« ESPECIALISTAS »

BIOANALISTAS

o
<]
8
m
S
>
El
<
B

# EZOLANA DE

Premio Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas 2012
PERFIL DE LAS ISOENZIMAS DE LDH EN LINFOMA NO HODGKIN:
CORRELACION CON MARCADORES TUMORALES.

Priva Zabner de Oziel', Rosa Somoza!, Valentina Wallis!, Claudia Galicia', Jean Desenne', Ana Monzdn de Orozco!, Marina
Gonzalez', Gretta Acquatella', Marisela Morales', Yasmin Ordoiiez', Maria Alejandra Torres', Antonieta Natale', Aixa Miiller.
'Direccion: Instituto de Oncologia y Hematologia (IOH). Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS),
Universidad Central de Venezuela (UCV).

Recibido para publicacion junio 2012. Aprobado para publicacion septiembre 2012.

RESUMEN:

Introduccion: La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) esta conformada por cinco isoenzimas y es un importante factor prondstico
en pacientes con Linfoma No Hodgkin (LNH). Nuestro objetivo fue estudiar el patrén de las isoenzimas de LDH en pacientes
con LNH y su correlaciéon con marcadores tumorales clinico-patolégicos y biolégicos. Métodos: Se evaluaron 67 pacientes de
primera consulta con diagnéstico de LNH confirmados clinica e histopatolégicamente, sin tratamiento previo,VIH negativo y sin
presentar otras enfermedades, durante el periodo 1999-2004, siendo el tiempo promedio de seguimiento de 30 meses (rango
3-48 meses), edad promedio 55 afios (rango 18-79), Indice Pronéstico Internacional (IPI) 60(90%) bajo riesgo y 7(10%) alto
riesgo.Se recolectaron muestras de sangre, para la obtencién de suero y sangre total para la determinacién de LDH, Isoenzimas
de LDH, enzimas (AST, ALT, fosfatasa alcalina), Beta 2 Microglobulina, CA125,IL-6,sRalL-2, Proteina C Reactiva, Albumina sérica
y VSG. Se procesaron muestras de suero de controles sanos para establecer los valores de referencia de las isoenzimas de LDH.
Resultados: Los niveles séricos de la LDH y los valores absolutos de las isoenzimas de LDH fueron significativamente superiores
en los pacientes respecto al grupo control (p<0,001). Las frecuencias de las isoenzimas LDH1, LDH2, LDH3, LDH4 y LDH5
resultaron con niveles absolutos significativamente elevados en 25 (37%), 29 (43%), 32 (48%), 20 (39%) y 11 (16%) de los casos
respectivamente. La asociacién y correlacion de la actividad de LDH1 con los factores clinico-patoldgicos adversos, IPI alto riesgoy
marcadores biologicos alterados, sugieren su expresion como un indicador de recambio celular y actividad de la enfermedad. Los
cambios en el patron de la LDH2 reflejaron su asociacién y correlacion con factores clinico-patoldgicos y biolégicos indicadores
de la progresion de la enfermedad, la actividad proliferativa del tumor, un IPI adverso y la respuesta del paciente frente a la
enfermedad. La LDH3 fue la de mayor frecuencia con niveles elevados y su actividad se asocié con factores prondsticos clinico-
patolégicos y bioldgicos adversos que reflejan la respuesta del paciente frente al tumor, actividad inflamatoria y la propensién a
la extension de la enfermedad. Su correlacion con el IPI de alto riesgo y marcadores biol6gicos alterados, sugiere ser un indicador
de la actividad proliferativa del tumor y la afectacion del paciente. Los niveles incrementados de LDH4 y su patrén de distribucidn,
se asociaron y correlacionaron con la respuesta del paciente frente al tumor, un IPI de alto riesgo y la progresién y diseminacién
de la enfermedad, expresandose como marcador de actividad celular y de adaptacién a un metabolismo anaerdbico. La alteraciéon
de los niveles de la LDH5 reflejé su asociacion y correlacion con el deterioro del estado general del paciente y su respuesta frente
a la enfermedad, la actividad proliferativa y el potencial invasivo del tumor. Los cambios en la distribucidn del patrén sugieren
una actividad adaptada al metabolismo anaerébico en los tejidos tumorales. Conclusiones: Las alteraciones del patrén de las
isoenzimas de LDH expresadas como marcadores de recambio y actividad proliferativa celular, adaptacién metabdlica y actividad
de la enfermedad, permitirian afinar la informacién aportada por la LDH sérica total en los pacientes con LNH y profundizar sobre
la biologia del tumor.

Palabras claves: LDH, Isoenzimas de LDH, Linfoma No Hodgkin.

PROFILES OF LDH ISOENZYMES IN NON- HODKING S LYMPHOMA:
CORRELATION WITH TUMOR MARKERS.

SUMMARY

Introduction: Lactate dehydrogenase (LDH) consists of five isoenzymes and is an important prognostic factor in non-Hodgkin’s lymphoma
(NHL) patients. Our objective was to study the pattern of LDH isoenzymes in patients with NHL and its correlation with clinical pathological
and biological tumor markers. Methods: We evaluated 67 newly diagnosed NHL patients clinically and histologically confirmed,previously
untreated, HIV-negative and free from other diseases, during the period 1999-2004, the average follow-up time of 30 months (range 3-48),
median age of 55 years (range 18-79), the International Prognostic Index (IPI ) 60 (90%) of low risk and 7 (10%) of high risk. Serum
and whole blood samples were collected for the determination of LDH, LDH isoenzymes, enzymes (AST, ALT, phosphatase alkaline),
Beta 2 Microglobulin, CA125, and IL-6, sRalL-2, C Reactive protein, serum albumin and ESR. Serum samples were processed from
healthy controls in order to set reference values of LDH isoenzymes. Results: Serum levels of LDH and absolute values of LDH isoenzymes
were significantly higher in patients compared to controls (p<0.001). Frequencies of high absolute values of LDH1, LDH2, LDH3, LDH4
and LDHS5 isoenzymes were significantly elevated in 25 (37%), 29 (43%), 32 (48%), 20 (39%) and 11 (16%) of cases, respectively. LDH1
activity associated and correlated with adverse clinical pathological, biological factors and high risk IPI, suggets that it is an indicator of
cell turnover and disease activity. LDH2 changes reflected its association and correlation with clinical pathological and biological factors
which are indicators of disease progression, tumor proliferative activity, adverse IPI and the patient’s response to the illness. LDH3 was
elevated with greater frecuency and its activity was associated with clinical pathological and biological prognostic factors reflecting the
patient’s response against the tumor, as well as inflammatory activity and disease extension. Its correlation with a high-risk IPT and altered
biomarkers, suggested an indicator of tumor proliferative activity and patient involvement. Increased levels of LDH4 and the distribution
pattern were associated and correlated with patient response against the tumor, high-risk IPI and the progression and spread of the
disease,being expressed as a marker of cellular activity and anaerobic metabolism adaptation. Altered levels of LDH5 were associated and
correlated with the patient’s overall deterioration, their response to the disease, and the tumor"s proliferative activity and invasive potential;
changes in the distribution of its activity suggests an adapted pattern to anaerobic metabolism in tumor tissues. Conclusions: Alterations
in the pattern of LDH isoenzymes expressed as turnover markers and cell proliferative activity, metabolic adaptation and disease activity,
would refine the information provided by the total serum LDH in patients with NHL and deepen our knowledge about tumor biology.

Keywords: LDH, LDH isoenzymes, Non Hodkgin Lymphoma.
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Introduccion

Los Linfomas No Hodgkin (LNH) comprenden
un grupo heterogéneo de neoplasias linfoides
histolégica y biolégicamente diferentes que
presentan una diversidad de cuadros clinicos y
diferentes respuestas al tratamiento (1,2).

La enzima lactatodeshidrogenasa constituye
uno de los componentes del Indice Pronostico
Internacional (IPI) en LNH y es considerada como
un factor pronodstico adverso de la sobrevida en
pacientes con esta patologia (3-9).

Si bien la LDH total sérica es un factor prondstico
en LNH, existe poca informacidén respecto al
contenido sérico de las isoenzimas de LDH o
sobre la significancia de sus alteraciones en esta
malignidad.

Las deshidrogenasas de LDH comprenden una
familia de 2-hidroxidcido-oxidoreductasas que
simultdnea, esteroespecificamente y de forma
reversible, interconvierten piruvato a lactato y
NADH a NAD+. Esta reaccién conocida como
fermentaciéon homoldctica anaerdbica, constituye
un medio importante de regeneracién de NAD+,
permitiendo la continuacién de la glicdlisis. La
LDH es una enzima esencial en la via glicolitica
de Embden -Meyerhof para la utilizacién de la
glucosa, por lo que esta presente practicamente
en todos los tejidos humanos donde ocurre la
glicdlisis, permitiendo generar un déficit temporal
de oxigeno por acumulacién de lactato, el cual
es oxidado a piruvato cuando el oxigeno se hace
accesible. Los niveles tisulares de la LDH son
aproximadamente 500 veces mayor que los niveles
séricos, por lo cual aun un pequeiio dafio tisular,
puede determinar un incremento detectable de la
LDH total en sangre; la técnica mas especifica para
localizar el dafno tisular es mediante el estudio de
las isoenzimas de LDH (10-15).

La LDH es una molécula tetramérica compuesta
por dos subunidades o isoformas polipeptidicas
inmunolégicamente distintas, conocidas como
el monémero M 6 A (abundante en musculo)
y el monémero H 6 B (abundante en corazdn),
también se ha identificado un tercer tipo, la
forma X, restringida a los testiculos. La isoforma
M corresponde al gen A humano, localizado
en el cromosoma 11pl5.4 y esta presente
predominantemente en los tejidos anaerobicos ,
tales como el musculo esquelético e higado y la
forma H corresponde al gen B humano, localizado
en el cromosoma 12p12.2p12.1, predominante en
tejidos aerdbicos tal como el musculo cardiaco.
La combinaciéon de las diferentes subunidades
en tetrameros hibridos o mezclados conforman
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las cinco isoenzimas de LDH: H4, MH3, M2H2,
M3H y M4 presentando una estructura altamente
conservada y se designan respectivamente LDH]I,
LDH2, LDH3, LDH4 y LDH5, de acuerdo a su
movilidad electroforética de dnodo a catodo (11-
15).

Si bien, la enzima LDH sérica es considerada
un marcador prondstico de gran utilidad en
malignidades hematolégicas tales como LNH vy
mieloma multiple (3,10,16,17), la informacién
respecto a las modificaciones y alteraciones séricas
del perfil de isoenzimas es escasa.

