistical analysis p=0.3048 was obtained, although
not statistically significant, an over-expression of CYP 1AT1 relative in
malignant versus benign (factor=1.968) was confirmed, confirming
our hypothesis.

Conclusions: We hypothesize an over-expression of CYP 1A1 in thyroid
pathology, this was verified, gene expression is increased relative to the
endogenous gene GAPDH, both malignancy and benign; even without a
significant difference between these, there is a numeric over-expression
on CYP 1A1 in malignancy. Much more research is needed in genomic
tumor disease of head and neck.

Key words: thyroid tumors, thyroid cancer, cytochrome P450 CYP 1A1,
gene expression.

ANTECEDENTES

Los nédulos tiroideos son muy comunes; con el
advenimiento de técnicas de imagen mas sensi-
bles ha aumentado su incidencia; de acuerdo con
las guias de la Academia Americana de Tiroides
(ATA), un nédulo clinicamente palpable tiene
prevalencia mundial de hasta 5% en mujeres y
1% en hombres, y aumenta 19-67% con ayuda
de ultrasonido de alta resolucién.! En un estudio
realizado en el Valle de México, en 2011, con
2,401 sujetos, de los que 82% eran mujeres,
se identific6 una prevalencia por palpacién de
1% (34 nédulos) y por ultrasonido de 20% (471
nédulos).? La importancia clinica de los nédulos
tiroideos recae en la necesidad de excluir el
cancer de tiroides, que representa 5 a 15% del

universo de nédulos tiroideos, dependiendo de
la edad, el sexo, los antecedentes de exposicion
a radiacion, antecedentes familiares y diversos
factores, sobre todo ambientales. La prevalencia
se incrementa con la edad y es mds comun en
mujeres que en hombres.* La enfermedad tiroidea,
benigna y maligna, es susceptible de ser tratada
quirdrgicamente, la existencia de un nédulo
tiroideo per se no es indicacién de cirugia. En
el servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de
Cabeza y Cuello del Hospital Central Militar de la
Ciudad de México se consideran principalmente
las guias actualizadas de la ATA de 2009 para
establecer un plan de diagndstico y tratamiento.
Aunque no se tiene una estadistica actualizada
y reportada, se sabe que la cirugia de tiroides es
la cirugia de cabeza y cuello que ocupa el pri-
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mer lugar en incidencia en nuestro servicio. De
acuerdo con reportes previos de nuestro hospital,
la incidencia de tumores tiroideos difiere de otras
series, pues se reporta una relacién mujer:hombre
de incluso 9.8:1; en cuanto a la condicion oncolo-
gica, en un periodo de cuatro afios, 63% de toda
la afeccién quirdrgica fue benigna 'y 37%, malig-
na; por estirpe histoldgica, la afeccién benigna
mas frecuente es el bocio nodular y multinodular
(81%) y en afeccién maligna es el carcinoma
papilar (64%). La cirugia mas realizada contra
tumores benignos es la hemitiroidectomia, en
74% de los casos, y contra tumores malignos, la
tiroidectomia total con o sin diseccién de cuello,
en 86% de los casos.*

El cancer de tiroides bien diferenciado, que in-
cluye al cancer papilary al folicular, comprende
la mayor parte de todas las malignidades de
tiroides, hasta en 90%.°

Los citocromos P450 son miembros de una
superfamilia de hemoproteinas de peso de 50
kDa, que activan dioxigeno para catalizar la
oxidacién de hidrocarburos inactivados.® Acttian
en un amplio rango de compuestos exdgenos
y endégenos como sustratos de sus reacciones
enzimaticas; forman parte de las cadenas de
transferencia de electrones con multicomponen-
tes; constituyen el mayor complejo enzimatico
involucrado en el metabolismo de los farmacos
en nuestro organismo al tener un papel funda-
mental en la fase oxidativa del metabolismo
(fase 1).” Los citocromos P450 son enzimas
clave en el metabolismo de procarcinogénicos
en carcinogénicos, asi como en diversidad de
medicamentos antineopldsicos al tener partici-
pacién en la evolucion tumoral y en la respuesta
del tumor al tratamiento.?

EI CYP 1AT1 es una enzima extrahepdtica; es el ci-
tocromo extrahepatico mds comun; su expresion
constitutiva es muy baja, pero es muy inducible
por ligandos del receptor Ah, como hidrocarbu-
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ros aromaticos policiclicos, como en el humo del
tabaco. La enzima CYP1A1 es [a mas activa entre
los citocromos en metabolizar procarcinégenos,
particularmente hidrocarbonos en compuestos
intermedios altamente reactivos; al unirse éstos
al ADN forman aductos y contribuyen a la car-
cinogénesis.’ Su nombre oficial por convencién
mundial es citocromo P450, familia 1, subfamilia
A, polipéptido 1, otorgado por el HGNC (HUGO
Gene Nomenclature Committee).'

Tienen un papel importante en la activacion de
algunos procarcinégenos, convirtiéndolos en
metabolitos intermediarios que pueden unirse al
ADN vy originar mutaciones. Los polimorfismos
del citocromo P450 1A1 se han estudiado am-
pliamente y estan asociados con diversos tipos
de enfermedad tumoral, sobre todo en relacion
con el cancer de pulmén.™ Beresford, en 1993,
se pregunto si el CYPTAT es un amigo o enemigo
en la evolucién del cancer, y coment6 que se ha
expuesto a una prensa desacreditadora existien-
do evidencia contradictoria.™

En lo que respecta a la asociacién entre CYPTAT
y la enfermedad tumoral de tiroides, no existe
evidencia de peso al respecto que aclare el pa-
norama, puesto que la asociacion de exposicion
a hidrocarburos y tabaco tampoco esta estable-
cida. En un estudio brasilefio de 2010 se intent
aclarar la susceptibilidad de resultar con nédulos
tiroideos asociada con la expresion de genes,
entre ellos CYP1A1; los resultados genotipicos
mostraron polimorfismos predominantes en ti-
roides CYPTAT m1y CYPTA1 m2, en casos y en
controles, sin diferencia estadistica significativa
de expresion, y no se comprobé una asociacion
directa con la evolucion de la enfermedad.™

