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Resumen. Objetivo: Comprobar la utilidad de la determinacion
séricade isoenzimas de LDH, como marcadores de dario tisular
pulmonar, en los recién nacidos con cuadros de dificultad respiratoria.

Pacientes y métodos. Se estudiaron 94 neonatos clasificados en dos
grupos: Uno formado por 64 recién nacidos con dificultad respiratoria
gravey un grupo control formado por 30 nifios sanos con edad
gestaciond y peso similares al grupo anterior. Laactividad de LDH 'y
sus isoenzimas se determinG en el suero de todoslos nifiosy en 23
muestras de aspirado bronquial obtenidas de enfermos ventilados
mecanicamente. Lasisoenzimas se separaron por electroforesis sobre
gel de agarosa expresandose su actividad como porcentgje delaLDH
total.

Resultados: Lasisoenzimas LDH1 y LDH2 disminuyeron, mientras
las LDH4 y LDH5 aumentaron significativamente (p<0,001) en € suero
de los nifios patol égicos en relacion a grupo control. En los nifios
ventilados, comparamos |os val ores de isoenzimas de L DH obtenidos en
€l aspirado bronquial con losvalores plasméticos correspondientes,
encontrando niveles significativamente mas bgjosde LDH2y LDH3y
més altos de LDH5 (p<0,001) en el aspirado bronquial, asi como, una
correlacion positivay estadisticamente significativa (r=0,47, p<0,01)
entrelosvalores de LDH5 en ambas muestras.

Conclusiones: El estudio muestra diferencias significativas en los
perfiles isoenziméticos de LDH en los neonatos con dificultad
respiratoria. El aumento en el suero delasisoenzimas LDH4 y sobre
todo LDHS5, podria ser un marcador eficaz de dafio tisular enla
enfermedad pulmonar del recién nacido.
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SERUM AND BRONCHIAL ASPIRATE LACTATE
DEHYDROGENASE ISOENZYMESIN NEONATESWITH
RESPIRATORY DISTRESSOF DIFFERENT ETIOLOGY

Abstract. Objective: To study the usefulness of lactate
dehydrogenase isoenzymes serum determination as tissue injury
markers in newbornswith respiratory distress.

Design and methods: Ninety four neonates were studied and
classified in two groups. 64 suffering various types of respiratory
problems, and 30 healthy newborns of asimilar birth weight and
gestational age. LDH activity and itsisoenzymes was determined in the
serum of dl theinfantsand in 23 samples of the bronchial aspirate of
infants who required ventilation support. The isoenzymes were
separated by electrophoresis on agarose gel and their activity was
expressed as percentage of thetotal LDH.
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Results: LDH1 and LDH2 isoenzymes were decreased, and LDH4
and LDH5 isoenzymes were significantly increased (p>0.001) in
infants” serum with respiratory distress, compared with controls. We
compared LDH isoenzymes vaues found in bronchial aspirate with
their values found in serum of ventilate infants, and we found a
significant levels of LDH2 and LDH3 were lower, and those of LDH5
were higher (p<0.001) in bronchial aspirate than in serum and a positive
correlation (r=0,47, p<0.01) between LDH5 values in both samples.

Conclusions: The study shows significally differencesin the LDH
isoezyme profiles of neonates with respiratory distress compared with
controls. The increasein serum of LDH4 and particularly of LDH5
isoenzymes could be an effective marker of tissue damage in lung
disease in the newborn.

Key words: Respiratory Distress; Lactate Dehydrogenase; Lactate
Dehydrogenase |soenzymes; Bronchid aspirate.

Introduccion

Laléctico deshidrogenasa(LD; EC 1.1.1.27) 0 LDH, esuna
enzima del metabolismo intermedio presente en todas las célu-
las del organismo bajo cinco formas isoenziméticas diferentes.
Los distintos tejidos contienen diferentes cantidades y formas
de esta enzima, asi mientras corazon, rifion, cerebro y hemati-
es muestran un predominio de LDH1y lasisoenzimas inter-
medias, LDH2, LDH3y LDH4 destacan en pulmén, bazo, glan-
dulas endocrinas nédulos linféticos y plaquetas, laLDH5 seen-
cuentra fundamentalmente en higado y muscul o esquel éticot-3),
M.Cahny cols. ¥, sugieren que laisoenzima LDH1 predomi-
na en tejidos ricos en aporte de oxigeno que sufren metabolis-
mo oxidativo, mientras la LDH5 es la principal forma hallada
en el musculo esquelético, al tratarse de un tejido que experi-
menta glucdlisis anaerobia con acumulacion de lactato y piru-
vato.

