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Actividad de la isoenzima CKBB en suero y
broncoaspirado de recién nacidos pretérmino con
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Resumen. Objetivo: Comprobar la utilidad de la determinacion
sérica de isoenzimas de creatin quinasa (CK), como marcadores de dafio
tisular pulmonar, en recién nacidos pretérmino con sindrome de distrés
respiratorio (SDR).

Pacientes y métodos. Se estudiaron 46 neonatos clasificados en dos
grupos. uno formado por 26 recién nacidos con SDR que precisaron
ventilacion mecanicay un grupo control formado por 20 nifios sanos
con edad gestacional, peso y horas de vidasimilares a grupo anterior.
Laactividad de CK y de sus isoenzimas se determind en el aspirado
bronquial y en muestras de suero extraidas antes y 24 horas después de
lainstilacion traqueal de surfactante exogeno. Las isoenzimas se
separaron por electroforesis sobre gel de agarosa expresandose su
actividad como porcentaje de la CK total. En los aspirados bronquiales
se cuantificaron las proteinas totales expresandose la actividad
enzimética de CK en Ul/mg de proteinax 1073,

Resultados: Laisoenzima CK-BB aument6 significativamente
(p<0,001) en el suero de los nifios patol 6gicos en relacion con el grupo
control. En el aspirado bronquial, el estudio isoenzimético mostrd que la
isoenzima CKBB representaba el 98-100 % de la actividad enzimética
total de CK.

Conclusiones: El estudio muestra diferencias significativas en los
perfiles isoenziméticos de CK en los neonatos con dificultad
respiratoria. El aumento en € suero de laisoenzima CK-BB podria ser
un marcador eficaz de dafio tisular en laenfermedad pulmonar del
recién nacido.
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to the first group. The activity of CK and its isoenzymes was determined
in the bronchial aspirate and serum samples that were obtained before
and 24 hours after exogenous surfactant therapy. The isoenzymes were
separated by electrophoresis on agarose gel and their activity expressed
as apercentage of the total CK. Total proteins were quantified in the
bronchia aspirate and CK enzymatic activity expressed in U/mg of
protein x 10-3.

Results: The CK-BB isoenzyme was significantly increased
(p<0.001) in the serum of infants with RDS compared with the control
group. In the bronchia aspirate, the isoenzymatic study showed that the
CK-BB isoenzyme represented 98-100% of the total enzymatic CK
activity.

Conclusions: The study shows significant differencesin the CK
isoenzyme patterns of neonates with RDS compared to controls. An
increase in serum levels of the CK-BB isoenzyme could be an effective
marker of tissueinjury in lung disease in the newborn.

Key words. Respiratory distress syndrome. |soenzymes. CK-BB.
Bronchial aspirate. Surfactant.

CREATINE KINASE BB ACTIVITY IN THE SERUM AND
BRONCHIAL ASPIRATE OF PRETERM NEWBORNSWITH
RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME

Abstract. Objective: Theaim of this study was to test the utility of
serum creatine kinase (CK) isoenzyme determinations as a marker of
tissue injury in preterm newborns with respiratory distress syndrome
(RDS).

Patients and methods: Two groups of neonates were studied, 26
suffering from RDS who required mechanical ventilation and 20 healthy
newborns with gestational ages, hours of life and hirth weights similar
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Introduccion

Lacreatin quinasa (CK, EC 2.7.3.2) es unaenzimaintrace-
lular presente en todos |os tejidos bajo tres formas isoenzimé-
ticas diferentes conocidas como MM, MB y BB. En € tejido fe-
tal laisoenzima BB es |a forma predominante, las isoenzimas
MM y MB aparecen gradual mente, hacia la 8% semana, al ex-
presarse el gen My el perfil CK va cambiando, amedida que se
diferencian lostejidos, hasta que finalmente eslaMM laisoen-
zimamés significativa®.