Los estudios de Paule y col. (18) sobre la actividad
de las isoenzimas de LDH en malignidades
hematolégicasreportaronen LNH unadisminucion
de la LDHI y un incremento de LDH2, como un
signo de evolucién clinica hacia una fase mas
agresiva dela enfermedad o la ausencia de remision
clinica, aun sin observar variaciones significativas
de la LDH total sérica y en los casos de leucemia
linfocitica cronica y linfoma de Hodgkin no
reportaron cambios significativos.

Por su parte Rotenberg 7y col. (19) reportaron
niveles elevados de LDH sérica con predominio de
las isoenzimas LDH2 y LDH3 como unico signo
y, ademas, de aparicion mas temprana en linfoma
maligno oculto.

El grupo de Ricerca y col (20) analizaron el patrén
sérico de las isoenzimas de LDH en un grupo de
pacientes con LNH, al momento del diagndstico,
enrecaida y remision completa y surelacién con el
estadio clinico, el subtipo histolégico ylos sintomas
generales. Los autores reportaron disminucion
de la LDH1 y aumento de las isoenzimas 3 y
4 respecto al grupo normal. Tanto la LDH total
como las isoenzimas 1 y 4 se vieron influenciadas
por el estadio clinico, grupo histolégico y la
presencia de sintomas generales. La isoenzima
LDH3 se mantuvo elevada independientemente
del estadio clinico, la histologia y la presencia de
sintomas generales, sugiriendo ser un marcador
confiable de la presencia de enfermedad, mientras
que la LDH total estaria mas relacionada con la
expansion del linfoma.

Otros trabajos reportan la aplicacion de las
isoenzimas de LDH como marcador predictivo de
metastasis, con utilidad pronodstica e importancia
para el monitoreo terapéutico. En tal sentido
Dumontet ycol. (21) evaluaronlos perfilesyel valor
prondstico de las isoenzimas de LDH en pacientes
con LNH. Los pacientes con incrementos de LDH
sérica al momento del diagnéstico presentaron
porcentajes y valores absolutos significativamente
elevados de LDH2 y LDH3 respectivamente. Los
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valores absolutos de LDH?3 correlacionaron con el
estado funcional alterado, estadio clinico avanzado
e histologia agresiva, mientras que, los porcentajes
elevados de LDH2 solo correlacionaron con el
estado funcional alterado.

Recientemente Bouafia y col. (22) analizaron
el perfil de las isoenzimas de LDH y su valor
prondstico en pacientes con malignidades
hematoldgicas. Sus resultados mostraron niveles
elevados de la isoenzima LDH3 y porcentajes de
LDH2 como factores prondsticos de una menor
sobrevida global en los pacientes con LNH. Segtun
el analisis univariado de la sobrevida, los valores
elevados de LDH3, los altos porcentajes de LDH2,
la LDH total, el estadio clinico y la agresividad
del tumor, fueron variables prondsticas de la
sobrevida.

Una serie de investigaciones han mostrado
la actividad de las isoenzimas de LDH como
indicador de alteraciones celulares y metabolicas,
asi como de marcador prondstico (21-26).
Jurisic y col. (27-30) reportaron cambios en la
actividad intracelular de la LDH y sus isotipos
(H y M) asociados con la induccién de apoptosis
y alteracion de la membrana celular en células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
pacientes con linfoma.

El gran interés en profundizar el conocimiento
sobre los biomarcadores prondsticos, se origina
de la heterogeneidad pronodstica observada
dentro de los grupos de riesgo del IPI y del mejor
entendimiento de la biologia de los linfomas, lo
cual es critico para determinar el pronéstico de la
enfermedad.

La evaluacién y aplicaciéon de las isoenzimas de
LDH y el de una serie de marcadores tumorales en
el estudio del LNH, es importante como expresion
del comportamiento bioldgico de esta enfermedad.
Profundizar el estudio del patrén de las isoenzimas
de LDH en pacientes con Linfoma No Hodgkin,
su asociacion y correlacion con otros marcadores
tumorales,. contribuiria a afinar y complementar
la informacién del IPI, los parametros clinico-
patoldgicos y bioldgicos de la enfermedad, ademas
de estudiar su comportamiento en poblacion
venezolana.

Métodos

Pacientes

Se evaluaron 67 pacientes con diagnoéstico de
LNH confirmados clinica e histopatolégicamente,
quienes asistieron a la Consulta de la Comisién
de Linfoma en el Instituto de Oncologia y
Hematologia (IOH), MPPS-UCV, durante el
periodo 1999-2004, siendo el tiempo promedio del
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seguimiento de la enfermedad de 30 meses (rango
3-48 meses). Se incluyeron pacientes que no
recibieron tratamiento previo para la enfermedad,
con serologia negativa para VIH, excluyéndose los
pacientes con LNH con enfermedades asociadas
tipo diabetes, insuficiencia renal u otras. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica del IOH.

Lascaracteristicasclinico-patolégicas consideradas
como factores prondsticos comprendieron: sexo,
edad, histologia del tumor (Clasificacion OMS)
(31), estadio clinico ( Clasificacion ANN ARBOR
modificada en Costwolds ) (32), presencia de
sintomas B (fiebre,sudoracién nocturna y pérdida
de peso), estado funcional escala Karnofsky (33),

numero de regiones ganglionares, afectacion
extraganglionar, enfermedad voluminosa,
compromiso de médula dsea, compromiso

abdominal. De acuerdo al IPI (3) se clasificaron
en grupos de riesgo: Bajo riesgo ( bajo riesgo e
intermedio bajo) y Alto riesgo (riesgo intermedio
alto y alto riesgo). En la practica clinica con
fines pronosticos los LNH se clasificaron en las
categorias de linfomas indolentes y agresivos (2).

Estrategia de tratamiento y evolucion clinica.

Los pacientes se trataron con esquemas de primera
linea establecidos internacionalmente para LNH
(32) y el seguimiento clinico de los pacientes se
evaluo de acuerdo a los siguientes criterios:

e Remision completa (RC):  Se define como
la desapariciéon de todas las manifestaciones
clinicas y signos de la enfermedad, con
normalizacién de las alteraciones radioldgicas
y de los datos bioquimicos que fueron
anormales antes de iniciar la quimioterapia.
Una vez finalizado el tratamiento, la respuesta
se mantendrd, al menos 3 meses. En caso de
infiltracién de la médula 6sea, la desaparicion
de la enfermedad morfoldgica/histolédgica,
debera ir unida a normalizaciéon de las cifras
hematoldgicas periféricas (> 12 g/dl de
Hemoglobina, > 100.000 plaquetas /mm3 y
>1.500 granulocitos/mm3).

o Remision completa incierta (RCi): Se define
como la desapariciéon de todos los sintomas y
casi todas las masas medibles en dos diametros
(reduccién en mas del 75% por TAC) pero con
persistencia de anomalias radiolégicas por
ese método (radiologia o tomografia). Sin
embargo, la Gammagrafia por Galio o el PET-
scan deberan ser negativos.

o Remision parcial (RP>50%): Remision parcial
se define como una reduccién del 50% o mas
de la enfermedad medible durante al menos
1 mes. Debe haber ausencia de citopenias
periféricas.
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o Enfermedad estable (EE): Regresién en
términos de enfermedad medible inferior
al 50%, sin nuevas manifestaciones y si hay
progresion, esta serd menor del 25%.

o Fracaso y/o progresiéon (F): Aumento en la
frecuencia o en la severidad de los sintomas,
o aparicion de nuevas dareas afectadas,
o progresiéon de mas de un 25% en las
localizaciones tumorales iniciales.

o« No respuesta: No variacién  de las
manifestaciones clinicas y signos de la
enfermedad inicial con el tratamiento aplicado.

o Sobrevida global (SG): Es el tiempo
transcurrido desde que se hace el diagndstico
y se inicia o no un tratamiento hasta la muerte
ocasionada por la enfermedad inicial que se
estd evaluando o hasta la fecha del ultimo
control.

o Sobrevida libre de enfermedad (SLE): Es el
tiempo transcurrido entre la fecha de RCy
la nueva aparicién de sintomas y signos de
enfermedad (recaida).

e Sobrevida libre de falla al tratamiento: Es el
tiempo transcurrido desde que se inicia el
tratamiento hasta la recaida o muerte.

Grupo Control

Para la determinacion de los valores de referencia
de la LDH total sérica e isoenzimas de LDH en la
poblaciéon venezolana se procesaron 122 muestras
de controles provenientes de donantes de Banco
de Sangre e individuos aparentemente sanos, con
edades comprendidas entre 18-74 anos, de los
cuales 60(49%) fueron de sexo femenino y 62(51%)
de sexo masculino.

Muestras

Las muestras de sangre se recolectaron por
puncion venosa, para obtener suero y sangre total,
una sola toma de muestra por paciente al momento
del diagnoéstico, antes de iniciar el tratamiento.
Las muestras de suero se separaron a partir de
las muestras de sangre, recolectada en tubos
sin anticoagulante, por centrifugaciéon a 2500
rpm durante 10 minutos a 20°C. Los sueros se
procesaron inmediatamente paraladeterminaciéon
de las enzimas hepdticas y las isoenzimas de
LDH. Para la determinacién de la LDH total e
isoenzimas de LDH, los sueros se conservaron
a la temperatura de 15-30°C 6 2-6°C hasta 48
horas, dada la inestabilidad de las fracciones y
la sensibilidad de las mismas a la temperatura
de congelacion. Para la determinacién de los
otros marcadores biolégicos séricos las muestras
de suero se congelaron a -70°C, repartidas en
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fracciones de 0.5 ml. Para la obtencién de sangre
total se obtuvieron las muestras de sangre venosa
anticoagulada con EDTA para la determinacion
de los marcadores hematoldgicos y la velocidad de
sedimentacién globular (VSG).

Determinacion de Marcadores Biologicos:

Isoenzimas de LDH: Se realizé la determinacion
cualitativa y cuantitativa de las isoenzimas de
LDH aplicando el método de electroforesis en
gel de agarosa, segun el procedimiento del sistema
Helena Titan Gel (Helena Laboratorios Catalogo N°
3043). Este método provee mayor informacién que
otros, porque permite la separacion de las cinco
fracciones de LDH sin riesgo de superposicion
de las mismas. El medio de soporte utilizado
incluy6 acetato de celulosa, agar agarosa y geles
de acrilamida.

e El fundamento de la determinacién de las
isoenzimas de LDH se basé en la separacion
de acuerdo a su movilidad electroforética en
gel de agarosa. Posteriormente cada isoenzima
se detectd colorimétricamente, mediante
la reduccién de la sal tetrazolium con la
formacion de una coloracién formazdan.