En un reciente reporte ruso de la primavera de
2014 se analizaron polimorfismos para diversos
genes en enfermedad tiroidea en general; el ané-
lisisde CYP1A1, CYP1A2, TPOy DIO2 se realizd
en mujeres de una industria, entre no afectadas
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y un grupo con enfermedad tiroidea; se reporté
asociacion de CYPTAT con bocio nodular y de
CYPTA2 con tiroiditis autoinmunitaria.’ Otro
estudio ruso acerca de la existencia de nédulos
tiroideos y nédulos reproductivos en mujeres
dedicadas a la industria de hidrocarburos su-
giere que la exposicion ocupacional a manejos
industriales peligrosos aumenta el riesgo de la
expresion de los genes estudiados, entre ellos
CYPTAT, y con esto, resultar con enfermedad
tiroidea y reproductiva.' Respecto a la afeccién
maligna, un estudio de 2008, efectuado en
poblacion saudi, reporta un incremento en el
riesgo de cancer de tiroides en sobrerregulacion
de CYPTAl y GSTT1."® Finalmente, otro estudio
brasileno de 2009 no encontré algin efecto
aditivo ni efectos combinados con otros genes
de riesgo de cancer de tiroides para CYPTAT."

El objetivo de este estudio fue determinar y
analizar el perfil de expresion génica relativa
del CYPTAT1 en tejidos tumorales de tiroides
malignos contra benignos.

MATERIAL Y METODO

Estudio observacional, transversal, descripti-
vo y analitico, con pacientes mexicanos con
diagndstico de enfermedad tumoral de tiroides
quirdrgica, benigna o maligna, que fueron
captados y operados en el servicio de Otorrino-
laringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello del
Hospital Central Militar de la Ciudad de México.
Se tomé una muestra del tejido tiroideo, obte-
nido como producto, ya sea de tiroidectomia
parcial o total. Los tejidos se clasificaron en los
diferentes tipos histolégicos por el departamento
de Patologia del Hospital Central Militar; con
base en lo anterior se formaron dos grupos: uno
de afeccion maligna y otro de afeccion benigna,
que se tomé como el grupo control.

Se captaron 26 muestras en un primer periodo,
comprendido de enero a noviembre de 2012

(grupo piloto) y se conjuntaron con 38 muestras
obtenidas entre noviembre de 2013 y octubre
de 2014, con 64 muestras de tejido inicial-
mente llevadas para su andlisis; sin embargo,
cinco muestras se eliminaron durante la etapa
de experimentacién, obteniéndose finalmente
59 resultados de expresion, 30 del grupo de
enfermedad maligna y 29 del grupo control
(enfermedad benigna).

Se seleccionaron para participar en el estudio
todos los pacientes a ser operados de alguna
variedad de tiroidectomia en los periodos men-
cionados y que firmaron su consentimiento, de
los que se obtuvo una muestra satisfactoria de
tejido de tiroides.

Criterios de inclusion

Se incluyeron 38 muestras de tiroides obteni-
das del mismo niimero de pacientes sometidos
a tiroidectomia total o parcial en el Hospital
Central Militar de la Ciudad de México, en el
periodo comprendido de noviembre de 2013 a
noviembre de 2014. Se incluyeron 26 muestras
de tiroides obtenidas de pacientes participantes
en el estudio piloto, en el periodo comprendido
de enero a noviembre de 2012; todos los pa-
cientes firmaron su consentimiento validamente
informado.

Criterios de exclusiéon

Se excluyeron seis pacientes captados inicial-
mente en la clinica, pero por diversas razones
no se obtuvo la muestra de tiroides en fresco en
quiréfano.

Criterios de eliminacion

Se eliminaron cinco pacientes durante el periodo
de experimentacion, dos de ellos debido a que du-
rante la etapa de replicacion de ADN en PCR-RT
no se obtuvo una replicacién, y tres mds debido
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a que no tuvieron expresioén adecuada del CYP
1AT1, por lo que ésta fue imposible de analizar;
en estos casos, s6lo se expreso el gen endégeno.

Materiales

La principal materia prima fueron las muestras
de tejido tiroideo humano, que se obtuvieron
como producto de tiroidectomia parcial o total
de pacientes a los que se les realizo este procedi-
miento en el Hospital Central Militar de la Ciudad
de México y que firmaron su hoja de consenti-
miento vélidamente informado en los periodos
comprendidos de enero a noviembre de 2012
y de noviembre de 2013 a octubre de 2014. La
expresion de CYPTAT se obtuvo en colaboracion
estrecha con el Laboratorio Multidisciplinario de
Investigacion de la Escuela Militar de Graduados
de Sanidad (EMGS). Se utilizaron diversos equipos
y reactivos concentrados en el Laboratorio Mul-
tidisciplinario de Investigacién de la institucién.

Método

Captacion de pacientes: se vigilé la programa-
cién diaria del quiréfano durante los periodos
establecidos y previo a la cirugia se selecciona-
ron los pacientes en estudio que serian sometidos
a cirugia de tiroides, abordandolos en la vispera
de la cirugia; los datos se ingresaron a una base
de datos y se prepararon las condiciones para la
obtencién de las muestras.

Recoleccion de los datos clinicos: los datos
clinicos y patolégicos se recolectaron mediante
interrogatorio directo de cada paciente previo a
la cirugia y mediante la busqueda en el archivo
clinico fisico y electrénico del Hospital Central
Militar; se elaboraron concentrados de datos en
tablas que incluyeron nombre, matricula, edad,
sexo, grupo étnico, residencia, comorbilidades,
antecedentes familiares de malignidad, indice de
masa corporal, concentraciones séricas de TSH'y
FT4, etilismo, tabaquismo, consumo de drogas,
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exposicion a radiacién, biopsia por aspiracion
con aguja fina, cirugia realizada, reporte defini-
tivo de patologia, escala TNM y estadio clinico.