Mientras que en un individuo adulto normal, laCKMM sérica
representadl 95-97% delaactividad enziméticatota y laCKBB es
précticamenteinexistente, se hademostrado que lastresisoenzimas
estén presentes en e suero del recién nacido sano durante el primer
mesdeviday enlasangre del cordén umbilical@?-

El hecho de que laisoenzima BB se encontraraen el suero
de enfermos con lesiones cerebrales graves hizo pensar que se
trataba de una isoenzima especifica de tejido cerebral, por lo
que, aunque la CKBB ha sido ampliamente estudiada, su utili-
dad clinicaha estado un tanto limitada ala val oracion del dafio
neurol 6gico®12. Hoy se conoce su ampliadistribucion en el or-
ganismo y se sabe que la CKBB se expresa de forma predomi-
nante en €l pulmadn, intestino, pared vascular, pancreas, Utero,
mama, prostatay placenta®31)-
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Tabla | Caracteristicas clinicas de los pacientes

estudiados

12 muestra 22muestra
Parametro (suero'y aspirado) (suero)
NO. pacientes 26 18
Horas devida 0-6 24
pH arterial 7,2+0,03 7.37+0.04
PaCO, (mmHg) 64,7+ 6,4 438+91
PaO, (mmHg) 46,1+51 945+ 19,4

Siendo la CK-BB mayoritariaen € tejido pulmonar, lades-
truccion/lesion de las células epiteliales de revestimiento alveo-
lar, que ocurre en el distrés respiratorio idiopético, podria con-
dicionar un aumento de la actividad sérica de la creatin quina-
say en especial de suisoenzimaBB.

Hemos estudiado los perfiles isoenziméticos de CK en el
suero y en el liquido procedente del lavado broncoaveolar de
neonatos pretérmino con sindrome de distrés respiratorio (SDR),
que por su gravedad precisaron ventilacién mecanica, con ob-
jeto de encontrar un marcador bioquimico de facil determina-
€ion que pudiera proporcionar informacion sobre € grado de da
fio tisular pulmonar y que fuera eficaz indicador evolutivo dela
enfermedad.

Pacientes y métodos

Se han estudiado 46 recién nacidos (RN) clasificados en dos
grupos: uno formado por 26 neonatos pretérmino ingresados, en
launidad de cuidados intensivos neonatales, por presentar un
cuadro de dificultad respiratoria en €l periodo neonatal inme-
diato, y un grupo de control formado por 20 RN sanos de ca-
racteristicas similares. Las medias de peso natal y edad gesta
cional del grupo patoldgico fueron de 1.560 + 567 gramos; 31
+ 3 semanasy 2.005 + 469 gramos; 33 + 2,8 semanaslas ddl gru-
po de control.

Los enfermos fueron seleccionados en relacion con |os pa-
rametros clinicos, funcién respiratoriay afectacion radioldgica
compatibles con un SDR que precisaron ventilacion mecanica,
la cual fueiniciada entre las 0-4 horas de vida, atendiendo a
los siguientes criterios de gravedad: test de Apgar a minuto de
vidainferior a5, y a7 alos 5 minutos, pH<7,20, PaCO, = 60
mmHg, y PaO, < 50 mmHg. Se obtuvieron muestras de sangre
venosa, enviadas al laboratorio, centrifugadas y procesadas de
formainmediata con €l objeto de evitar al maximo lainactiva-
cion invitro de laisoenzima BB8), La misma pauta fue segui-
dacon los RN sanos.

El liquido del lavado broncoalveolar se recogid por un mé-
todo estandarizado consistente en la instilacion con sonda fina
através del tubo endotraqueal de solucion salinaa 0,9%, ca-
lentada previamente en la palma de lamano, en partes alicuotas
de 1 ml, que se aspiraron, tras un minuto de ventilacion manual,
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Tabla Il  Actividad enziméatica de CK y sus
isoenzimas en el suero de los RN

estudiados. Valores medios + DE

RN sanos RN con SDR
n=20 n= 26
CK total (1U/) 234 + 87 276 + 123
CK-MM (%) 88,7+ 6,5 53,4+ 19,7
CK-MB (%) 6,1+31 69+18
CK-BB (%) 52+34 39,7 £ 17,9*
*p<0,001

en un recipiente estéril de doble entrada. El aspirado se centri-
fugo, para eliminar e maoco, utilizandose e sobrenadante para
las determinaciones analiticas, desechandose aguellos aspirados
que contenian restos hematicos. Tanto las muestras de sangre
como las de lavado broncoalveolar se recogieron en las prime-
ras 6 horas de viday antes de lainstilacion traquea de surfac-
tante exdgeno (SF) que fue administrado a 18 nifios (seinstila-
ron 200 mg/kg/dosis, de Curosurf por via endotraqueal, frac-
cionando la dosis en dos alicuotas); nuevas muestras de sangre
venosafueron extraidasy procesadas 24 horas después delains-
tilacion del surfactante.