LD
L-Lactato + NAD* «—— Piruvato + NADH

NADH+ sales tetrasolium

Fenasine
Metosulfato

NAD+ coloracion formazan

Reactivos: Placas Titan Gel LD Isoenzimas (Placas
de agarosa en buffer Barbital), Reactivo Titan
Gel LD Isoenzima( conteniendo NAD Lithium
lactato, NBT y PMS reconstituido en 1 ml de
diluente),Titan Gel Isoenzima diluente (Buffer
AMP, Bicina, Barbital, Aspartato y Azida de Na),.
Buffer Titan Gel LD Isoenzima: AMPD, Bicina,
Barbital y Aspartato, Azida de Na, pH 8.1-8.3.

Procedimiento: Se prepard la camara de
electroforesis anadiendo 35 ml del buffer diluido
en cada canal interno de la camara y una camara
himeda a 45°. Se aplicaron 3pl de la muestra en
cadapozo del gel de agarosa, previa colocaciéon dela
plantilla. Se coloc6 la placa portadora del gel enla
camara electroforética y se realiz6 la corrida a 100
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voltios por 15 minutos. El reactivo de isoenzimas
LD se prepar6 cinco minutos antes de culminar la
corrida electroforética. Para la visualizacion de las
bandas se coloco la placa de la corrida sobre una
lamina de vidrio, se vertid el reactivo LD sobre el
gel en el extremo anddico y se extendié con una
pipeta serologica a lo largo de toda la superficie
de la placa. Luego de 15 segundos se corri6 la
pipeta en sentido contrario para eliminar el exceso
del reactivo. Se colocé la placa en la camara de
incubacién e incubd a 45°C por 25 minutos. Al
final de este periodo, se lavo la placa en é4cido
acético al 10% por 2 minutos, luego de remover
la placa y colocarla sobre una superficie de vidrio
y cubrir el gel con papel de filtro humedecido
en acido acético al 10 % y tres toallas de papel se
colocd en una prensa para someterlo a presién
por 3 a 5 minutos. Posteriormente, eliminado el
papel de filtro y las toallas de papel, se lavo la
placa con acido acético al 10% por un minuto
y secd a 60°C por cinco minutos. La evaluacién
cualitativa se realizé mediante la visualizacion de
las bandas y la evaluacién cuantitativa mediante la
lectura de la placa e integracién de las bandas en
un densitémetro a 590 nm. (Densitémetro Helena
Scan 2 (Cat N° 1260), para lo cual se introdujo
el valor de LDH total para calcular los valores
absolutos y porcentuales de las isoenzimas. La
interpretacién del patréon de isoenzimas de LDH
se realizé en conjunto con el valor de la actividad
de LDH total sérica.

Valores de referencia: En el grupo control (n=122)
se determinaron los rangos referenciales de
las isoenzimas de LDH expresados en valores
absolutos y porcentuales. LDHI: 18.4-71.7 U/l ,
18.6-47.7% ; LDH2: 28.1-90.1U/L , 26.2-47.9%;
LDH3:14-47.5U/L,11.6-27.2% ; LDH4:3.1-19.2U/
L, 2.8-13.5%; LDH5: 2.3- 17.2 U/L, 2.0-12.5%. El
criterio de corte o cut off correspondié al limite
superior del rango de referencia establecido para
cada isoenzima.

o Lactato deshidrogenasa (LDH): Método LDH-L
cinético UV (Invelab Catalogo N° 89289).
Valores de referencia: 80-285 U/L

o Aspartato amino transferesa (AST): Método
cinético UV (Roche Catdlogo 851121). Valores
de referencia: <38 U/L

e« Alanino amino transfereasa (ALT): Mdétodo
cinético UV (Roche Catdlogo 851132). Valores
de referencia: < 41 U/L

o TFosfatasa alcalina (F. ALC): Método cinético
colorimétrico (Roche Catalogo 816388).
Valores de referencia: €290 U/L

o Albtmina sérica: Método Verde Bromocresol
(Colorimétrico).Autoanalizador Hitachi
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modelo 704 (Roche). Valores de referencia:
3.4-4.8 g/l

o Antigeno de Cancer CA 125: Se determiné
mediante la  tecnologia de inmunoensayo
enzimatico sobre microparticulas (MEIA)
empleando el sistema IMX  (Abbott
Laboratorios Catalogo N° 69-4123/R3).
Valores de referencia: <35 u/ml

« B2 microglobulina (B2M): Se determiné
aplicando la tecnologia de inmunoensayo

enzimatico sobre microparticulas (MEIA)
empleando el sistema IMX (Abbott
Laboratorios Catalogo N° 69-2197/R11).

Valores de referencia: < 3.4 mg/l.

o Interleuquina-6 (IL-6): Se empleé un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) método sandwich,
(Quantikine Catalogo N° D6050 RD Systems).
Valores de referencia: 0 - 1.99 pg/ml (34).

o Receptor alfa soluble de Interleuquina 2
(sRa IL-2): Se aplico el método de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) tipo sandwich,
(Quantikine Catalogo N° DR2A00 RD
Systems). Valores de referencia: 320-2000 pg/
ml (35).

o« Proteina C Reactiva (PCR): Se utilizo la
prueba de aglutinacion latex directo en placa,
semicuantitativo. Valores de referencia: <6
mg/l. (Wiener LAB Catalogo N° 1683152).

o Marcadores hematoldgicos: Hematologia
completa. Analizador Cell Dyn 1.400
(Laboratorios Abbott).- VSG. Método:
Wintrobe 1 hora. Valores de referencia: 0-15
mm

Anadlisis Estadistico

El anadlisis estadistico se realizd utilizando los
programas Statgraphics  Statistical, Graphics
Systems Version 6, y Graphpad Software V2 052
Basic Statistics, Inc.

Se aplicaron las siguientes pruebas estadisticas
con un nivel de significancia p=0.05

o Analisis exploratorio de los datos (EDA):
Histograma de frecuencia para evaluar la
distribucion de la normalidad de los datos,
analisis de componentes principales para
la representacién grafica de la correlacion
multifactorial de las variables bioldgicas.

o Analisis no paramétrico: Prueba de U Mann
Whitney para comparar el comportamiento
de una variable entre dos grupos, expresado
por el valor de la mediana (M) y la prueba
de Spearman para determinar la correlacion
entre dos variables diferentes expresada por el
Coeficiente de Correlacion (r) de Spearman.
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Resultados

Caracteristicas clinico-patolégicas y biologicas
de los pacientes con LNH: La Tabla I presenta
las caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes al momento del diagndstico, antes de
iniciar el tratamiento. Se evaluaron 67 pacientes
con edades comprendidas entre 18 a 79 afos
(Mediana 55 afos), siendo el tiempo promedio de
seguimiento de la enfermedad de 30 meses (rango
3-48 meses). Tomando en cuenta los factores
prondsticos adversos, el 58% incidié en el sexo
masculino y el 31% en pacientes mayores de 60
anos. Segun la clasificacion de la OMS, el 60%
de los linfomas correspondié al tipo histolégico
difuso de células grandes tipo B (LDCGB) y el
12% de los pacientes presentaron el tipo folicular.
De acuerdo a las categorias prondsticas, el 73%
de los pacientes presentaron LNH agresivos, que
comprenden histolégicamente a los linfomas de
intermedio y alto grado de malignidad, con mayor
tendencia al crecimiento y diseminacién (difuso
de células grandes tipo B, células del manto,
parecido al Burkitt, células grandes anaplasicas T,
células T periféricas e inmunobldstico) y el 27%
correspondié a LNH indolentes, histolégicamente
de bajo grado de malignidad y crecimiento lento
(folicular, linfocitico pequefo, tipo maltoma vy
micosis fungoides).

E1 60% de los pacientes presentaron estadio clinico
IIT - IV (enfermedad avanzada) y el 9% estado
funcional alterado (Karnosfky <70%). El 66% de
los pacientes presentaron enfermedad extranodal
en mas de un area y enfermedad voluminosa
mayor de 10 cm., el 30% presenté mas de 4
areas ganglionares. La presencia de sintomas B,
el compromiso de médula dsea y la enfermedad
abdominal se detectaron en el 43%, 21% y 59%
de los pacientes respectivamente. De acuerdo al
Indice Pronéstico Internacional (IPI), el 90% de
los linfomas fueron de bajo riesgo, incluyendo los
de bajo riesgo y riesgo intermedio bajo, mientras
que el 10% de los linfomas fueron de alto riesgo,
agrupando a los de riesgo intermedio alto y alto
riesgo.

En relacion a los marcadores biolégicos, 17(25%),
8(12%), 8(12%), 11(16%), 16(24%) y 30(45%) de
los pacientes presentaron respectivamente valores
elevados de B2M, AST, ALT, FALC, CA125,
PCR y 16 (24%) de los pacientes cursaron con
concentraciones disminuidas de albumina sérica.
Respecto a la LDH, 9(13%) presentaron valores
anormales, siendo el criterio de anormalidad los
valores de la actividad enzimatica por encima del
100% del limite superior del rango de referencia,
de acuerdo a lo establecido en el IPI (3). Se
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determinaron niveles elevados de IL-6 y sRa IL-2
en 38(66%)y25(58%) delos casos respectivamente,
habiendo 6 y 24 muestras respectivamente con
valores desconocidos por no cumplir con las
condiciones adecuadas de almacenamiento. Los
valores de VSG resultaron aumentados en 30(79%)
del grupo evaluado, habiendo 29 muestras con
valores desconocidos de este parametro.

Comparacion de los niveles séricos de LDH total
e Isoenzimas de LDH en pacientes con LNH vy
controles sanos: La Tabla II presenta los niveles
séricos de la actividad de LDH total e isoenzimas
de LDH de los pacientes comparados con el grupo
control de individuos sanos. Los pacientes con
LNH al momento del diagnédstico, antes de iniciar
el tratamiento, presentaron niveles de LDH total
significativamente superiores a los del grupo
control (p<0.001). Los niveles séricos de las
isoenzimas LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDHS5,
expresados  en valores absolutos, resultaron
significativamente elevados en los pacientes
respecto al grupo control (p<0.001).