Se ha propuesto que los perfiles isoenziméticos varian de
acuerdo con |as necesidades metaholicas particulares de los di-
ferentes tejidos y que esta variacion puede producirse en res-
puesta a procesos patol 6gicos tales como isquemia, inflamacion,
necrosis o cancer",

Lasisoenzimas de LDH han sido ampliamente investigadas
pero su utilidad clinica se hallaun tanto limitada al infarto de
miocardio debido, posiblemente, a que si bien esciertalaes
pecificidad tisular paralas diferentes isoenzimas, no 1o es me-
NOS gue existe una superposicidn considerable en esta especifi-
cidad.
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Tabla | Caracteristicas de los recién nacidos
estudiados
n Edad gestacional  Peso al nacer
(semanas) (gramos)
RN con distrés
atérmino 26 40+15 3.500+ 544
pretérmino 38 33+28 2.170 + 420
RN normales
atérmino 15 40+ 0,8 3.040 + 297
pretérmino 15 33+15 2.200 + 346

Clésicamente |os estudios enziméticos se han realizado uti-
lizando suero como material diagndstico, aunque actualmente
se llevan a cabo en distintos fluidos organicos®13),

En lo que serefiere ala enfermedad pulmonar escasean los
trabaj os sobre este tema, nos hemos interesado en el estudio de
laLDH y de susisoenzimas en €l recién nacido con dificultad
respiratoria, en un intento de detectar cambios en |os perfiles
isoenzimaticos, que pudieran ser Utiles como marcadores de da
flo tisular, realizandose |as determinaciones isoenzimaticas en
€l sueroy también en d liquido procedente del lavado bronquial
de los neonatos que por su gravedad precisaron ventilacion me-
canica.

Pacientes y métodos

Se han estudiado 94 recién nacidos (RN) clasificados en dos
grupos: Un grupo formado por 64 neonatos ingresados, en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, por presentar un
cuadro grave de dificultad respiratoriaen € periodo neonatd in-
mediato y un grupo de 30 RN, aparentemente sanos, con edad
gestacional y peso al nacer similares al grupo patol 6gico, que
fue utilizado como control. Las caracteristicas personaes delos
nifios estudiados se reflgian en latablal.

L os enfermos fueron seleccionados en relacion a pardmetros
clinicos, funcién respiratoriay afectacion radiol dgica compati-
bles con una dificultad respiratoria grave. Se obtuvieron mues-
tras de sangre venosa en las primeras horas devida (9,5  7), en-
viadas al laboratorio, centrifugadas y procesadas de formain-
mediata, evitandose rigurosamente su congelacion. La misma
pauta se siguio con los RN sanos.

En agunos casos, d diagndstico de las causas de dificultad
respiratoria se |legd posteriormente a latoma de muestras, asi,
6 casos de pulmdn edematoso presentaron, inicial mente, una
imagen radiol 6gicagranular bilateral que hizo pensar en unaen-
fermedad de la membrana hialina (EMH); su carécter transito-
rio y la comprobacion por radiografias seriadas posteriores de
la hiperventilacion de campos pulmonares, confirmaron que se
trataba de una taquipnea transitoria 0 pulmoén edematoso, las
muestras de estos nifios tomadas en las primeras horas de vida
fueron procesadas normalmente, pero |os casos, aunque inclui-
dos en €l grupo patol dgico global, pasaron aformar un grupo
etiol6gico propio como sereflejaen latablall. Deigual for-
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Tabla Il Diagndstico de las causas de dificultad
respiratoria
Diagndstico n° de pacientes
Enfermedad de lamembrana hialina (EMH) 28
Sindrome de aspiracion meconia (SAM) 12
Neumonia neonatal 9
Pulmén edematoso 6
Hipertension pulmonar neonatal 4
Neumotdrax 3
Hemorragia pulmonar 2

ma, la confirmacién de la existencia de un componente infec-
cioso perinatal 0 como complicacion afiadidaformaron los 9 ca-
so0s de neumonia neonatal . Los 64 nifios con dificultad respira-
toria grave se agruparon atendiendo al diagnostico de la enfer-
medad causal y ala presentacion de complicaciones posterio-
res. neumotorax, hemorragia, hipertension pulmonar etc.