Obtencion de muestras de tejido: se procedié
a coordinar la captacién de muestras de tejido
de tiroides mediante técnica estéril; de la pieza
obtenida se tomé un fragmento compatible al
tamafio de la mitad de una alubia, porque la
muestra necesaria es de 100 mg; las muestras
se guardaron en criotubos de 2.0 mL (Corning
Inc., EUA) y se procedié a conservar éstos en el
congelador del refrigerador convencional del
quiréfano 7 del Hospital Central Militar de la
Ciudad de México; luego se trasladaron los crio-
tubos en un recipiente térmico lleno de hielo (°0)
al Laboratorio Multidisciplinario de Investigacion
en la EMGS, donde de inmediato se conservaron
a unatemperatura de -70°C en el ultracongelador
Revco® (Legaci ULT2186 3-35 Dupont SVVA
Refrigerants), donde permanecieron desde la
fecha de obtencién y hasta su procesamiento.

Andlisis por reaccion en cadena de la
polimerasa-transcriptasa reversa en tiempo real

Técnica de extraccion de ARN

Las muestras de tejido tiroideo congeladas se
extrajeron del ultracongelador, donde se mantu-
vieron a una temperatura de -70°C. La cantidad
de tejido necesaria para realizar la extraccion de
ARN es de 100 mg para la técnica de extraccion
con trizol (Tri Reagent® Solution AMBION), aun-
que no se requiere toda esa cantidad.

Se tomaron las muestras con técnica estéril, se
dividierony se usé un aproximado de 50 mg que
se peso en una bascula de precision. Después,
las muestras se colocaron en tubos de ensayo
(10 x 100 mm) libres de ribonucleasas (lavados
previamente con NaOH 0.8 M vy esterilizados
por calor), se les adicion6 0.1 mL de trizol y
se homogenizaron con ayuda de un politrén
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(Omni pH International) por cinco minutos,
hasta observar la muestra licuada en su tota-
lidad; a continuacion la mezcla se colocé en
un tubo Eppendorf limpio de 1.5 mL y libre de
ribonucleasas y se dej6 actuar el reactivo durante
cinco minutos a temperatura ambiente. Luego
de ese tiempo, se centrifugd a 12,000 g por 15
min a 4°C; al término de la centrifugacion se
recolectd el supernadante y se traslad6 a otro
tubo Ependorff de 1.5 mL, libre de ribonuclea-
sas; se agregaron 150 pL de cloroformo grado
moleculary se mezcl6 vigorosamente durante 15
segundos para después dejarla incubando a tem-
peratura ambiente durante 15 min. Al finalizar
este tiempo, se pudieron observar dos fases; se
centrifugdé nuevamente a 12,000 g por 15 min a
4°C; se tomo la fase acuosa superior, se trasladé
a otro tubo Ependorff y se le agregaron 500 pL
de alcohol isopropilico; se mezclé en la agita-
dora voticial por 10 segundos y se dejé incubar
a temperatura ambiente durante 10 minutos,
después se centrifugd a 12,000 g por 10 min a
4°C. Posterior a este paso se pudo observar una
pequeia pastilla de aspecto viscoso, se decant6
el sobrenadante y se lavé con etanol a 75%; este
paso se realizo al centrifugar a 7,500 g durante
cinco minutos; se decantd el sobrenadante y
se dejo secar la pastilla durante cinco minutos.
Finalmente se agregaron 80 pL de agua libre de
nucleasas y la muestra se guardé a -70°C.

Cuantificacion del ARN por espectrofotometria

Para determinar las concentraciones de ARN
total se utilizé una técnica mediante espectro-
fotometria con un nanofotémetro electrénico
automatizado (Thermo Scientific, modelo Nano-
drop1000, serie 1371); aunado con el programa
de éste, se utilizd para esta prueba 1 pL del ARN
extraido, cuantificado en pg/pL, considerando
siempre en indice de pureza (indice de absor-
bancias) 260/280, reportado también por el
programa; la pureza se considera aceptable por
arriba de 2 para ARN.

Verificacion de la integridad del ARN en geles de
agarosa a 1.5%

Para esto, se procede a la visualizacion del ARN.
Del total extraido de las muestras de tejido tiroi-
deo se tomaron 6 pL y se mezclaron con 1 pL
de amortiguador de carga a cada uno; luego se
depositéd la mezcla de cada una de las muestras
en los diferentes pozos del gel de agarosa (In-
vitrogen™), que previamente se sumergi6 en el
amortiguador TBE (Tris/Borate/EDTA) (J.T. Baker®)
para ser corrida; también se cargé el marcador
de una kilobase, que fue un indicador del peso
del ARN en pares de bases (pb) y se sometio a
una carga (de - a +) de 60V, correspondiente a
20 miliamperes, aproximadamente, durante 20
minutos: posteriormente el gel se expuso a luz
UV (EDAS 290 Kodak), con lo que se revelaron
las bandas (28S y 18S) de ARN y se les tomaron
fotografias con el programa Kodak.

Disefio y validacion de iniciadores especificos

El disefio de los iniciadores especificos del gen
de los CYP 1AT1 (Cuadro 1) se realizé con el pro-
grama Oligo Explorer. La secuencia se obtuvo
del GenBank™. La busqueda de la secuencia se
hizo en la pagina web http:/www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/ para confirmar su especificidad. Al
usar el programa Oligo Analyzer y PDRAW se
corroboraron las caracteristicas del primer gen;
esto fue un paso determinante para estandarizar
los parametros que se utilizaron en la PCR-RT en
tiempo real.