Las actividades totales de CK se midieron a 37° C en auto-
analizador Hitachi 704 con reactivos Boehringer Mannheim
(Automated Analysis for BM/Hitachi 704, 705; Mannheim,
F.R.G.). Lasisoenzimas se separaron por electroforesis con el
sistema Paragon Electrophoresis System (Beckman Instruments,
Inc., Fullerton CA) utilizando kits “ Creatine Kinase | soenzyme
Electrophoresis’ (Beckman, CK, P/N 655930). Se utilizd gel de
agarosa tamponado apH 7. La electroforesis tuvo lugar a 100
voltios durante 20 minutos; unavez finalizada, seincubaron los
geles con un substrato especifico parala enzima durante 20 mi-
nutos a45° C en cdmara himeda. La cantidad relativa de las ban-
das se cuantific midiendo la fluorescencia a 340 nanémetros,
en un densitometro Appraise (Beckman) y la cantidad de cada
isoenzima se calculé como porcentaje de la actividad enzima
ticatotal. Enlos aspirados bronquiales se cuantificaron las pro-
teinas totales utilizando el método Pyrogallol-red-molibdate
(Quantimetrix), expresandose | as actividades enziméaticas de CK
en Ul/mg de proteinax 103,

Analisis estadistico. Las variables cuantitativas se expre-
san en funcion de su mediay desviacion esténdar (X + DE). Se
utiliza el test paramétrico de la“t” de Student para compara-
cion de muestras independientesy el mismo test para muestras
apareadas. Se aplico el método de regresion lineal “r” de
Pearson para estudiar la correlacion entre variables, estable-
ciéndose €l nivel de significacién en un valor de p<0,05. Los
datos se procesaron con €l paquete estadistico Rsigma para
PC®9, La bibliografia se obtuvo gracias al Servidor de la
Hemeroteca de |a Facultad de Medicina de Granada, utilizan-
do el método on-liney recuperando las publicaciones sobre el
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Tabla Ill  Actividad enziméatica de CK y de sus
isoenzimas en el sueroy en el
broncoaspirado de los RN con SDR

Valores medios + DE

CK total
U/l 1U/mg x108

I soenzimas de CK (%)
CK-MM CK-MB  CK-BB

Aspirado 257+£159 22+14 02+01 976+23

Suero 276+ 123 534+19,7 69+18 39,7+179

tema incluidas en el sistemainternacional MEDLINE desde
los afios 1971 a 1998.

Resultados

Enlatablal serecogen las caracteristicas clinicas delosRN
patol 6gicos en e momento de la recogida de muestras; las pri-
meras muestras, tanto de sangre como de lavado bronquial, se
recogieron a mismo tiempo, entre las 0-6 horas de vida, siendo
losvalores medios de pH arteria (7,2 £ 0,03), laPaCO, (64,7 +
6,4 mmHg) y laPa0; (46,1 + 5,1 mmHg).

Latabla |l muestralos valores mediosy la desviacion es-
tandar (DE), de la actividad sérica de CK, asi como |os co-
rrespondientes val ores porcentual es de sus i soenzimas encon-
trados en los dos grupos estudiados. En la comparaciéon de
resultados encontramos que, mientras en €l suero de los RN
sanos |la actividad enzimética de CKBB representa el 5-8% del
total de CK, estaisoenzima se eleva significativamente (40-
67%) en el suero de los neonatos con SDR (p<0,001), y €l
valor sérico de CKMM, que en los RN sanos representa el 88-
95% del total de CK, desciende significativamente (53-74%)
en relacion a grupo control (p<0,001). La diferencia no fue
significativa paralos valores de CK total ni paralosdelaiso-
enzima CKMB.