El 80% de | os nifios patol 6gi cos estudiados precisaron ven-
tilacion mecanica. Pudimos analizar 23 muestras de aspirado
bronquial procedentes de estos nifios. El aspirado bronquial se
recogio por un método estandarizado consistente en lainstila-
cion con sonda fina através del tubo endotragueal de suero fi-
sioldgico a 0,9 %, calentado previamente en lapamadelama-
no, en partes alicuotas de 1 ml, que se aspiraron, tras un minu-
to de ventilacion manual, en un recipiente estéril de doble en-
trada. El aspirado se centrifugo, para eliminar el moco, utili-
zandose € sobrenadante para las determinaciones andliticas dese-
chandose aquell os aspirados que contenian restos heméticos. En
los nifios ventilados que fueron tratados con surfactante exé-
geno, las muestras de sangre y aspirado bronquial se recogieron
antes de laingtilacion traqueal del surfactante.

La actividad total de LDH, se midi6 a 37°C, en autoanali-
zador Hitachi 704 con reactivos Boerhinger Mannheim
(Automated Analysisfor BM/Hitachi, Sistems 704 y 705).). Las
isoenzimas se separaron por eectroforesis con e sistema Paragon,
utilizando kits “Lactacte Dehydrogenase |soenzyme
Electrophoresis’ (Beckman Instruments, Inc.,Fullerton CA,
92634-3100). Se utiliz6 gel de agarosatamponado apH 8,2. La
electroforesis tuvo lugar a 100 voltios durante 20 minutos; una
vez finalizada, seincubaron |os geles con un substrato especifi-
co parala enzima durante 30 minutos a 45°C en camara hime-
da. Lacantidad relativa de |as bandas se cuantificé a 600 na-
németros, en un densitdmetro Appraise (Beckman) y la activi-
dad de cada isoenzima se calcul6 como porcentaje de la activi-
dad enzimética total.

En los aspirados bronquiales se cuantificaron las proteinas
totales utilizando el método Pyrogallol-red-molibdate
(Quantimetrix), expresandose |as actividades enziméticas tota-
lesde LDH en Ul/mg de proteinax 103.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizo € test pa-
ramétrico de Student para comparacion de muestras indepen-
dientes; parala comparacion de resultados de actividad enzi-
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Tabla lll LDHYy sus isoenzimas en recién nacidos
con diversos cuadros de dificultad

respiratoria. Valores medios = DE

EMH SAM Neumonia

n=28 n=12 n=9
LDH Tota (1U/L) 1596+790 1.719+776 2.230+ 903
LDH1 (%) 159+47 153+28  14,6+32
LDH2 (%) 299+41 294+59  258+36
LDH3 (%) 262+25 261+472 235+36
LDH4 (%) 139+39 145+40 16,7+ 25
LDH5 (%) 141+51 14,7+45 194+ 65

Tabla IV Actividad sérica de LDH y de sus
isoenzimas en los recién nacidos
estudiados, Valores medios + DE

RN sanos RN patol6gicos
n=30 n=64
LDH Total (IU/L) 1.032+ 281 1.848 + 823
LDH1 (%) 191+42 155+ 3,0
LDH2 (%) 36,7+4,0 284+6,1
LDH3 (%) 261+22 25649
LDH4 (%) 104+ 3,0 14,7+ 3,6
LDH5 (%) 8,830 156+ 8,5

TablaV Actividad enzimatica de LDH y de sus isoenzimas en el sueroy en el aspirado bronquial de los

nifios ventilados. Valores medios + DE

— LDH Total Isoenzimas de LDH (%)
IU/L 1U/mg x103 LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5
Aspirado 862 + 420 20,3+ 9,5 191+£6,9 195+46 154+54 257+ 137
Suero 1.078 £ 603 16,7£29 299+ 6,2 26544 136+31 12,7£6,5

mética en suero 'y en aspirado bronquia se utilizé € mismo mé-
todo paramuestras apareadas. Se aplico el método de regresion
lineal “r" de Pearson paraestudiar la correlacion entre variables
cuantitativas. En todos los casos el nivel de significacion se
establecid en p< 0,05. Los datos se procesaron con €l paquete
estadistico RSIGMA para PC.