PCR en tiempo real (protocolo Rotor-Gene 3000)

Las reacciones de la PCR-RT en tiempo real se
realizaron con 16 pL de ARN extraido de los
tejidos estudiados previamente, se estandarizé
a la misma concentracién cada una de las
muestras, a 20 ng/pL; las diluciones para la
validaciéon del control interno, cuantificacién
absoluta y la determinacion de las eficiencias
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Cuadro 1. Secuencias disefiadas para los CYPs (Homo
sapiens)

CYPs Secuencias Ampliacion ARNm
(pb) (pb)
1A1T  5-TTCTTCGCTACCTACC- 161 2354
CAAC-3’
5-CTGCTTCTCCTGACAG-
TGC-3'

de todos los iniciadores especificos se efectua-
ron con el equipo SuperScriptTM Il Platinum®
SYBR® One-Step qRT-PCR Kit with ROX (Invi-
trogen, Carlsbad, CA), que es una mezcla de
reaccién que contiene un complejo de Taq
ADN polimerasa (platinum) con anticuerpo que
inhibe la actividad a temperatura ambiente; este
anticuerpo es desnaturalizado en la fase inicial
del ciclo de la PCR (95°C a los cinco minutos).
Los siguientes componentes de la reaccion se
prepararon a una concentracién final: de la
mezcla de reaccion de 6.25 pL 2X SYBR® Green
| (amortiguador contenido en SYBR® Green |
dye) 0.4 mM por cada dNTP y 6 mM MgSO4
(ROX Reference Dye), que es un estabilizador
del amortiguador (1X), 4 pL ARN total, 0.25
pL SYBR® Green One Step Enzime Mix (con-
tenida en SuperScriptTM Il RT Platinum® Taq
DNA polymerase) e inhibidor de ribonucleasa
(recombinante de ribonucleasa), 0.4 pL MgCI2
(50 mM), 0.4 pL del primer forward (0.4 pM),
0.4 pL del primer reverso (0.4 pM) y 0.8 pL
de agua libre de ribonucleasas (12.5 pL de la
mezcla reaccion final) y llevados a tubos de 100
pL. La reaccién se someti6 en un inicio a 52°C
durante 10 minutos, para la sintesis de ADN, y
a 94°C por cinco minutos, para el inicio de la
actividad de la Taq polimerasa (platinum Taq) y
la predesnaturalizacién del hibrido ARN-cADN,
seguido de los ciclos de amplificacion de la PCR
con 40 ciclos, consistente cada ciclo de 95°C
por 20 segundos (s), 57°C por 20 s y 72°C por
20 s. El paso de la curva de fusién se esperaba
que tuviera un intervalo de temperatura de 60-
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98°C, con incremento de temperatura de 0.1°C
por segundo y finalmente un paso a 40°C. Para
la cuantificacién absoluta fue necesario deter-
minar el ciclo umbral (Ct) para cada trascrito.
La expresién del citocromo estudiado se cuan-
tificé con el modelo estadistico (REST®) para el
andlisis de las eficiencias y la cuantificacion
relativa del citocromo estudiado. Para visuali-
zar la amplificacién del primer citrocromo, el
producto de la qRT-PCR se corrié en un gel de
agarosa a 2.5%, siguiendo el procedimiento
mencionado.

Andlisis PCR-RT en tiempo real

Los datos de la cuantificacién absoluta del
citocromo se realizaron mediante el progra-
ma Rotor-Gene 6.0 (Corbett Life Science,
Sidney, Australia). Los datos se graficaron con
este programa y se exportaron a una tabla de
Excel, con regresiones lineales similares para
la eficiencia del primer citocromo, donde se
comparoé la concentracién logaritmica contra
el Ct, y los datos de las curvas de calibracién
para los citocromos estudiados y el gen GA-
PDH se analizaron con el mismo programa.
Para la validacién se us6 el modelo estadistico
BestKeeper Gene; la eficiencia correspondien-
te al primer citocromo se calculé de acuerdo
con la ecuacién 1, usando REST®. A. Las in-
tensidades de la fluorescencia relativa (Rf) se
graficaron contra el nimero de ciclos de la
PCR por cinco diferentes nimeros calculados
de patrones moleculares de ARN con intervalo
de 0.001 a 10 ng/mL del total de ARN aislado
de las muestras por el gen GAPDH.

Al continuar con el protocolo de la PCR-RT en
tiempo real, las muestras se sometieron a un
protocolo de disociacién con temperatura de
60 a 98°C y se indicé el nimero de productos
existentes en cada reaccién con el producto
esperado (control negativo).
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Analisis de datos

Plan de analisis: se conjunté en un cuadro toda
la informacién clinica relevante obtenida en el
interrogatorio de los pacientes y en su archivo
clinico posterior a ser intervenidos quirdrgi-
camente. Los resultados de expresién relativa
de citocromo P450 1AT se conjuntaron en un
cuadro y se compararon en ambos grupos.

Andlisis estadistico: se aplicaron medidas de
tendencia central y de dispersion. Se ana-
lizaron las frecuencias y porcentajes de los
datos clinicos cualitativos y cuantitativos y
se realizaron cuadros de contingencia con el
programa estadistico SPSS ver. 19; el andlisis
especifico de la expresion génica relativa se
realiz6 mediante el modelo estadistico especi-
fico para expresion génica REST® basado en el
método Pfaffl,'® que en este casos esta basado
en la plataforma de Excel, pero con algoritmos
matematicos avanzados y exclusivos para la
expresion génica.

RESULTADOS
Muestreo final

Se consideraron las 26 pruebas corridas en el
estudio piloto realizado en 2012 y se corrobo-
raron los datos clinicos de los pacientes al tomar
en cuenta los valores de extraccién de ARN y su
expresion génica relativa en Ct. Se obtuvieron 38
muestras en total de tejido tiroideo del mismo
nimero de pacientes en el periodo de estudio.
Al realizar un tamafo de muestra total inicial de
64, éste se dividio en dos grupos respecto a su
diagndstico histopatolégico: uno de enfermedad
maligna, con 32 muestras, y uno de enfermedad
benigna, con igual nimero de muestras; sin em-
bargo, durante el periodo de experimentacion en
laboratorio se eliminaron cinco muestras: dos
debido a la falta de replicacién de ADN durante
PCR-RT vy tres por falta de expresion especifica

del gen problema, por lo que el nimero de
muestra final quedé en 59.

Caracterizacion de la muestra

De una muestra inicial de 64, 32 pacientes tu-
vieron enfermedad maligna y 32, enfermedad
benigna; se realizaron las asociaciones por
grupos de acuerdo con los datos clinicos, sepa-
randolas y analizandolas de acuerdo con el sexo,
edad, antecedentes crénico-degenerativos, entre
otros factores, asi como un analisis epidemiol6-
gico superficial de las variables no principales
del estudio que constituyeron los siguientes
datos clinicos y de esta manera caracterizar el
comportamiento de nuestra muestra:

Edad: se obtuvo una muestra heterogénea res-

pecto a las edades, con minima de 23 afos y
maxima de 82; media de 55 anos (Figura 1).