En el grupo de nifios patol dgicos que, dada su gravedad,
precisaron ventilacion mecanica, lasisoenzimas de CK se pu-
dieron estudiar tanto en el suero como en el liquido procedente
del lavado broncoalveolar. Encontramos que, en el broncoas-
pirado, la CKBB es laisoenzima predominante, representando
¢l 98-100% de laactividad enziméticatotal, laisoenzima CKMB
es précticamente inexistente'y el valor porcentual de CKMM es
inferior a 3%. Latablalll muestralos valores mediosy DE de
la actividad enzimética e isoenzimética de CK encontrados en
€l aspirado bronquia y los valores plasméticos correspondien-
tes. El coeficiente de correlacion mostré una correlacion positi-
vay estadisticamente significativa entre la actividad enziméti-
cade CKBB del aspirado y su correspondiente valor plasméti-
co (r=0,51, p<0,05). Lafigura 1 muestra los perfiles isoenzi-
maticos de CK encontrados en el suero delos RN sanosy en el
suero y broncoaspirado delos RN con SDR.

En 18 neonatos, tratados con surfactante, medimos la acti-
vidad enzimética 24 horas después de su instilacion siendo, en
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Figura 1. Distribucion deisoenzimas de CK en €l suero de RN sanosy en
€l suero y broncoaspirado de RN con sindrome de distress respiratorio.

el momento de la extraccion de muestras, |os valores medios de
pH arteria (7,37 + 0,04), laPaCO; (43,8 + 9,1 mmHg) y laPa0,
(94,5 + 19,4 mmHg). Encontramos que |os val ores porcentua
les de CKBB descendian en € suero de formasignificativa (4,6
+ 3,4%), coincidiendo con lamejoria del cuadro clinico ein-
cluso se mostraban inferiores a los presentados por € grupo de
control (p<0,001). Lafigura2 muestrala comparacion de re-
sultados antes y después de laingtilacion de surfactante.

Discusion

En este estudio hemos medido la actividad enzimética de
lacreatin quinasay ladistribucion de susisoenzimas en el sue-
roy en el liquido procedente del lavado broncoalveolar de ni-
fios prematuros con SDR grave que precisaron ventilacion me-
canica, encontrando un aumento significativo en los val ores por-
centuales de CKBB en € suero de estos nifios.

En condiciones normaleslaisoenzima BB no esta presenteen
€l suero de los adultos pero si se encuentra en pequefias concen-
traciones en el suero del RN sano sin que se haya encontrado re-
lacion entre los niveles séricos de CK-BB y la edad gestaciona
@21 | abgjao nulaconcentracion de BB en € suero se cree de-
bida, por un lado, asu rapido aclaramiento del plasmay, por otro,
alainestabilidad in vitro de estaisoenzima, se ha calculado que,
unavez extraidala muestra, en 1 hora se pierde més del 50% de
su actividad y & 95-100% entre |0s 80-90 minutos?.

La CKBB se ha encontrado elevada en el suero de RN hi-
pdxicos eincluso se hareferido unarelacion cuantitativacon el
dafio neuroldgico tras asfixia grave. La patologia que afectaa
sistema nervioso central reviste gran importanciaen € periodo
neonatal tanto por su prondstico inmediato como por las se-
cuelas que pudiera originar y son muchos los trabajos encami-
nados a encontrar un parametro bioquimico, como laCKBB, que
sirvade marcador de lesion neurona @2, Hoy se sabe que son
varios | os estados patol 6gicos que pueden condicionar un au-
mento de |a concentracién sérica de CKBB; asi, se ha encon-
trado elevada en € suero de pacientes con infarto intestinal y en
neonatos con enteritis necrotizante neonatal, donde se ha podi-
do establecer unarelacion entre las cifras séricasde BB y gra-
do de dario tisular@29). Actualmente la CKBB esta siendo am-
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Figura 2. Distribucion deisoenzimas de CK en el suero de RN con SDR,
antes'y 24 horas después de lainstilacion traqueal del surfactante.