Resultados

Inicialmente, tanto |os controles sanos como |os recién na-
cidos patol dgicos se dividieron en dos grupos, seguin su edad
gestacional fuera mayor o menor de 37 semanas, para ser estu-
diados separadamente. En la comparacion de resultados no se
encontro relacion entre los val ores séricos de isoenzimas de LDH
y laedad gestacional, por lo que se consider6 un Unico grupo
control formado por 30 recién nacidos sanos.

Dentro del grupo patol6gico y teniendo en cuenta el diag-
ndstico de ladificultad respiratoria, se consideraron de forma
independiente 3 grupos formados por: 28 casos de EMH, 12 ca
sos de SAM y 9 casos de neumonia neonatal . Los valores me-
diosy ladesviacion esténdar (DE), delaactividad séricade LDH,
asi como los correspondientes val ores porcentual es de sus iso-
enzimas se reflgian en latablalll. En la comparacion de resul-
tados no se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre estos grupos, Unicamente la LDH5 mostr6 valores
plasméticos mas elevados en |0s neonatos con neumonia pero
solo en relacion con los enfermos de EMH (p<0,05).

LatablalV muestralos valores mediosy ladesviacion es-
tandar (DE), de laactividad sé&ricade LDH y de susisoenzimas,
encontrados en el grupo patol dgico considerado globa mente.
En la comparacion de resultados encontramos que, |as isoenzi-
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mas LDH1 y LDH2 se mostraron significativamente disminui-
das (p<0,001) en €l suero de los recién nacidos con dificultad
respiratoria, mientras que las LDH4 y LDH5 aumentaron signi-
ficativamente (p<0,001) en relacion con € grupo control. Ladi-
ferenciano fue significativa paralos valores de LDH3.

En 23 de los nifios que precisaron ventilacién mecénica, se
pudieron estudiar las isoenzimas de LDH tanto en €l suero co-
mo en el liquido procedente del lavado bronquial. LatablaV
muestra los valores medios y la DE encontrados en el aspirado
bronquia y sus valores plasméticos correspondientes.

En € suero, laisoenzima predominante fue laLDH2, (30%),
mientras en el aspirado bronquial los porcentajes més elevados
correspondieron alaLDH5 (25,7%). Los valores de LDH2 y
L DH3 fueron significativamente més bajos (p<0,001) mientras
los va ores de L DH5 significativamente méas e evados (p<0,001)
en el aspirado bronquia en comparacion con e suero. No se apre-
ciaron diferencias significativasen lasisoenzimas LDH1y LDH4.
El coeficiente de correlacion mostrd una correlacion positivay
estadisticamente significativa entre laLDH5 del aspirado y su
correspondiente valor plasmético LDH5 (r=0,47, p< 0,01).

Discusion

En este estudio hemos medido la actividad enzimética de
laléctico deshidrogenasay la distribucion de sus isoenzimas en
€l sueroy en @ aspirado bronquial de nifios recién nacidos con
dificultad respiratoria grave de etiologia diversa. Encontramos
un aumento de laactividad total de LDH en el suero de estos ni-
fios, pero al tratarse de una enzima con una amplia distribu-
cion en €l organismo4, consideramos este dato poco especi-
ficoy dedificil interpretacion.
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Se han encontrado aumentos de LDH en proteinosis alveo-
lar y en algunos casos de pneumonitisintersticial descamativa,
ambas asociadas con diversos grados de hipoxia4, pero, en ge-
neral, existen pocos trabajos que relacionen el aumento de LDH
séricacon laenfermedad pulmonar. Cuando se desarrollaron las
técnicas de separacion de isoenzimas de LDH, muchos investi-
gadores intentaron relacionar las alteraciones en el patron iso-
enzimético con €l dafio a ciertos tejidos como e miocardio, hi-
gado o0 musculo estriado®>18), Estudios realizados en homoge-
neizados detejido, mostraron que lasisoenzimas LDH3, LDH4
y LDHS5 son las predominantes en tejido pulmonar(®),