El analisis comparativo de los valores de la mediana
expresado en porcentaje del valor de la LDH total,
muestra la actividad de LDH1 significativamente
inferior en los pacientes respecto a los controles
(p= 0.02). Por el contrario, se obtuvieron
porcentajes significativamente elevados de LDH2
(p=0.04), LDH3 (p<0.01) y LDH5 (p=0.045) en
los pacientes respecto al grupo control y no se
obtuvieron diferencias respecto a LDH4.

Niveles séricos de LDH total y perfil de Isoenzimas
de LDH en pacientes con LNH: De los 67 pacientes
evaluados 9(13%) presentaron niveles séricos de
LDH total significativamente elevados y 58(87%)
presentaron niveles por debajo del criterio de
corte (p<0.001) (Tabla III). Respecto a las
isoenzimas LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDHS5,
la distribucién en valores absolutos indicd
niveles significativamente elevados (p<0.0001)
en el 37%, 43%, 48%, 39% y 16% de los casos
respectivamente. La distribuciéon porcentual del
perfil de isoenzimas reveld valores elevados de
LDHI1, LDH2, LDH3, LDH4, LDH5 en el 1%, 4%,
10%, 4% y 4% respectivamente. Si bien el analisis
comparativo de las medianas de los valores en
porcentajes resultd significativo, la distribucion
de los valores se basa en grupos disimiles no
comparables entre si respecto al tamano de la
muestra (datos no mostrados).

En relacién al grupo de pacientes con niveles
elevados de LDH total (n=9; 13%), la incidencia
de los niveles elevados de las isoenzimas de LDH1,
LDH2, LDH3, LDH4 y LDHS5, en este grupo
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Tabla I. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con LNH

Caracteristicas
N=67 %(100)
Edad (mediana 55, rango 18-79 afios) < 60 afios 46 (67)
> 60 anos 21 (33)
Sexo Masculino 39 (42)
Femenino 28 (58)
Clasificacion Histologica Difuso de células grandes 40 (60)
Células del manto 1 (1)
Parecido Burkitt 1 (1)
Células grandes anaplasicas T 3 (5)
Células T periféricas 2 3)
Inmunoblastico 2 (3)
Folicular 8 (12)
Linfocitico pequefio 6 9)
Tipo maltoma 2 (3)
Micosis fungoide 2 (3)
Categorias prondsticas Agresivos 49 (73)
Indolentes 18 27)
Estadio Clinico I-1I 27 (40)
III-1v 40 (60)
Estado funcional Karnostky <70% 6 9)
> 70% 61 (91)
Enfermedad extraganglionar <1 23 (34)
> 1 44 (66)
Sintomas B No 38 (57)
Si 29 (43)
Ne regiones ganglionares 0-4 47 (70)
>4 20 (30)
Enfermedad voluminosa <10 cm 23 (34)
> 10 cm 44 (66)
Compromiso de médula dsea No 53 (79)
Si 14 (21)
Enfermedad abdominal No 27 (41)
Si 40 (59)
IPI Bajo riesgo 60 (90)
Alto riesgo 7 (10)

IPI: Indice Pronéstico Internacional

correspondid a 7(78%), 9(100%), 9(100%), 8(89%)
y 5(56%) respectivamente (datos no mostrados).

Asociacion de los niveles séricos de LDH total e
Isoenzimas de LDH con las caracteristicas clinico-
patologicas de los pacientes con LNH: Las Tablas
IV y V muestran el perfil de isoenzimas de LDH
expresado en valores absolutos y porcentajes,
relacionado con las caracteristicas clinico-
patolégicas de los pacientes. De acuerdo a los
grupos etarios, no se obtuvieron modificaciones

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

*J) Bioanalistas Especialistas. 2010,2011,2012; Vol 13,14,15: 3-26

Bajo riesgo (bajo e intermedio bajo) Alto riesgo (intermedio alto y muy alto riesgo)

en la actividad de LDH total y del patron de
isoenzimas de LDH. Observamos niveles
absolutos significativamente superiores de LDH1
(p<0.0001) y LDH2 (p=0.02) en el grupo de
pacientes con estadio clinico III - IV respecto
al grupo con estadio clinico I y II, de modo que
éstas isoenzimas son las que influirian sobre la
significancia de la LDH total (p=0.018) entre
los grupos comparados; por el contrario no se
observaron variaciones en los niveles absolutos de
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Tabla II. Niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH en pacientes
con LNH y controles sanos

Variables Pacientes Controles
(n=67) (n=122)
(M) Rango Referencia (M) Rango Referencia p*

LDHT U/L 204 (83-1371) 131 (80-285) <0.001
LDHI1 U/L 554 (4.5-596) 36.3 (18.4-71.7) <0.001

% 25.0 (8.0 - 54) 27.8 (18.6-47.7) 0.02
LDH2 U/L 78.1 (24.1-535.5) 50.5 (28.1-90.1) <0.001

% 39.4 (22.2-50.2) 37.6 (26.2-47.9) 0.04
LDH3 U/L 44.1 (16.1-394.2) 28.8 (14-47.5) <0.001

% 219 (4.6-118.8) 14.0 (11.6-27.2) <0.001
LDH4 U/L 16.0 (4.2-260.6) 8.4 (3.1-19.2) <0.001

% 6.7 (2.8-21.4) 6.4 (2.8-13.5) 0.47
LDH5 U/L 9.3 (4.0-86.5) 6.2 (2.3-17.2) <0.001

% 4.6 (1.0-26.8) 3.9 (2.0-12.9) 0.045

LDH: lactato deshidrogenasa
p *: U Mann-Whitney. M= Mediana

LDH3, LDH4 y LDHS5 asociadas con la progresion
de la enfermedad. El analisis porcentual reveld
valores significativamente elevados de LDH4 y
LDHS5 (p<0.0001) asociados al grupo de pacientes
con estadio clinico III - IV.

LaactividaddelaLDH totalydelas cincoisoenzimas
en valores absolutos resultdé significativamente
aumentada (p < 0.05) en los pacientes con estado
funcional alterado comparado con el grupo de
pacientes con estado funcional normal, siendo la
de menor significancia la isoenzima LDH5. El
analisis de los valores en porcentaje no arrojo
resultados significativos.

La asociacion de la actividad de la LDH total
e isoenzimas de LDH con la enfermedad
extraganglionar no arrojo resultados significativos
en valores absolutos. Sin embargo, los porcentajes
de las fracciones de las isoenzimas de LDHS3
y LDH4 fueron significativamente superiores
(p=0.05) en los pacientes que presentaron mas
de una region extranodal. No se observaron
variaciones asociadas a esta condicién para las
isoenzimas LDHI1, LDH2 y LDH5 .

Los pacientes que presentaron sintomas B,
expresaron niveles absolutos significativamente
elevados de LDH total (p=0.001), LDHI
(p=0.05), LDH2 (p=0.02), LDH3 (p=0.05) vy
LDH4 (p<0.0001), respecto a los pacientes
con ausencia de sintomas B; no se detectaron
diferencias entre ambos grupos relacionadas con
LDHS5 y la distribucién en porcentajes no presentd
modificaciones significativas.
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p significativa = 0,05

De las cinco isoenzimas, solamente el incremento
de la actividad en valor absoluto de la LDHI1 se
asocié con la presencia de mds de 4 regiones
ganglionares.

Respecto ala presencia de enfermedad voluminosa,
no se observaron variaciones significativas de LDH
total e isoenzimas de LDH expresadas en valores
absolutos. El patrén en porcentaje sélo revelo
valores de LDHS5 significativamente elevados
(p=0.028) en los pacientes con enfermedad
voluminosa mayor de 10 cm., comparados con el
grupo de pacientes con enfermedad voluminosa
<10 cm. No se obtuvieron variaciones en
porcentajes en el patron de isoenzimas de LDH1,
LDH2, LDH3 y LDH4 asociadas a esta condicidn.
Los niveles absolutos de la LDHI se asociaron
significativamente con los pacientes que
presentaron compromiso de médula 6sea (p=0.01)
y no se obtuvieron variaciones significativas para
LDH total y el resto de las isoenzimas relacionadas
con dicha condicién. No se observaron variaciones
significativas expresadas en porcentajes.

En el grupo de pacientes que cursaron con
enfermedad abdominal solo se detectaron
valores absolutos significativamente elevados
de LDH2 (p=0.02) respecto a los pacientes que
no presentaron compromiso abdominal. La
distribucién en porcentaje de la isoenzima LDH5
resultd significativamente superior (p=0.048) en
el grupo de pacientes con enfermedad abdominal
y tampoco incidi6 sobre el valor de la LDH total.
No se detectaron cambios en porcentajes en
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las fracciones de LDHI1, LDH2, LDH3 y LDH4
asociados a esta condicion.

En relacién al Indice Prondstico Internacional
(IPI), al comparar los valores entre los grupos de
alto y bajo riesgo, observamos que el grupo de alto
riesgo se asocid con niveles significativamente
superiores de LDH total (p<0.0001) y valores
absolutos elevados de LDH4 (p=0.02). No se
detectaron variaciones en valor absoluto para
LDHI1, LDH2, LDH3 y LDHS5 relacionadas a los
grupos de riesgo. En este caso la significancia de
la LDH total esta influenciada principalmente por
la isoenzima LDH4. La distribucién de los valores
en porcentajes, revelé para el grupo de alto
riesgo valores significativamente superiores en
la actividad de LDH1 (p=0.039) y LDH4 (p=0.05)
comparado con el grupo de bajo riesgo. No se
detectaron variaciones en porcentaje entre ambos
grupos referentes a las isoenzimas LDH2, LDH3 y
LDHS5.

Asociacion de los niveles séricos de LDH total e
Isoenzimas de LDH de acuerdo a los marcadores
biologicos en pacientes con LNH: En la Tabla VI
observamos la actividad de la LDH total y del
patréon de las isoenzimas de LDH reportado en

Perfil de Isoenzimas de LDH en Linfoma No Hodgkin

valores absolutos y porcentuales, de acuerdo a los
niveles de B2M, AST, ALT, FALC. y CA-125.

Respecto a la B2M, los niveles elevados de LDH
total sérica se asociaron con concentraciones
aumentadas de B2M (p=0.01). Se obtuvieron
valores absolutos de LDHI1 (p=0.0001) y LDH2
(p=0.02) asociados significativamente a esta
condicion.

No se observaron modificaciones significativas
para el perfil de las isoenzimas LDH expresado en
porcentaje.

En relacion a la enzima AST, tanto la LDH total
como la actividad en valores absolutos de las
isoenzimas LDH1, LDH2, LDH3, LDH4 y LDHS5 se
asociaron significativamente (p<0.05) con niveles
elevados de AST. La distribucién en porcentajes
no reveld variaciones significativas respecto a la
actividad de AST.