pliamente estudiada en relacion con su posible utilidad como
marcador tumora y se han encontrado niveles elevados de esta
isoenzimaen e suero de pacientes con cancer de colon, pulmén,
y otras|ocalizaciones®33). La CKBB hasido estudiadatambién
en otros fluidos organicos como liquido cefalorragquideo, derra-
me pleural, aspirado bronquial ... y se han intentado correlacio-
nar |os valores encontrados con | os val ores séricos®+3),

Hemos estudiado |a distribucion de isoenzimas de la CK
en el suero de nifios con dificultad respiratoria grave en €l pe-
rio-do neonatal inmediato y encontramos un perfil isoenziméti-
co diferente al presentado por el neonato sano. Al igual que ocu-
rreen €l adulto, en € RN sano laisoenzima sérica predominan-
te eslaCKMM pero esta isoenzima disminuye significativa-
mente, al tiempo que la CKBB aumenta, en ocasiones de forma
espectacular (> 60%), en €l suero delos RN con SDR.

Por otro lado, al estudiar lasisoenzimas de CK en €l liquido
procedente del lavado broncoalveolar, encontramos un patron
isoenzimatico caracteristico en el quelaisoenzima BB eslapre-
dominante, representando el 98-100% de la actividad enzimati-
catotal, mientrasla CKMB esinapreciabley CKMM presenta
valores muy bajos (0-3%). Comprobamos una correlacion posi-
tivaentre la actividad enzimética de CKBB del aspirado bron-
quid y e incremento de estamismaenzimaen & suero. Teniendo
en cuenta que la creatin quinasa es una enzimacongtitutiva de te-
jido, que los niveles plasméticos considerados como “normales’
obedecen alarenovacion celular y que un aumento de estos ni-
veles en el suero es siempre indicativo de dafio celular o necro-
sis este incremento podriareflejar un flujo dela BB del tejido
pulmonar dafiado a la sangre a través de la membrana avéol o-
pulmonar comprometida en e distrés.

El aumento sérico de CKBB es un dato de dificil interpre-
tacion por un lado, |as lesiones neuronal es producidas por lafal-
ta de oxigenacion del tejido encefalico tras un episodio hipoxi-
co-isquémico podrian, por si solas, condicionar un aumento de
laactividad enzimética sérica de BB; por otro, no se puede de-
jar pasar €l hecho de que la BB no es especifica de tejido cere-
bral, resulta predominante en tejido pulmonar y es sabido que,
en el distrés, ladeficienciade factor tensioactivo causalalesion
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de las células epiteliales de revestimiento alveolar y que la hi-
poxia, hipercapniay acidoss respiratoria contribuyen alesionar
aln més las células epiteliales a disminuir secundariamente la
produccién de surfactante y producir una vasoconstriccion pul-
monar anivel de las arteriolas y pequefias arterias pulmonares.

Creemos que los niveles de BB, encontrados en nuestro es-
tudio, son demasiado €elevados para proceder delalesion “irre-
versible” detejido cerebral los nifios de nuestra serie presentan
unas medias de peso y edad gestacional moderadas |os casos ex-
tremos fueron excluidos ante la dificultad de conseguir un gru-
po control de neonatos sanos con similares caracteristicas. La
supervivencia neonatal global, paratodala serie, fue del 88%
y laevolucidn neurol 6gica satisfactoria, con solo un caso de se-
cuelas importantes y dos casos de secuelas leves, sin que se
encontraran diferencias entre supervivientesy fallecidos con res-
pecto alos niveles plasméticos de CKBB.

Se concluye que la determinacion de laisoenzima BB dela
creatin quinasa podria utilizarse como marcador de dafio tisular
pulmonar en & SDR, aunque es posible que su mayor interés ra-
dique en las mediciones repetidas de este pardmetro para apre-
ciar su cinéticade normalizacion en lasangre, yaquelarelacion
cuantitativa que parece exigtir entre losvalores sericosy lagra-
vedad del cuadro clinico podria conferir a este marcador unim-
portante valor prondstico.
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