Histograma

Frecuencia

20 40 60 80
Edad
Media= 54.23
Desviacion éptica= 13.965
N= 64

Figura 1. Distribucién de los pacientes por edad.
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Respecto a los grupos de estudio, las edades fueron
muy similares, con media de 54.81 para enferme-
dad malignay de 53.66 para enfermedad benigna.

Sexo: se mantuvo el predomino femenino, con
80% por ciento de los casos contra 20% de hom-
bres, en una relacién mujer:hombre de 3.9:1.

Respecto a enfermedad benigna y maligna, en
este rubro hubo una ligera variacién respecto a
la tabla general; en la enfermedad benigna, sélo
6% eran hombres, mientras que en la enferme-
dad maligna 34% eran de sexo masculino.

Grupo étnico: todos los pacientes se considera-
ron mestizos porque sus caracteristicas raciales
no diferian de la generalidad de la poblacion
mexicana; por tanto, no hubo ninguna variacién
atribuida a algtin grupo étnico en particular.

Zona endémica de bocio: esta variable es de
importancia relativa porque persisten zonas
endémicas de bocio en nuestro pafs, en las que
esta afeccion tiroidea es un problema de salud
publica; al respecto se encontré que 78% de la
poblacién no procedia de las dreas endémicas,
por lo que la enfermedad tiroidea en dreas no
endémicas parece ser mas relevante, la mayoria
de los pacientes procedian del Estado de México
y del Distrito Federal.

Indice de masa corporal: algunos estudios rela-
cionan de manera directa diversos tipos de cancer
con la obesidad, por lo que esta variable es rele-
vante para nuestro estudio. En la muestra general
encontramos que la mayoria de la poblacién
estudiada tenfa sobrepeso u obesidad (Cuadro 2).

Antecedentes familiares: se han descrito diver-
sas asociaciones familiares, inclusive cancer
medular de tiroides de tipo familiar, por lo que
esta variable es relevante siempre que se hable
de enfermedad tumoral; en nuestro grupo de
estudio no se encontré ningln caso de cancer
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Cuadro 2. Frecuencia de sobrepeso, obesidad y peso normal,
de acuerdo con el indice de masa corporal

indice de masa corporal Frecuencia (n)

Normal 24
Sobrepeso 24
Obesidad 16
Total 64

familiar y un porcentaje menor de pacientes
(19%) tenia antecedentes familiares de cancer
de cualquier tipo.

Antecedentes patoldgicos: los antecedentes de
enfermedades siempre son relevantes en un
estudio clinico, ya sea para fines de tratamiento
o de investigacion; por ello se interrogé a cada
paciente y se encontré que 44 no tenia ningln
antecedente, mientras que el resto si; las en-
fermedades mas prevalentes fueron diabetes
mellitus tipo 2 e hipertension arterial sistémica
con comorbilidades diversas.

Adicciones: respecto a esta variable, que com-
prende tabaquismo, etilismo y consumo de
drogas, se obtuvieron resultados variables y no
parece existir una asociacion clara con la enfer-
medad de tiroides (Cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de adicciones en la muestra general

Tabaquismo
Negativo 53
Positivo 11
Total 64
Etilismo
No 58
Ocasional 2
Si 1
Social 3
Total 64
Consumo de drogas
No 62
Si 2
Total 64
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El tabaco esta asociado con diversos tipos de
cancer; en comparacién con el grupo de en-
fermedad benigna, hubo mayor prevalencia de
fumadores en el grupo de enfermedad maligna,
de 9 contra 25%, respectivamente.

Exposicion a radiacion: es un factor comprobado
que aumenta la incidencia de cancer de tiroi-
des; en este estudio s6lo hubo un caso, de una
paciente ex trabajadora del area de la salud con
exposicion comprobada a radiacion durante afios.

Perfil tiroideo: la determinaciéon de hormonas
tiroideas es el primer estudio indicado luego de
detectar la existencia de un nédulo tiroideo; en
nuestro servicio, por protocolo, se realiza en to-
dos los pacientes. Generalmente, la enfermedad
quirdrgica de tiroides no tiene alteraciones tan
notorias en este perfil; en el grupo de estudio se
observé que pocos pacientes tenian concentra-
ciones fuera de la normalidad (Figura 2).

Estudio histopatolégicos y citolégicos: los repor-
tes citolégicos de la biopsia por aspiracién con
aguja fina son la primera gufa para decidir la
intervencion terapéutica; el reporte definitivo de
patologia permite normar la conducta a seguir
con el paciente, luego de la cirugia. En este es-
tudio se tomd biopsia por aspiracién con aguja
fina en la mayorfa de los pacientes, previo a su
cirugia; los diagndsticos reportados se muestran
en el Cuadro 4.

El reporte histopatolégico definitivo marca el
criterio a seguir en el tratamiento de cada pa-
ciente y el pronéstico de éste. Nuestro estudio
permitid, ademas, clasificar a los pacientes en
los grupos de enfermedad benigna y maligna; se
analizé la frecuencia de los diagndsticos, mismos
que aparecen por grupos en los Cuadros 5 y 6.

Clasificacion TNM y estadio clinico: los pacientes
con enfermedad maligna se ordenaron respecto
a su clasificacién oncoldgica, lo que mostro este

comportamiento: el mas prevalente al momento
de la cirugia fue el T4aN1bM0 y el estadio clini-
co mas frecuente fue IVa, debido probablemente
a que se trataba de una afeccién silente a lo largo
del tiempo y se detecté en etapas avanzadas
(Figuras 3 y 4).

Tipo de cirugia realizada: aunque este dato no
tiene relevancia significativa en el estudio, nos
indico la actividad quirdrgica realizada en el ser-
vicio de Otorrinolaringologfa y Cirugia de cabeza
y Cuello del Hospital Central Militar de México
(Figura 5).