No se observaron modificaciones en la actividad
de LDH total y el perfil de isoenzimas de LDH

asociadas a la actividad de las enzimas ALT y
FALC.

Los niveles de LDH total se relacionaron
significativamente con concentraciones elevadas

Tabla III. Niveles séricos de LDH total y perfil de isoenzimas de LDH en pacientes con LNH

Variables N (%) M Rango *p

LDHT U/L

<570 58 (87) 186 (83-556)

>570 9 (13) 879 (580-1371) <0.0001

LDH U/L

<71.7 42 (63) 43 (4.5-65)

>71.7 25 (37) 95 (76.9-596) <0.0001

LDH2 U/L

<90.1 38 (57) 55 (24.1-87)

>90.1 29 (43) 163 (106.9-535) <0.0001

LDH3 U/L

<47.5 35 (52) 29 (16.1-44.1)

>47.5 32 (48) 87 (47.6-394.2) <0.0001

LDH4 U/L

<19.2 41 (61) 11 (4.2-19.0)

>19.2 20 (39) 31 (20.5-260.6) <0.0001

LDH5 U/L

<17.2 56 (84) 8.4 (3.9-16.1)

>17.2 11 (16) 22 (18-86.5) <0.0001
M: Mediana N: n° de pacientes (%): Frecuencia

p significativa = 0,05
p*: U Mann-Whitney
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Tabla IV. Niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH de acuerdo alas caracteristicas
clinico-patoldgicas en pacientes con LNH

LDHT LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5

Variables N° M) (M) M) M) M) (M)

U/L UL % UL % UL % U/L % U/L %
Edad
<60 anos 46 202 558 24.1 789 394 464 164 16.2 6.1 9.6 3.8
>60 anos 21 203 449 234 69.2 395 431 119 124 6.9 8.5 4.2
p* 0.41 0.21 044 062 097 075 0.15 0.56 0.76  0.27  0.88
Estadio Clinico
[-1I 27 163 419 249 605 37.8 347 125 133 5.7 9.3 34
II-1v 40 289.5 649 25.1 1153 415 654 16.0 17 8 9.1 5.6
p* 0.018 <0.0001 0.76 0.02 0.08 0.15 037 048 <0.0001 0.99 <0.0001
Estado Funcional Karnostky
270 61 199 535 255 772 399 429 132 14.1 6.7 9 4.1
<70 6 887.5 116.6 169 3819 36.7 2146 152 439 8.5 13.1 2
p* <0.0001 0.02 0.11 0.01 0.66 <0.0001 0.32 <0.0001 0.87 0.05 0.11
Enfermedad Extraganglionar
<1 3 203 532 394 694 135 476 6.1 16.4 6.1 9.9 4.4
>1 44 206 558 350 798 142 435 7.5 15.1 7.5 8.8 3.6
p* 0.92 0.76 087 0.62 067 072 005 0.29 0.05 0.53 0.57
Sintomas B
Ausente 38 171 459 246 674 417 344 164 114 6.7 8.5 34
Presente 29 312.5 65.0 25,5 116.8 38.1 659 11.3 205 6.7 10.7 4.4
p* 0.01 0.05 042 0.02 0.07 0.05 0.08 <0.0001 0.36 0.14 0.10
p significativa = 0,05 p*: U Mann-Whitney LNH: Linfoma No Hodgkin M:Mediana

LDH: Lactato deshidrogenas

de CA-125 (p<0.0001). EI patrén de las cinco
isoenzimas de LDH expresado en valores
absolutos  mostré el mismo comportamiento:
LDH1 (p=0.01), LDH2 (p=0.01), LDH3 (p=0.05),
LDH4 (p<0.0001), y LDH5 (p<0.0001). El analisis
del patrén de isoenzimas expresado en porcentaje
no mostré6 variaciones significativas.

La Tabla VII presenta el comportamiento de la
LDH total y las isoenzimas de LDH de acuerdo
a los valores de la PCR, IL-6, sRalL-2, VSG y
albumina sérica.

La actividad de la LDH total se asocio
significativamente con niveles elevados de la PCR
(p= 0.014). Respecto a las isoenzimas de LDH,
los valores absolutos elevados de LDH2 (p=0.013)
y porcentajes aumentados de LDH3 (p=0.0001) se
asociaron significativamente a concentraciones
elevadas de PCR.

En relaciéon a la IL-6, los niveles de LDH total
se asociaron significativamente (p=0.014) con
concentraciones aumentadas de esta citoquina.
El patrén de isoenzimas de LDH mostré valores
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U/L: Unidades en valor absoluto

%: Valor porcentual

absolutos de LDH2 asociados significativamente
con niveles elevados de IL-6 (p=0.014). No
se observaron modificaciones porcentuales
significativas del perfil de isoenzimas asociadas a
las concentraciones de IL-6.

El patréon de isoenzimas de LDH no mostrd
modificaciones significativas asociadas a las
concentraciones del sRaIL-2.

Respecto a la VSG, solo se obtuvieron porcentajes
significativamente elevados de LDH3 (p<0.0001)
asociados a valores aumentados de VSG. No
se observaron diferencias en el patron de las
isoenzimas de LDH en valores absolutosy tampoco
para la actividad de la LDH total relacionadas con
los valores de la VSG.

En relacidon a la albumina sérica, no se obtuvieron
modificaciones de la actividad de la LDH total y
del patrén de isoenzimas de LDH expresados en
valores absolutos. El patron de isoenzimas de
LDH expresado en porcentajes, reveld valores de
LDH3 significativamente aumentados (p<0.0001)
relacionados con concentraciones disminuidas de
la albimina sérica.
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Tabla V. Niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH de acuerdo alas caracteristicas
clinico- patoldgicas en pacientes con LNH

LDHT  LDHI1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5

Variables N° M) (M) (M) (M) (M) (M)

UL UL % UL % UL % UL % UL %
N° regiones ganglionares
0-4 47 200 46 246 74 23 44 39 16 11 9.7 7.0
>4 20 261 650 255 105 26 49 40 18 19 9.3 6.0
p* 019 005 059 012 009 085 012 059 016 10 0.16
Enfermedad Voluminosa
<10 cm 23 169 438 275 573 389 331 134 127 6.8 9.1 3.5
>10 cm 44 241 558 238 963 417 592 154 176 6.5 9.4 5.5
p* 045 025 01 009 008 021 053 023 098 098 0.028
Compromiso Médula 6sea
Ausente 53 192 455 233 772 39.1 441 125 16 7.0 8.3 4.3
Presente 14 3045 833 269 1297 417 535 166 17.6 5.8 1.0 3.6
p* 066 0.01 030 04 070 092 038 0.11 044 011 047
Enfermedad Abdominal
Ausente 26 169 436 233 665 379 338 133 134 71 9.1 3.8
Presente 39 241 562 255 1089 409 642 164 174 63 97 56
?121 066 04 05 002 009 092 029 0.11 0.19 0.11 0.048
Bajo Riesgo 60 176 555 239 675 393 516 140 10.7 46 93 3.9
Alto Riesgo 7 375 463 309 821 452 316 120 16.9 6.7 82 43
p* <0.0001 0.9 0.039 044 029 006 0.65 0.02 0.05 0.58 0.63

p*: U Mann-Whitney
M: Mediana

p significativa = 0,05
LNH: Linfoma No Hodgkin
Alto riesgo: Intermedio alto y alto riesgo.

Correlacion de los niveles séricos de LDH total e
Isoenzimas de LDH con las caracteristicas clinico-
patoldgicas en los pacientes con LNH: En la Tabla
VIII observamos una correlaciéon significativa
y directa de los niveles séricos de la LDH total
(p=0.012) y de las isoenzimas LDHI1 (p=0.002) y
LDH2 (p=0.02),peronodelasLDH3,LDH4yLDHS5,
con la progresion de la enfermedad. Los niveles
de la enzima LDH total y de las cinco isoenzimas
de LDH correlacionaron significativamente de
forma inversa (p < 0.05) con el estado funcional
de los pacientes, correspondiendo a la isoenzima
LDH3 el mayor factor de correlaciéon y de mayor
significancia (p=0.002). En relacién al numero de
regiones ganglionares, el compromiso de médula
6seay la enfermedad abdominal, solo la isoenzima
LDHI1 mostré correlacion directa y significativa
(p=0.01) con dichas condiciones. La LDH total
correlaciond de forma directa y significativa con
sintomas B (p< 0.01) pero no asi las isoenzimas y
no se observd correlacion alguna con enfermedad
voluminosa.
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IPI: Indice Pronostico Internacional
Bajo riesgo: bajo e intermedio bajo
%: Valores porcentuales

Respecto al IPI, el andlisis revelé una correlacion
significativa entre la actividad de la LDH total
(p=0.04), LDH2 (p=0.001), LDH3 (p=0.02) vy
LDH4 (p=0.01) con esta condicién, reflejando
una influencia desfavorable o negativa sobre el
prondstico de la enfermedad. Las isoenzimas
LDH1 y LDH5 no correlacionaron con esta
variable.

