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RESUMEN

Fueron estudiados dieciocho nédules de trece pacientes con bocio no-
dular no téxico. Los nddulos fueron clasificados en “‘frios’’ y '‘tibios’ de
acuerdo a la centellografia con 21, El diagnéstico histolégico de todas
las glandulas fue bocio multinodular coloide.

Una actividad enzimatica con actividad yodoperoxidasica fue prepara-
da a partir de tejido nodular obtenido por tiroidectomia quirdrgica. La acti-
vidad enzimatica fue determinada por espectrofotometria a 287,5 mu midien-
do la formacidén de peryoduro.

El grupo de los nédulos “‘frios’’ mostrd un promedio de 333 unidades
de actividad enzimatica y los nédulos ‘‘tibios’’ 940 unidades.

Se discute el significado de la correlacién entre la capacidad de cap-
tacién de yodo, la actividad yodoperoxidasica y la involucién de los pasos
metabélicos en el bocio nodular.

. o s . o’ .
Comision Nacional de Energia Atémica _




4
INTRODUCCION

Dado que la oxidacién intratiroidea del yoduro es una de las primeras
etapas en la biosintesis de tiroxina y triyodotironina, y puesto que la yodo-
peroxidasa tiroidea juega un importante papel en tal proceso, se estudi6 la
correlacién entre esta actividad enzimatica y las diferentes condiciones
patolégicas de la tiroides. En una comunicacién preliminar (Niepomniszcze
y col., 1968) se desmotré una correlacién entre la centellografia tiroidea y
la actividad yodoperoxiddsica en pacientes con bocio nodular no téxico.
Nuestros hallazgos y el trabajo de Alexander y col. (1968), sobre actividad
peroxidasica en mitocondrias de cretinos bociosos, brindan mayor informa-
cién sobre la fisiopatologia de la glandula tiroidea.

MATERIALES Y METODOS

~ Fueron estudiados dieciocho nédulos de trece pacientes con bocio no-
dular no téxico. De estos pacientes, once fueron mujeres y dos varones,
cuyas edades oscilaron entre 21 y 63 afios. De las once mujeres, ocho pre-
sentaron bocio uninodular (5 ‘‘tibios’’ y 3 “‘frios’’); los tres pacientes con
bocio multinodular fueron clasificados de la siguiente forma: dos pacientes
con dos nédulos ‘“‘tibios’’ cada uno, y un paciente con dos nédulos ‘‘frios”
y uno “‘tibio”. De los dos pacientes varones: uno tuvo un bocio uninodular
“frio”’ mientras que el otro paciente presentd un bocio multinodular con
dos nédulos *‘frios’’.

Los pacientes fueron eutiroideos de acuerdo a los datos clinicos y de
laboratorio, y el diagnéstico histolégico de las glandulas fue bocio multi-
nodular coloide. Los datos clinicos llevaron a clasificar a los pacientes
en bocios uni o multinodulares, respectivacente. Por medio de la centello-
grafia con [13! los nédulos fueron separados en "‘fries’’ y *‘tibios” y este
diagnéstico fue confirmado por las pruebas de inhibicién con triyodotironi-
na y estimulaciéon con TSH. Las tiroidectomias fueron efectuadas por lo
menos dos meses después de la dltima prueba.y ninguno de los pacientes
recibié tratamiento alguno. Después de la operacidn, el nédulo que fue pal-
pable en el examen clinico, fue dividido en dos secciones, una para his-
tologia y la otra para los estudios enziméticos.

Preparacion de la enzima

El tejido nodular, obtenido quirirgicamente, fue congelado inmediata-
mente después de la operacién y mantenido a - 15° C hasta que fue homo-

geneizado con CIK 0,15 N (1:4 p/v) en un homogenador Potter-Elvehjem
con pistén de teflén.
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El sobrenadante obtenido después de la centrifugacién a 600 g durante
10’, fue luego centrifugado a 15.000 g, 30’, obteniéndose luego un precipi-
tado mitocondrial. Este fue lavado tres veces con la solucién de CIK y ho-
mogeneizado con digitonina al 1% en buffer de fosfato sédico 0.05 M,pH 7
y mantenido de 4° C durante 30 minutos con agitacion continua.

La suspension tratada.con digitonina fue centrifugada a 40.000 g por
. . . X . .o P |
20 minutos. La actividad enzimatica se encontrd en gl sobrenadante.

Determinacidn de proteinas y dcidos nucleicos

Las proteinas fueron determinadas por el método de Warburg y Chris-
tian y el contenido de 4cidos nucleicos fue estimado por la relacién de
densidad éptica a 280 y 260 mu (Layne, 1957).

Ensayo de la peroxidasa

La actividad yodoperoxidasica fue determinada por un ensayo basado
en la oxidacién del I"a I3 por el HyO,, en presencia de un exceso de [
El cambio en la concentracién de I; fue seguido por espectrofotometria a
287,5 mp de acuerdo a Alexander (1962). Fue preparada una solucién madre
conteniendo 2 ml de buffer de fosfato 0,05M pH 7 y 0,5 ml de IK 0,08M. La
solucion madre (2,5 ml) y la enzima (0,5 ml) fueron mezcladas en una cu-
beta de 1 cm de camino éptico a una temperatura de 23° C y la reaccion se
inicié con la adicién de 20 ul de una solucién de H,0, 0,08 M y fueron e-
fectuadas lecturas espectrofotométricas cada 15 s. Un control, sin peroxi-
dasa, en el cual la enzima se reemplazd por buffer fue preparado para obte-
ner el valor de la oxidacién espontanea.