Extraccion de ARN

Se procedi6 a la extraccién del ARN del tejido
de las 38 muestras obtenidas en este periodo
de estudio. La extraccién se realiz6 mediante
la técnica de Trizol; al finalizar el proceso se
cuantificé el ARN por espectrofotometria con
ayuda del Nanodrop 1000 y luego se verificé la
integridad del ARN de las muestras mediante la
utilizacion de gel de agarosa, con su posterior
visualizacién con luz ultravioleta (Figura 6).

Una vez verificada la integridad del ARN de las
muestras, se cuantificé el ARN mediante nano-
espectrofotometria, verificando el indice de
pureza; los resultados obtenidos se comunican
en el Cuadro 7.

Debido a la gran variacién en cuanto a la cuan-
tificacion de ARN total entre cada una de las
muestras, éstas se llevaron, mediante diluciones,
a una concentracién igual, que se establecié en
20 ng/pL, ideal para realizar l[a PCR-RT.

Expresion relativa de CYP1A1 en enfermedad
maligna mediante PCR-RT

Se realiz6 PCR-RT, de donde se obtuvieron los
valores de Ct para todas las muestras que tu-
vieron una amplificacion adecuada y expresién
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Figura 2. Concentraciones representativas de hormonas toroideas en cada muestra.

génica del CYPTAT respecto al gen endégeno
GAPDH; esto se realizé por duplicado en las
primeras 44 muestras y por triplicado en las
Gltimas 20; en este proceso se eliminaron cinco
muestras, por lo que se finalizd con un total
de 59 muestras; de éstas, 30 correspondieron
a enfermedad maligna y 29 a enfermedad be-
nigna. Durante el procedimiento se evaluaron
las curvas de replicacion y curvas Melt; estas
Gltimas representan el punto de desnaturali-
zacion de las protefnas contenidas en cada
muestra (Figuras 7 y 8).

Las concentraciones promedio de Ct (cuantifi-
cacion relativa) se representan en el Cuadro 8.

Los valores de Ct de cada una de las muestras
se normalizaron al restar el valor del Ct del gen
endogeno GAPDH; de esta manera se obtuvie-
ron gréficas de la expresion normalizada para el
grupo de enfermedad maligna y para el grupo
control (Figuras 9 a 11).

Con los valores de Ct se procedi6 a realizar el
analisis final mediante el modelo matematico
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Cuadro 4. Diagndstico por biopsia por aspiracion con
aguja fina

BAAF Frecuencia

Atipias 3
Bocio 21
C. folicular 3
Carcinoma papilar de células T 18
Hiperplasia 4
Insufici 1
Les fol 1
Mets. Ca 1
Neo fol 2
No concluyente 4
No realizado 2
Poco diferenciado 1
Quiste 2
Tiroidititis 1
Total 64

Cuadro 5. Frecuencia de diagndsticos definitivos de enfer-
medad maligna

Malignidad Frecuencia (n)

Carcinoma diferenciado 1
Carcinoma pap, c/desdiferen 1
Carcinoma medular 3
Carcinoma papilar 24
Linfoma no Hodgkin 1
Microcarcinoma papilar 2
Total 32

Cuadro 6. Frecuencia de diagnésticos definitivos de enfer-
medad benigna

Benignidad Frecuencia (n)

Adenoma de cel. hur

W

Adenoma folicular

—
=

Bocio multinodular
Bocio nodular
Hiperplasia adenomatosa
Nédulo adenomatoide
Nédulo adenomatoso
Tiroiditis granuloma
Tiroiditis linfocitica

—_ = =N W NN

Tumor folicular
Total

w
N

Frecuencia

<222 22220 =Cc2 Q2 =
> 2232223323233z
SE89E5;8 3328
FiédngEzRr3iss%5%
) <
= = 2 }—'_'j'jlj
H TNM

Figura 3. Clasificacion TNM de enfermedad maligna;
en este caso, el mds prevalente resulté T4aN1bMO.
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Figura 4. Estadios clinicos encontrados en el grupo
de enfermedad maligna.

de expresion relativa del protocolo REST®®, que
a su vez estd basado en la publicacién original
de Pfaffl, lo que permitié obtener los resulta-
dos finales de expresion relativa del CYP 1A1
normalizado con el gen enddgeno vy, a su vez,
comparado entre ambos grupos de estudio, lo que
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Figura 5. Frecuencia de cirugfas realizadas durante
el estudio.
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Figura 6. Integridad del ARN corrido sobre un gel de
agarosa con muestras de cinco pacientes y el marca-
dor preestablecido. Se aprecian dos bandas en cada
paciente, que es caracteristica de las unidades del
ARN 285y 18s.

finalmente reporté una sobreexpresién del CYP
1A1 en enfermedad tumoral maligna de tiroides
sobre la enfermedad benigna con un factor de
1.968; a pesar de que por este método estadistico
se obtuvo p=0.3048, que resultd no ser estadisti-
camente significativa, se corroboré una tendencia
a la sobreexpresion del CYP1AT1 en el grupo de
enfermedad maligna. De esta manera finaliz6 el
analisis de expresion (Figura 12).
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Cuadro 7. Cuantificacién de ARN total por cada muestra
de tejido

Enfermedad malina

Enfermedad benigna

Muestra ng/pL Muestra ng/puL
1 656.98 1 614.35
2 610.47 2 640.03
3 616.28 3 10.18
4 378.88 4 687.51
5 4.85 5 601.75
6 490.80 6 560.08
7 661.35 7 684.11
8 240.31 8 703.50
9 733.05 9 610.47
10 52.33 10 129.85
11 35.36 11 688.96
12 1777.7 12 86.24
13 1799.5 13 629.37
14 2921.6 14 696.71
15 2357.6 15 454.46
16 2518.7 16 743.4
17 2498.1 17 2124.0
18 2157.7 18 2397.8
19 2427.3 19 2327.0
20 2193.7 20 118.6
21 102.7 21 2271.5
22 69.95 22 2767.1
23 428.74 23 2220.2
24 435.79 24 396.62
25 100.87 25 1606.27
26 931.97 26 564.08
27 756.14 27 1095.87
28 702.91 28 50.98
29 640.19 29 325.58
30 273.42 30 144.50
31 607.98 31 543.74
32 1557.17 32 372.52

Promedio 991.8871875 Promedio  870.8540625

Promedio= 931.370625 DE (+) = 843.3160353

La concentracién de ARN se cuantificé utilizando el espec-
trofotémetro NanoDrop 1000 versién 3.7 (Thermo scientific,
Del., EUA). Este cuadro comunica la concentracién en na-
nogramos por microlitro de ARN presente en cada muestra.
Se muestra el promedio por grupos, promedio general, t de
Student y desviacion estandar general.