Correlacion de los niveles séricos de LDH total e
Isoenzimas de LDH con los marcadores bioldgicos
en pacientes con LNH: El andlisis entre los
niveles de LDHT vy las isoenzimas de LDH con las
concentraciones de B2M (Tabla IX) demostrd una
correlacion directa y significativa de los niveles de
LDH total (p=0.0001), LDHI1 (p=0.0001), LDH2
(p<0.0001), LDH3 (p=0.001), LDH4 (p=0.002)
y LDH5 (p=0.005). Asi mismo, observamos una
correlacion determinante de wuna influencia
directa y significativa de los niveles de LDH total
(p=0.01), LDH1 (p= 0.0002), LDH2 (p=0.002),
LDH3 (p=0.005), LDH4 (p=0.0005) y LDH5
(p=0.005) con la actividad de la AST.
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Tabla VI. Niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH de acuerdo alos marcadores
bioldgicos en pacientes con LNH

LDHT LDH1 LDH?2 LDH3 LDH4 LDH5

Variables Ne° (M) M) M) M) (M) (M)

U/L UL % U/L % U/L % U/L % U/L %
B2M mg/1
<34 50 180 456 257 715 389 40.4 13.0 13.8 5.7 8.3 4.45
>34 17 376 919 246 1579 419 704 16.5 19.9 6.9 10 3.2
p* 0.01 >0.0001 0.71 0.02 0.09 0.31 0.39 0.11 0.4 0.11 0.11
AST U/L
<38 59 192 46.7 21.6 715 39,5 404 139 15.1 6.9 9.1 4.1
>38 8 386 919 25.8 1579 3944 86.5 14 26.6 6.7 15.1 3.9
p* 0.01 002 094 002 036 004 094 0.04 0.45 0.03 0.84
ALT U/L
<41 59 199 50.1 252 754 423 43.1 12.5 16 5.6 9.2 3.0
>41 8 249 73.6 249 104.1 39.1 66.1 14.4 255 6.7 10 4.1
p* 0.4 0.18 048 039 044 065 0.77 0.71 0.30 0.96 0.48
E ALC. U/L
<290 56 204 50.1 246 776 399 443  14.1 16.3 5.8 9.2 4.1
>290 11 188 684 319 789 39.0 394 137 14.6 7.0 10.2 3.5
p* 0.68 0.11 0.053 089 083 0.76 092 0.55 0.052 0.73 0.53
CA-125U/ml
<35 51 180 455 262 694 39.1 396 134 135 6.4 8.5 3.9
> 35 16 340 764 222 1434 40.1 76.3 16,5 284 7.1 15.3 4.2
p* <0.0001 0.01 0.09 0.01 0.81 0.05 0.14 <0.0001 0.12 <0.0001 0.80

P* significativa = 0,05 Prueba de U Mann-Whitney LNH: Linfoma No Hodgkin
B2M: Beta 2 microglobulina AST: Aspartado aminotransferasa
E Alc.: Fosfatasa alcalina CA-125: Antigeno Céancer 125

LDH: Lactato Deshidrogenasa
ALT: Alanino aminotransferasa
M: Mediana

En relacién al CA-125, la actividad de LDH total
correlaciond directa y significativamente (p=0.05)
con este marcador, asi como las isoenzimas LDH1
(p=0.008) y LDH5 (p=0.04); no se obtuvieron
correlaciones significativas con LDH2, LDH3 y
LDH4.

El analisis con los niveles de IL-6 reflej6 un
correlaciéon directa y significativa de los niveles
séricos de LDH total (p=0.017) y las isoenzimas
LDH1 (p=0.035), LDH2 (p=0.027) y LDH4
(p=0.049) con esta variable. Las isoenzimas LDH3
y LDHS5 no correlacionaron con IL-6.

No se obtuvieron resultados significativos al
correlacionar la actividad de la LDH total y las
isoenzimas de LDH con los valores de ALT, F.ALC,
PCR, sRalL-2, VSG y albtmina sérica.

Analisis de componentes principales: Se aplico el
analisis de componentes principales paraobtenerla
representacion visual o grafica del comportamiento
simultdneo (correlacién multifactorial) de 1la
enzima LDH total e isoenzimas de LDH en los
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pacientes con LNH (Figura N° 1). Cada variable
estarepresentadaporunalineacuyalongitudrefleja
la influencia o importancia de los marcadores en
el proceso evaluado (a mayor longitud, mayor
influencia). Todas las variables convergen en un
punto (la enfermedad), generando angulos que
reflejan la correlacion entre ellas (a menor angulo
mayor cercania, por lo tanto mayor correlacion).
Observamos que las isoenzimas LDH1, LDH2 y
LDH3 son las que presentan mayor cercania con la
LDH total, la isoenzima LDH3 ocupa la posicién
central y segtn la grafica result6 ser la de mayor
correlacion con la LDHT , mientras que las LDH4
y LDHS5 estan mas correlacionadas o cercas entre
si pero mas distantes de LDHT.

Evolucién clinica de los pacientes con LNH: Se
evaluaron 67 pacientes con un tiempo promedio
de seguimiento de 30 meses (rango 3 - 48 meses),
de los cuales 27(40%) entraron en remision
completa, 12(19%) y 17(25%) presentaron
remision parcial <50% y >50% respectivamente,
registrando una respuesta global (RC+RP) en 56
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Tabla VII. Niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH de acuerdo a los marcadores
bioldgicos en pacientes con LNH

LDHT LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5

Variables N° (M) (M) (M) (M) M) (M)
U/L UL %  U/L % UL % U/L % U/L %

PCR mg/l
<6 37 180 47.1 258 68 359 396 9.0 12.7 6.7 8.5 3.6
>6 30 269 644 238 1096 40.7 66.2 18.9 18.4 6.1 9.7 4.3
p* 0.014 0.35 0.27 0.013 0.7 0.35 <0.0001 0.28 0.61 0.32 0.26
IL-6 pg/ml
<1.99 23 169 454 249 674 385 39.6 9.0 11.4 7.0 9.3 4.6
>1.99 38 280.5 60.0 23.05 1153 395 698 14.3 19.15 6.7 8.8 3.5
vd 6
p* 0.014 0.16 0.17 0.014 0.59 0.22 0.26 0.19 0.91 0.70 0.18
sRalL-2 pg/ml
<2000 18 175.5 51.3 26.6 678 39.7 332 125 13.7 6.9 9.4 3.9
>2000 24 176 532 265 772 404 3311 164 13.5 6.1 8.2 3.9
vd 24
p* 0.95 0.70 0.75 0.64 094 083 0.51 0.89 0.85 0.68 0.74
VSG mmh
<15 8 174 44.6 236 709 378 404 79 13.7 6.8 9.05 5.1
>15 29 184 56 275 684 38.8 34.65 16.0 13.4 6.9 9.85 4.4
vd 29
p* 0.71 0.34 0.50 0.96 0.87 0.60 <0.0001 0.85 0.9 0.68 0.80
ALBUMINA g/dl
234 51 199.5 533 25,5 755 393 4311 11.0 16 6.4 8.8 4.3
<34 16 312 68.6 252 1283 41.2 554 17.5 21.8 7.4 10.58 2.9
p* 0.97 0.32 056 041 0.71 0.99 <0.0001 0.71 0.71 0.28 0.24

p* significativa= 0.05 Prueba de U Mann-Whitney
LNH: Linfoma No Hodgkin

IL-6: Interleuquina 6

VSG: Velocidad de sedimentacién globular

(84%). La progresion de la enfermedad se registro
en 11(16%) de los casos y 24( 36%) fallecieron.

Discusion

En el estudio de los LNH se han identificado
una variedad de factores clinico-patolégicos y
biolégicos con significacia prondstica para la
caracterizacion de la enfermedad, la evolucidén
de los pacientes y la respuesta al tratamiento. La
importancia de este estudio no solamente consistio
en la determinacion de las isoenzimas de LDH y
una serie de marcadores tumorales en LNH, sino
también en la profundizacién del conocimiento
respecto a su relacion con la enfermedad y las otras
variables prondsticas en la poblaciéon de pacientes
venezolanos.

Se estudiaron 67 pacientes de primera consulta,
siguiendo las pautas internacionales establecidas
para el abordaje de la enfermedad; se evaluaron
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LDH: Lactato Deshidrogenasa

PCR: Proteina C Reactiva

sRaIL-2: Receptor o soluble de Interleuquina 2
M: Mediana

vd: Valor desconocido.

los marcadores prondsticos al momento del
diagndstico, antes de iniciar el tratamiento, que
reflejan las caracteristicas del tumor y su potencial
invasivo (LDH, estadio clinico, afectacion
extranodal, compromiso de médula désea, N° de
regiones ganglionares, enfermedad abdominal,
enfermedad voluminosa e histologia del tumor),
la respuesta del paciente frente al tumor (estado
funcional, sintomas B, B2M, enzimas hepaticas,
albimina sérica, CA125, VSG, IL-6, sRalL-2),
asi como la capacidad del paciente de tolerar el
tratamiento (edad, estado funcional y compromiso
de médula 6sea). La consideracién de los factores
prondsticos clinico-patoldgicos en conjunto con
el IPI permitié categorizar a los pacientes en
grupos de riesgo para la adecuada seleccidn de las
estrategias terapéuticas.

En nuestro trabajo la mayoria de los pacientes
presentaron enfermedad avanzada, afectacién de




Zabner de Oziel y col. Perfil de Isoenzimas de LDH en Linfoma No Hodgkin

Tabla VIII. Correlacion de los niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH con las
caracteristicas clinico- patoldgicas en pacientes con LNH

Variables LDHT LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5
n=67 U/L U/L U/L U/L U/L U/L
Edad r 0.06 0.83 0.005 0.03 0.04 0.0008
P 0.58 0.5 0.96 0.79 0.73 0.99
Estadio Clinico r 0.30 0.38 0.29 0.17 0.08 0.001
p 0012 0.002 0.02 0.15 0.47 0.98
Estado r -0.35 -0.22 -0.32 -0.40 -0.33 -0.23
Funcional P 0.004 0.05 0.013 0.002 0.01 0.05
Enfermedad r 0.07 0.05 0.11 0.03 0.06 0.03
Extraganglionar 0.56 0.7 0.4 0.8 0.6 0.8
Sintomas B r 0.29 0.02 0.1 0.08 0.11 0.2
0.01 0.1 0.3 0.7 0.3 0.4
NP° regiones r 0.21 0.39 0.21 0.03 0.11 0.07
ganglionares 0.08 0.002 0.08 0.79 0.34 0.55
Enfermedad r 0.19 0.15 0.20 0.15 0.16 0.02
voluminosa 0.10 0.2 0.08 0.20 0.2 0.9
Compromiso r 0.2 0.30 0.15 0.02 0.11 0.12
Médula Osea 0.17 0.01 0.26 0.86 0.39 0.34
Enfermedad r 0.22 0.32 0.23 0.13 0.18 0.05
Abdominal 0.07 0.013 0.06 0.29 0.31 0.95
IPI r -0.36 -0.2 -0.39 -0.38 -0.33 -0.23
p 0.004 0.09 0.001 0.002 0.01 0.058

p significativa= 0.05 p*: Spearman
IPI: Indice Prondstico Internacional

mas de un sitio extranodal, carga tumoral > 10cm y
enfermedad abdominal, reflejando la extension del
tumor y su potencial invasivo, factores asociados
con una disminucidon de la respuesta al tratamiento
y sobrevida (3,4,36). Solo el 30% de los pacientes
presentaron mas de 4 regiones ganglionares;
tanto el numero como la localizacién de las areas
ganglionares afectas reflejan la extension de la
enfermedad. En relacion al estado funcional y
la presencia de sintomas B como expresion de la
respuesta del paciente al tumor, la mayoria de los
pacientes no presentaron alteraciones para estas
condiciones. La capacidad funcional del paciente es
considerada como uno de los factores prondsticos
independientes con mayor influencia al valorar
la repercusion que la enfermedad produce en el
estado general del paciente y esta relacionada con
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r = Coeficiente de Correlacion