Graficando la densidad optica en funcion del tiempo (Fig. 1) y aplican-
do la siguiente férmula: V5 =3y, + RN 1,5 y,, donde V5 representa la
velocidad inicial de la reaccidn extrapBOIada a 15 s;y,, y, € y; son los va-
lores de densidad 6ptica a 15,30 y 45 s, respectivamente, de acuerdo a una
modificacién del método de Algranati (Algranati 1963), se obtienen tres
curvas: a) la curva de actividad enzimatica, b) la tangente a la velocidad
inicial y ¢) la curva de oxidacidn espontanea del yoduro en ausencia de la
enzima.

Las unidades de actividad yodoperoxidasica fueron definidas de la si-_
guiente manera: El valor de la densidad éptica a los 15 s de la oxidacidén
espontdnea fue sustraida de Vs y el resultado se refiere a 1 mg de protei-
na de la solu~i3n enzimética y multiplicado por un factor de 1.000.
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RESULTADOS

Como se observa.en la Fig. 2, los valores de la actividad peroxidasica
de los nédulos '‘frios’’ oscila entre O y 946 unidades con un promedio de
333 mientras que los nédulos ‘'tibios’ oscilaron entre 125 y 1.384 unidades
con un promedio de 940. Seis de los ocho nédulos '‘frios’’ (75%) presenta-
ron vaiores entre O y 433 unidades y siete de los diez nédulos “‘tibios”

(70 %) tuvieron valores entre 1.006 y 1.384 unidades.

Los datos espectrofotométricos mostraron que la concentracién protei-
ca de la preparacién enzimatica varia entre 0,36y 0,71 mg/ml para los né-
dulos “*frios” y 0,63 y 1,70 mg/ml para los ‘‘tibios’’. El contenido de aci-
dos nucleicos varia entre 2,8 y 3,8% en el 83% del nimero total de casos,
ninguno de ellos fue superior al 107%.

DISCUSION

Como propuso Frantz (1962) la hiperplasia, hipertrofia e involucionde
la tiroides son parte de un proceso ciclico representado por fases alterna-
das de actividad o inactividad, ilustrado por el clasico diagrama de Marine.
Cuando este proceso ciclico continia sobreviene un bocio nodular. La alti-
ma etapa de estos cambios posee una patologia comin manifestada por una
imagen de bocio coloidal.

I.as modernas técnicas de centellografia con radioisdtopes introduje-
ron una diferenciacién funcional en el tejido nodular ain cuando la histolo-
gia es de un mismo tipo. Mediante esta técnica sélo se observan variacio-
nes en la captacién de 121 por el tejido. El llamado nédulo **frio” es el
que ha perdido su capacidad de-captar yoduro pero nada se sabe acerca de
otros parametros relacionados con la biosintesis hormonal. De la misma
manera, el nédulo ‘‘tibio’’ retiene la capacidad de captar yodo pero la cen-
tellografia no da ninguna evidencia que pueda excluir la posibilidad que
otros pasos metabdlicos estén afectados. La medida de la actividad yodo-

peroxidasica podria ser un parametro que ayude al conocimiento sobre esta
patologia.

Los datos presentados en este trabajo muestran, en general, que a una
pérdida en la actividad enzimética corresponde una pérdida en la capaci-
dad de captar yodo y que un 30 % de los nédulos ‘‘tibios’ han perdido su
actividad yodoperoxidasica. Debido a este hecho, un nédulo con una capta-
cién de radioyodo similar al tejido adyacente, comportandose como ‘‘tibio”’
en la centellografia, puede, posiblemente, tener alterada su actividad en-
zimatica. Estos hechos apoyan el punto de vista clinico que los nédulos
“tibios’’ deben ser tratados en forma similar a los nédulos **frios”.
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Trunnell y Wade (1955) y Pitt-Rivers y col. (1957) observaron que el
bocio nodular contiene menos tiroxina -en relacion a yodotirosinas y menos
diyodotirosina en relacién a monoyodotirosina. Ellos sugirieron que estos
hechos indican una reversién a un tipo mas primitivo de biosintesis. Si es-
ta hipotesis es correcta y teniendo en cuenta que en la secuencia de bio-
sintesis hormonal el proceso de captaciéon de yoduro va sucedido por la pe-
roxidacién de este i6n, es posible considerar teéricamente las siguientes
alternativas: tener nédulos con ambas actividades inalteradas, tener n6du-
los con la actividad enzimatica disminuida, tener nédulos con alteracién
de ambas actividades. Nuestros hallazgos muestran nédulos en las tres po-
sibilidades citadas. Entre los dieciocho nédules estudiados, siete corres-
ponden a la primera posibilidad, tres a la segunda y siete a la tercera. El
nédulo restante fue ‘‘frio’’ a juzgar por la centellografia, es decir, con dis-
minucién en la captacién y con actividad peroxiddsica por debajo de la
frecuencia modal de los nédulos '‘tibios’’.

Todos estos datos sugieren la existencia de una linea de involucién
de los pasos bioquimicos relacionados al metabolismo del tejido nodular,
pudiéndose considerarla como una imagen invertida del proceso ontogené-
tico de la glandula tiroides.
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Fig. 1: Ensayo espectrofotométrico de la actividad
. yodoperoxidasica.
mm—— Actividad del sistema enzimatico completo.
—— Actividad en ausencia del sistema enzimatico
{espontaneo),
~-=- Tangente a la velocidad inicial.

La doble linea vertical indica el valor de la
diferencia entre V15 y lo densidad dptica es-
pontanea a 15 seg.
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Fig. 2: Actividad yodoperoxiddsica{unidades) de los
nédulos "‘frios'’ y “‘tibios’’,
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