DISCUSION

La enfermedad tumoral de tiroides es la prin-
cipal causa de cirugia de cuello en el servicio
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Figura 7. Ejemplo de curvas de replicacion de PCR en
el programa del Roto-gene 300, con la linea threshold
en la intercepcién de la fase logaritmica de cada una
de las muestras que corresponde al Ct.

Figura 8. Ejemplo de curvas Melt, donde se aprecia la
diferencia entre puntos de desnaturalizacion por calor
de los diferentes componentes; en este caso, CYPTAT
en el pico menor y GAPDH en el més alto.

de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y
Cuello del Hospital Central Militar de México,
DF; por ello, cualquier estudio que se realice
en esta area es de suma relevancia para ampliar
nuestro conocimiento acerca de este padeci-
miento. Aunque las causas de que una persona
sana resulte con cancer de tiroides, o bien, que
una enfermedad benigna se malignice ain no
estan bien establecidas, existen abundantes
publicaciones al respecto, con estudios epide-
mioldgicos, clinicos, toxicoldgicos, moleculares,
genéticos, etcétera, porque en todo el mundo se

Cuadro 8. Expresién génica relativa (Ct) obtenida de cada una
de las muestras y por grupos; al final se indica el promedio

Muestra de Muestra de
enfermedad enfermedad
maligna benigna
1 32.34 1 29.85
2 32.63 2 30.53
3 32.33 3 32.68
4 26.76 4 28.54
5 31.56 5 28.16
6 30.81 6 32.34
7 36.11 7 34.12
8 33.78 8 31.83
9 35.17 9 32.93
10 28.63 10 31.99
11 39.04 11 41.93
12 33.06 12 37.36
13 33.36 13 36.03
14 28.30 14 33.57
15 33.81 15 32.71
16 37.07 16 31.06
17 33.40 17 31.49
18 27.67 18 27.19
19 30.25 19 31.17
20 29.53 20 33.02
21 25.26 21 25.63
22 22.22 22 30.29
23 26.89 23 23.47
24 21.90 24 23.30
25 17.37 25 26.06
26 16.99 26 17.68
27 16.80 27 20.58
28 17.15 28 17.39
29 18.40 29 15.72
30 16.32 Promedio  29.26275862

Promedio  28.16283333

intenta conocer mucho mas acerca el cancer,
con el fin de poder atacarlo desde sus bases. El
estudio genético y molecular de una afeccion se
ha convertido en un area obligada si se desean
conocer las respuestas a todos los cuestiona-
mientos al respecto.

Nuestro estudio es una compilacién de dos
trabajos: el primero es un estudio piloto reali-
zado en México acerca de la asociacién entre
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Figura 9. Expresion relativa de CYP TA1 ya normali-
zado con el GEN endégeno GAPDH en el grupo de
enfermedad benigna.
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Figura 10. Expresion relativa de CYP 1AT ya norma-
lizado con el gen endégeno GAPDH en el grupo de
enfermedad maligna.

cancer de tiroides y citocromos; éste se realiz6
en nuestro servicio.

Al tener una ampliacién de criterios, informa-
cién y nimero de muestras por nuestro grupo de
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Figura 11. Representacién del promedio de Ct entre
ambos grupos de estudio. Se muestra una minima
diferencia entre ellos.
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Figura 12. Representacién final de la expresion relativa
de CYP 1AT1, que muestra la sobreexpresion de éste
en el grupo de enfermedad maligna respecto al grupo
de enfermedad benigna.
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trabajo, las conclusiones del estudio piloto arro-
jaron una posible sobreexpresién de CYP1AT
en enfermedad tumoral benigna, mas que en la
enfermedad tumoral maligna. En nuestro andli-
sis, considerando los resultados que llevaron al
anterior argumento, llegamos a una conclusién
totalmente diferente, porque la sobreexpre-
sién se corroboré en la enfermedad tumoral
maligna; sin embargo, no existe diferencia
significativa entre estos grupos, por lo que el
peso de nuestras conclusiones no es el que se
esperaba para considerarlo un punto pivote o un
blanco para futuros tratamientos mediante blo-
queo genético; mas adn: el tamano de nuestra
muestra es limitado para obtener conclusiones
de peso vy, en algiin momento, también poder
afirmar que la evidencia no muestra diferencia
entre los grupos. Probablemente, un punto de
mayor relevancia serfa contar con un grupo de
pacientes sanos para establecer una expresion
basal de CYP 1AT, asi como una expresion
relativa para enfermedad benigna y maligna;
esto Gltimo no parece tener un panorama éti-
co adecuado, pues no se podrian obtener las
muestras necesarias para realizar un estudio
de estas caracteristicas. En realidad existe poca
investigacién en el mundo respecto a la asocia-
cién directa del CYP 1A1 y enfermedad tiroidea;
hay més investigacion respecto a otros diversos
tipos de cancer y su asociacién con citocromos,
especificamente con CYP 1AT, pero ésta no ha
sido concluyente, lo que sugiere la necesidad
de mayor investigacion al respecto.