Rotemberg y cols.t9, encontraron un aumento en la activi-
dad total de LDH en el suero de enfermos con neumonia bac-
teriana, incremento que se basaba en € aumento de laisoenzi-
ma LDH3 cuando la actividad total era moderadamente eleva
da, pero cuando esta actividad superabalas 500 UI/L, en €l per-
fil isoenzimético predominaban lasisoenzimas LDH4 y LDHS5.
Balinsky et a.@), determinaron isoenzimas de LDH en enfer-
mos de cancer pulmonar encontrando incrementos de LDH4 y
LDHS5. Baldini G.y cols. en 1992, estudiaron lasisoenzimas de
LDH en nifios de edades comprendidas entre |os 18 meses y
10 afios con patologia respiratoria diversa encontrando aumen-
tos muy significativos en los vaores séricos de LDH4 y L DH5@),

Nosotros estudiamos la distribucion deisoenzimas delaLDH
en el suero de nifios con dificultad respiratoria grave en €l pe-
riodo neonatal inmediato y encontramos que el perfil isoenzi-
matico era diferente, asi mientras en el recién nacido sano, al
igual que ocurre en € adulto, laisoenzima predominante es la
LDH2, estaisoenzima disminuye al tiempo quelaLDH4 y so-
bre todo la LDH5 aumentan significativamente en el suero de
los recién nacidos con enfermedad pulmonar.

Smithy cols.@ determinaron isoenzimas de LDH en €l li-
quido procedente del lavado broncoalveolar en enfermos con
neumonia por Pneumocystis carinii, encontrando valores muy
altos de LDH aexpensas principa mente de LDH3 y dedujo que,
los valores altos encontrados en €l suero eran de origen pulmo-
nar reflejando un flujo continuo delaLDH del pulmdn alasan-
gre através de la membrana alveol o-pulmonar comprometida
en laneumonia. Otros autores han realizado estudios enziméti-
cosen el aspirado bronquial de adultos con enfermedad pulmo-
nar®12, asi como en derrames pleurales en enfermos con pato-
logia pulmonar cancerosa y/o inflamatoriait22),

Hemos estudiado lasisoenzimas de LDH en € aspirado bron-
quia de 23 nifios con insuficiencia respiratoria grave que pre-
cisaron ventilacion mecénica, encontrando un patrén isoenzi-
matico caracteristico, en €l que laisoenzima L DH2 apareciano-
tablemente disminuidamientraslaLDH3y sobre todo laLDH5
significativamente aumentadas en relacion con sus valores plas-
maticos correspondientes. Comprobamos una correlacion po-
sitivaentre laLDH5 del aspirado bronquia y € incremento de
esta misma enzimaen € suero, lo que parece confirmar su ori-
gen en el tejido pulmonar dafiado.

LaLDH es unaenzima constitutiva de tejido, los niveles
plasmaticos considerados como “normales’ obedecen alare-
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novacion celular y un aumento de estos niveles en el suero son
siempre indicativos de dafio celular o necrosis®). En nuestro es-
tudio lasisoenzimas de LDH se han mostrado como marcado-
res eficaces de dafio tisular pulmonar a aumentar deformasig-
nificativa en los nifios con dificultad respiratoria grave.

Ha de hacerse constar que la mayoria de |os pacientes estu-
diados recibieron ventilacion mecanicay no se ha podido esta-
blecer si d factor gravedad desempefiaun papel fundamental en
€l aumento plasmético de |as isoenzimas LDH4 y LDH5. Esto,
junto a hecho de que €l grupo, desde el punto de vista etiol 6-
gico, pueda resultar muy heterogéneo y/o el nimero de casos
demasiado escaso, obligaa cierta cautelaen lainterpretacion de
resultados. El estudio de un grupo més homogéneo, con dife-
rentes grados de gravedad y sobre todo la posible variacion de
los perfilesisoenziméticos en relacion con laevolucion delaen-
fermedad deberan ser evaluados en un futuro en orden a esta-
blecer latranscendencia de nuestros resultados.
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