LNH: Linfoma No Hodgkin

otros parémetros como sintomas B, carga tumoral,
otras enfermedades concomitantes ylaedad (4).La
vinculacion de los sintomas B (fiebre, sudoraciéon
nocturna y pérdida de peso) al prondstico ha sido
controversial para los diferentes tipos de LNH (5),
se ha reportado que pacientes con LNH agresivos
con sintomas B, presentan una pobre respuesta ala
quimioterapia y sobrevida (4). Las localizaciones
extraganglionares especificas involucradas con la
enfermedad han sido identificadas como dreas con
significancia pronoéstica, siendo una de ellas la
médula dsea. En los casos de afectacion de médula
osea el patron de infiltraciéon nodular, asi como el
escaso porcentaje de infiltracion, va asociado a un
mejor prondstico para todos los tipos de linfoma
(5); en nuestro estudio solo el 21 % de los pacientes
presentd infiltracion de la MO.
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Tabla IX. Correlacion de los niveles séricos de LDH total e isoenzimas de LDH
con los marcadores biologicos en pacientes con LNH

Variables LDHT LDHI LDH2 LDH3 LDH4 LDH5
U/L U/L U/L U/L U/L U/L
B2M mg/l r 0.6 0.53 0.51 0.40 0.45 0.34
n=67 p <0.0001 <0.0001  <0.0001 0.001 0.002 0.005
AST U/L r 048 0.45 0.38 0.34 0.43 0.35
n=67 p 0001  0.0002 0.002 0.005 0.0005 0.005
ALT U/L r 015 0.19 0.16 0.16 0.12 0.01
n=67 0.20 0.11 0.21 0.21 0.32 0.93
F ALC. U/L ro 012 0.21 0.05 -0.18 -0.002 0.07
n=67 0.30 0.08 0.66 0.87 0.98 0.53
CA-125 U/ml r 024 0.32 0.18 0.07 0.17 0.24
n=67 p 005  0.008 0.14 0.52 0.15 0.04
PCR mg/l r 013 0.10 0.09 0.05 0.09 1.0
n=67 0.27 0.4 0.4 0.67 0.45 1.0
IL-6 pg/ml r 030 0.27 0.28 0.23 0.25 0.19
n=61 0.017  0.035 0.027 0.07 0.049 0.12
SRaIL-2 pg/ml  r  -0.03  -0.09 -0.11 -0.02 -0.09 -0.08
n=43 p 081 0.52 0.46 0.86 0.52 0.59
VSG mmh r -001 005 -0.09 -0.17 -0.03 0.20
n=38 p 091 0.75 0.56 0.29 0.82 0.22
ALBUMINAg/dl r -0.17  -0.16 -0.16 -0.08 -0.12 -0.09
n= 67 p 016 0.17 0.19 0.47 0.44 0.46

p*: Spearman r : coeficiente de correlacion AST: Aspartado aminotransferasa
E Alc.: Fosfatasa alcalina LNH: Linfoma No Hodgkin PCR: Proteina C Reactiva
sRaIL-2: Receptor a soluble de Interleuquina 2
CA-125: Antigeno cancer 125 IL-6: Interleuquina 6

p significativa = 0.05

LDH: Lactato deshidrogenasa
B2M: Beta 2 microglobulina
ALT: Alanino aminotransferasa
VSG: Velocidad de sedimentacién globular

(intermedio alto y alto riesgo).
Al considerar la distribucién de los marcadores

En relacién a los modelos prondsticos, el IPI
en los ultimos afnos, dado su elevado valor

predictivo, ha sido de utilidad en los diferentes
tipos de LNH, tanto agresivos como indolentes
(3,37) y mas recientemente a partir del afo
2004, se ha propuesto la aplicacion del FLIPI
para los linfomas foliculares (38) y el R-IPI para
los linfomas agresivos (39). En tal sentido, los
pacientes evaluados en el estudio correspondieron
al periodo 1999-2004 y para la categorizacion
en grupos de riesgo se aplicé el IPI para todos
los grados de malignidad, asi la mayoria (90%)
correspondid al grupo de bajo riesgo (riesgo bajo
e intermedio bajo) y solo el 10 % de alto riesgo
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bioldgicos, la mayoria de los pacientes presentd
valores de LDH, B2M, AST, ALT, F. ALC., CA125,
PCR y albumina sérica dentro del rango normal de
referencia. Solo el 13% de los pacientes cursaron
con alteracion de la actividad de LDH total, en
base al valor cut off establecido como el 100%
del valor superior del rango de referencia); este
bajo porcentaje pudiera estar influenciado por el
tamano de la muestra. El valor sérico de la LDH
es uno de los factores pronodsticos individuales
que mayor informacién aporta en los diferentes
tipos de LNH, hasta el punto que actualmente
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Figura N° 1. Analisis de componentes principales de los niveles de LDHT
e isoenzimas de LDH en pacientes con LNH.

(r): coeficiente de correlacion
LDH: Lactato Deshidrogenasa

es considerado como dato imprescindible
para definir el prondstico de un paciente. Los
marcadores bioldgicos que presentaron mayor
incidencia de valores alterados correspondieron a
laIL-6, sRaIL-2 y VSG. Si bien son marcadores que
reflejan la actividad de la enfermedad, existieron
pacientes con valores desconocidos y esto pudiera
influir en los resultados.

Entre los factores pronodsticos en LNH, la
enzima LDH representa un marcador prondstico
independiente y forma parte del IPI (3). Constituye
uno de los sistemas enzimaticos preferencialmente
producidos y retenidos por las células cancerosas,
siendo necesario para mantener el crecimiento y
la proliferacion del tumor (23,40, 41). Cuando las
isoenzimas de LDH son liberadas por el tejido
neoplasico al torrente circulatorio, se producen
cambios en el patréon sérico de las mismas, asi
pudimos observar un incremento en los valores
absolutos de la actividad de todas las isoenzimas
y de la LDH total en los pacientes respecto al
grupo control, con cambios en la distribucién en
porcentaje, que reflejaron disminucién de LDHI,
aumentos de LDH2, LDH3 y LDHS5, pero no
modificaciones de LDH4 (Tabla II). Ricerca y col.
(20) obtuvieron resultados similares en el patrén
de las isoenzimas en LNH, respecto al incremento
de los valores absolutos, asi como la disminucidén
del porcentaje de LDH1 y el aumento de LDH3, sin
embargo registraron porcentajes aumentados de
LDH4 y no detectaron cambios en LDH2 y LDHS5.
La disminucién de la LDH1 de los pacientes
respecto a los controles, pareciera ser un patrén
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N° Pacientes: 67

LNHA1: Base de Datos
LNH: Linfoma No Hodgkin

que se repite, sugiriendo una tendencia hacia las
isoformas LDH4 y LDH5 asociadas a los tejidos
con alta produccién de acido lactico o sea con
metabolismo anaerébico. Ferraris y col. (42) no
observaron cambios en el patrdn de las isoenzimas
de LDH en pacientes con LNH, no obstante
Batsakis y col. (43) reportaron LDH3 aumentada.
Por su parte Rottenberg y col. (19) describieron
tres casos en los cuales el aumento de los niveles
de la LDH total se acompaid del predominio de las
isoenzimas 2 y 3, siendo el inico y mds temprano
signo de linfoma maligno oculto.

Miés recientemente, Dumontet y col. (21)
reportaron en pacientes con LNH, porcentajes
elevados de la isoenzima 2 en pacientes con LDH
total elevada respecto a los controles y al grupo
de pacientes con valores normales de LDH.
Otros autores (22) registraron incrementos en el
porcentaje de LDH2 en los pacientes con LNH,
pero no en otras patologias como Linfoma de
Hodkin (LH) y mieloma multiple, cuando se
compararon con los valores normales. Segun
Paule y col. (18) la disminucién de LDHI1 vy el
incremento de LDH2 pareciera ser un marcador
bioquimico de la evolucién del proceso tumoral y
de la diferenciacion celular.

En el presente trabajo, los resultados del patron
de isoenzimas de LDH se expresaron en valores
absolutos y porcentuales. El andlisis en valor
absoluto permite estudiar a la variable en su valor
real, facilitando la comparacion de la actividad
enzimatica con otros estudios, mientras que el
nivel en porcentaje expresa valores relativos,
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generando resultados e interpretaciones diferentes
al compararlo con el del valor absoluto. El
resultado en porcentaje nos orientaria acerca de
la distribucion de las fracciones de LDH y sobre
la direccién o tendencia metabdlica del tejido
afectado. Otros factores influyentes a considerar
comprenden la heterogeneidad biologica de la
poblacion estudiada y las diferentes metodologias
empleadas en la determinaciéon del marcador
biolégico, asi como los rangos de referencia,
cuando se comparan diferentes estudios.

Al analizar la frecuencia de las isoenzimas de
LDH en los pacientes con LNH en base a los
valores establecidos para la poblacién venezolana,
observamos que de las cinco isoenzimas, la LDH3
present6 la mayor incidencia de niveles elevados,
tanto en valor absoluto como porcentual, seguido
de la LDH2. Estos resultados coinciden con los
reportes de otros autores sobre la incidencia del
incremento de la isoenzima 3 en pacientes con
mieloma multiple y leucemia granulocitica crénica
(44,45), asi como la frecuencia incrementada
del porcentaje de LDH2 en pacientes con
LNH, leucemia linfoide crénica y sindromes
linfoproliferativos (22-23). Las isoenzimas 2 y
3 estan presentes en los drganos linfoides (14),
siendo la LDH3 la isoenzima mads abundante en el
tejido linfoide normal (13) con altos porcentajes
en células B, T y timocitos (46-47).

En las enfermedades linfoproliferativas los
niveles elevados de la LDH total sérica reflejan un
incremento en el metabolismo o recambio celular
asociado con la expansidn y actividad proliferativa
del tumor. Battle y col.(48) reportaron niveles
elevados de LDH asociados con el estadio clinico
(III-1V), el estado funcional alterado y enfermedad
voluminosa, en un grupo de 240 pacientes con
LNH. Otros autores (20) observaron la relacion
de la actividad incrementada de la LDH total con
los estadios clinicos avanzados, la presencia de
sintomas generales y linfomas de alto grado de
malignidad. En el presente trabajo observamos
los niveles de LDH asociados con la progresion de
la enfermedad (estadio clinico III-IV), alteracion
del estado funcional, presencia de sintomas B e
IPI de alto riesgo (Tablas IV y V) evidenciando
su importancia internacionalmente establecida
(4,7,8). Nuestros resultados coincidieron con los
de Ricerca y co0l.(20), quienes reportaron cambios
en la actividad de la LDH influenciada por la
progresion de la enfermedad y la presencia de
sintomas B.