En un metandlisis realizado en China, Wu, Liuy
Huang sugieren que CYPTAT, en sus polimorfis-
mo Mspl y lle462Val, contribuye a incrementar la
susceptibilidad a cancer en general en poblacion
asidtica; en nuestro estudio no podriamos llegar a
una conclusién tan determinante, porque nuestro
resultado no es estadisticamente significativo y
la sobreexpresion respecto al gen enddgeno es
apenas ligeramente superior en la enfermedad
maligna. En el estudio de He y colaboradores,

de 2013, se comenta que respecto a leucemia,
cancer de vejiga y cancer de tiroides existen
resultados heterogéneos, por lo que no se pue-
de concluir una asociacién del polimorfismo
CYP1AT T3801C en la evolucién de este tipo
de tumores, aunque si en otros, como cancer
de pulmén, hepatocelular, cancer de cabeza y
cuello. Nuestro estudio no puede concluir con
una asociacién entre CYP 1A1 y cancer, al igual
que el estudio de He y colaboradores, por lo que
se requiere mas investigacion al respecto.

En Rusia, Kochetova y su grupo, en un estu-
dio publicado en junio de 2014, encontraron
asociacion de CYP 1AT1 con el riesgo de tener
bocio, sin comentar riesgo de enfermedad ma-
ligna; esto podria trasladarse a nuestro estudio,
porque encontramos que existe sobreexpresion
de este gen en enfermedad maligna y benigna,
y la diferencia entre éstas no fue significativa;
de hecho, las conclusiones del estudio piloto de
2012 en nuestro servicio también estan en este
tenor. Otro articulo ruso de 2012, de Irmiakova
y colaboradores, sustenta esa misma asociacién
de expresién de CYP TA1 en trabajadoras de
una industria petroquimica y el riesgo de pade-
cer enfermedad tiroidea en general, con riesgo
especifico de bocio.

No existe evidencia de primer nivel para aso-
ciar el CYP TAT con enfermedad maligna de
tiroides. En un estudio titulado CYP1AT1: Friend
or foe? (CYP 1A1: samigo o enemigo?) de 1993,
Beresford comenté que los citocromos son com-
puestos moleculares con mala fama en la prensa
médica, que estan asociados con diversos tipos
de tumores malignos, pero que la evidencia no
es tan fuerte; incluso, también se les encontraron
mecanismos de proteccién. En las conclusiones
del estudio piloto se comenté especificamente
que no se observé sobreexpresion en la enferme-
dad maligna, adin mas ligera en la enfermedad
benigna, lo que puede representar un mecanis-
mo de proteccién contra el cancer.
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Incluso se realizaron reportes en Arabia Saudita,
en 2008, donde Abdul y Mona concluyen que la
existencia de CYP 1A1 y otros genes podrian estar
implicados de manera importante en la evolucién
de la enfermedad tiroidea, en especifico en cancer
papilar de tiroides, lo que podria concordar con
los resultados finales de nuestro estudio.

En Brasil, Reiss y su grupo, en 2010, realizaron
un estudio especifico acerca de la asociacién
de CYP 1A1 y la existencia o no de nédulos
tiroideos, en el que no se reportd asociacién
significativa entre la existencia de éstos con
citocromos; esto ain no lo podemos concluir
con nuestros resultados porque no tenemos la
expresién Unicamente del gen en presencia de
un nédulo tiroideo.

En nuestro estudio buscamos la expresion del
CYP1AT1 en tejido tiroideo en enfermedad benig-
na y maligna; en ambas existe sobreexpresion,
sin embargo, no hay diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos, por lo que
podemos inferir que el CYP 1AT esta sobreex-
presado en cualquier padecimiento tiroideo. Con
los resultados de nuestro estudio no podemos
afirmar una asociacion directa; sin embargo,
si podemos declarar que al menos en nimeros
totales si se observo sobreexpresion relativa en
el grupo de enfermedad maligna contra el grupo
de enfermedad benigna. Por ello se requieren
estudios mas amplios en tiempo y en recursos,
incluso multicéntricos, para obtener conclusio-
nes mas firmes al respecto.

Aprovecho este espacio para describir una nueva
manera de hacer medicina, aprendida durante el
desarrollo de este proyecto de investigacién. Se
trata del concepto “medicina traslacional”, que
implica llevar una pregunta clinica del consulto-
rio al laboratorio y traer la respuesta de regreso,
con lo que se espera derribar la frontera entre
ciencia basica y medicina aplicada.
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Nuestro proyecto de investigacion se involucrd
en todo momento en estos conceptos; y en este
marco, el clinico se convierte en investigador
bésico, pues se encarga de generar datos y ob-
tener muestras, trasladarlas y procesarlas; y en
conjunto con el personal especializado, se ob-
tienen respuestas, que enriqueceran en el futuro
la préctica clinica diaria y romperan la barrera
donde la ciencia basica sélo investiga en ratas y
los clinicos Gnicamente lo hacen en hospitales
y no en laboratorios especializados de biologia
molecular o genémica.

En nuestra institucién tenemos la fortuna de
contar con recursos suficientes para desarrollar
amplios protocolos de medicina traslacional,
donde el residente de especialidad pueda tras-
pasar las barreras del hospital, sin dejar de ser
un excelente clinico, y vaya mds allg, en busca
de respuestas a las preguntas que se generan en
el consultorio y en el quiréfano. De esta mane-
ra fortalecera sus conocimientos y desarrollara
habilidades como investigador, contribuyendo
de manera real a la evolucién cientifica de su
especialidad.

CONCLUSIONES

Desde la concepcién de este estudio hipoteti-
zamos acerca de la sobreexpresién de nuestro
gen problema en la enfermedad de tiroides,
lo que comprobamos. De esta manera, la ex-
presion génica del CYPTAT en tejido tiroideo
patolégico estd aumentada al menos respecto
al gen endégeno de referencia GAPDH. La
sobreexpresion del gen se observa en la en-
fermedad maligna y en la benigna; a pesar de
que no existe una diferencia estadisticamente
significativa, al concluir este estudio se deter-
miné que la hipétesis se comprobd, por lo que
existe sobreexpresion relativa de CYP TA1 en
la enfermedad maligna respecto a la benigna,
con factor final de 1.968.
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Se requiere mayor investigacion respecto a la
genodmica de la enfermedad de cabeza y cuello,
especificamente a enfermedad quirtrgica de
tiroides, ya sea maligna o benigna; en este caso,
estudios mas amplios podrian llevarnos a una
conclusién mas firme.
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