La informacién sobre el comportamiento de
las isoenzimas de LDH respecto a los factores
pronoésticos es escasa, por lo cual profundizamos
en este analisis. Asi, observamos valores
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incrementados de LDH1 en los pacientes con
enfermedad avanzada, estado funcional alterado,
presencia de sintomas B, afectacién de médula
6sea, N° de regiones ganglionares y el porcentaje
elevado delaisoenzima asociado con un IPI de alto
riesgo. El estudio de Ricerca y col. (20) también
reporté cambios en la distribucion de LDHI
influenciados por la progresion de la enfermedad.
Otros investigadores (21,22) determinaron una
mayor frecuencia de porcentajes elevados de la
isoenzima 2 en pacientes con alteracién de su
estado funcional y valores absolutos elevados de
LDH3 mas frecuentemente asociados con pacientes
que presentaron afectacion del estado general,
enfermedad avanzada ylinfoma de tipo agresivo. Al
igual que dichos autores , obtuvimos una relacién
entre los valores absolutos de LDH2 y el estado
funcional anormal y ademds con la presencia de
sintomas B, es decir con la respuesta del paciente
frente al tumor, con la progresidn, diseminacion
de la enfermedad y su potencial invasivo. Nuestros
hallazgos respecto a la asociaciéon de la LDH3 con
el estado funcional coincidieron con los de otros
autores (21,22), pero adicionalmente encontramos
una relacién significativa con los sintomas B y la
afectacion extranodal. Es importante sefalar que
estos autores compararon las frecuencias de los
valores absolutos o porcentajes elevados, mientras
que en nuestro caso comparamos la actividad de
las isoenzimas expresada bien sea tanto en valor
absoluto como en porcentaje. Por su parte Ricerca
y col.(20) , no obtuvieron resultados significativos
para LDH2 en relacién al estadio clinico, sintomas
generales e histologia del tumor, mientras que la
actividad de LDH3 en porcentaje se asocié con
el estadio clinico, sintomas B e histologia de alto
grado de malignidad, al comparar los valores
con el grupo normal. Este hallazgo sugiere que la
LDH3 pareciera ser un marcador de la presencia
de enfermedad al presentar un comportamiento
independiente de los factores clinicos patologicos,
por lo que siendo la LDH3 la isoenzima mas
abundante en los tejidos linfoides, es posible que
sus valores incrementados reflejen el tamafo
de la masa tumoral en los pacientes con LNH.
En lo que concierne a la isoenzima LDH4, en
nuestra casuistica, sus valores absolutos se vieron
influenciados por el estado funcional ylos sintomas
B y su distribucién en porcentaje se alterd con
la progresion de la enfermedad y la afectacion
extraganglionar, coincidiendo con lo reportado
por Ricerca y col. (20), ademas resulto ser la inica
isoenzima cuyos valores absolutos y porcentaje
se asociaron con un IPI de alto riesgo. Cuando
evaluamos a la LDH5, observamos sus valores
absolutos influenciados por el estado funcional
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del paciente y su distribucién en porcentaje
influenciada por los factores pronésticos asociados
con el potencial invasivo del tumor (estadio clinico
avanzado, enfermedad voluminosa y compromiso
abdominal), sin encontrar reportes de otros
autores al respecto. Los resultados en porcentaje
nos reflejarian la tendencia o la expresién de
los cambios en los tejidos sobre la direccién
metabolica, estando la expresion de LDH5 mas en
relacién con la produccién de lactato en el tejido u
érgano involucrado.

El analisis del contenido de las isoenzimas en las
muestras de tumor nos podria orientar acerca del
origen o incremento de las mismas a nivel sérico.
Estudios in vitro han revelado que la actividad
intracelular de los isotipos de LDH (H y M)
muestran diferentes expresiones en los linfocitos
B y T, en estado de reposo y de activacidn, siendo
su patron de expresiéon un mejor marcador de
activacion celular que del fenotipo (24, 25,49).
Ademas de la utilidad de la determinacién de la
LDH total sérica, las caracteristicas intracelulares
de la misma y del perfil isotipico, son indicadores
sensibles del estado metabdlico (50), de la
direccion aerdbica o anaerdbica de la glicdlisis
(14), del estado de activacion (41), transformacion
maligna (51,52), asi como del dafio de la membrana
celular (53). Los cambios en la actividad celular
de la LDH vy del isotipo (H, M) se han asociado
con la induccién de apoptosis y la alteracidon de
la membrana celular en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) de pacientes con
linfoma. La tasa de apoptosis y consecuentemente
la liberacién de la LDH a través de la membrana
de las CMSP, depende de la masa tumoral, la
agresividad del tumor y de los estadios avanzados
de la enfermedad. La actividad intracelular de la
LDH vy del isotipo M en las CMSP y la actividad
de la LDH liberada espontaneamente, se vieron
significativamente incrementadas en LNH con
estados avanzados y alto grado de malignidad,
contrario a lo observado en los pacientes con
LH, quienes mostraron elevaciones en todos
los parametros (27) . En los pacientes con LNH
la actividad intracelular de los isotipos LDH
H y LDH M de las CMSP ultrasonicadas, fue
significativamente elevada antes de comenzar la
terapia y su actividad fue mayor en los estadios
avanzados de la enfermedad en comparacion
con los estadios tempranos (30). Asi en nuestro
trabajo, pudimos observar que la actividad sérica
de la LDH total vy las isoenzimas 1, 2, 3, 4y 5
mostraron la misma tendencia.

Por su parte Pan y col. (24,25) demostraron una
correlacion significativa entre la expresion de los
isotipos dela LDH yla actividad proliferativa de las
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células linfoides humanas normales y poblaciones
de células humanas neopldsicas, mediante la
inmunotincién con anticuerpos monoclonales anti
H de LDH (LDH 1,2) y anti M de LDH (LDH 4,5),
reaccionando ambos anticuerpos débilmente con
LDH3.

Tomando en cuenta estas consideraciones, cuando
evaluamos la asociacion del patrén de isoenzimas
de LDH con el estadio clinico, podriamos
interpretar por una parte que la actividad elevada
en valores absolutos de la isoenzimas LDH1(H4)
y LDH2(H3M) serian reflejo de la actividad
proliferativadel tumor y, porotra,las proporciones
(%) aumentadas de LDH4 (HM3) y LDH5 (M4),
indicativos del metabolismo anaerdbico de las
células tumorales, lo cual ha sido reportado
en la mayoria de los tumores(14). La actividad
incrementada de la LDH2 en el grupo de pacientes
con enfermedad abdominal seria expresién del alto
recambio celular (15). Igualmente, la proporcion
elevada de LDHS5, asociada con la enfermedad
voluminosa (carga tumoral) y el compromiso
abdominal, nos reflejaria la relacién con el
metabolismo anaerdbico del tumor y su potencial
invasivo, ademas de ser un marcador sensible del
dafo hepatico (14). Recientemente Koukourakis y
col.(49) reportaron la sobreexpresion de LDH5 en
muestras de tejido de cancer de pulmoén de células
pequenas, asociada con la hipoxia del tumor y
niveles elevados de LDH total sérica. Otros autores
(54,55) mediante el andlisis inmunohistoquimico
evaluaron la expresion citoplasmadtica y nuclear
de la isoenzima LDH5 en LNH difuso de células
grandes By linfoma folicular, detectando una alta
expresion de LDH5 en ambos tipos de linfomas
y ninguna en linfocitos no neopldsicos. La
expresion de LDH5 se asocidé significativamente
con las proteinas reguladoras de la hipoxia
celular, conocidas como los factores inductores de
hipoxia (HIF) 1 alfa y 2 alfa. También observaron
una amplia expresion del receptor 2 del factor
de crecimiento endotelial vascular fosforilado
(VEGF2/KDR) y su correlacién con la activacion de
los factores HIF y su participaciéon en la activacion
de la angiogénesis. En nuestro caso, observamos el
significativo incremento de los valores absolutos
de la LDHI1 relacionados con la afectacién de
médula ésea y el nimero de regiones ganglionares
como expresion de la extension del tumor, esto
podria ser reflejo de la respuesta proliferativa o
recambio celular (15), aunque no se afecte el valor
de la LDH total.

Los estudios in vitro de Jurisik V y col.(30)
sefialaron una actividad de LDH-H intracelular
en CMSP de pacientes con LNH previo a la
administracion del tratamiento, no obstante,
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la misma disminuyé después que las CMSP
fueron tratadas con factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), mostrando un efecto contrario al
comparar con las CMSP de controles sanos. La
actividad del isotipo LDH-M intracelular de las
CMSP de pacientes con LNH, previo al tratamiento
con quimioterapia, se mantuvo elevada y sus
valores no variaron post-tratamiento. La actividad
intracelular de los isotipos de LDH y su relacion,
constituyen marcadores importantes de fenémenos
bioldgicos intracelulares seguidos del efecto del
TNFa. La actividad de la LDH-H estaria mds
relacionada con la proliferacion celular que con la
especificidad del algtn tipo de malignidad. Segtn
otras investigaciones, los cambios en la actividad
de la LDH-H en controles sanos y pacientes con
linfoma, antes y después de la quimioterapia,
pudieran depender de caracteristicas intracelulares
previas de las CMSP, sugiriendo el papel de la
expresion del receptor del TNFa o la activacion de
sefiales intracelulares (28).

Cuando relacionamos la actividad tanto de la
LDH total como de las cinco isoenzimas (valores
absolutos) con el estado funcional, se asociaron
con un estado general alterado, reflejando la
repercusion que la enfermedad produce en el
paciente, sin producir cambios significativos en
la distribucién (%) del patrdn isoenzimatico, es
decir hay una afectacidn general del paciente y de
la actividad enzimatica sin discriminar érganos o
tejidos. Por otra parte es conocido que la LDH es
un marcador inespecifico y también es producido
por el tejido circundante al tumor. Al evaluar los
cambios respecto a los sintomas B, se observaron
alteraciones de todas las isoenzimas menos en la
actividad de la LDHS5.

Respecto a la enfermedad extraganglionar,
observamos modificaciones porcentuales en el
patron de LDH3 y LDH4, atn cuando no incidio
sobre la actividad total de LDH (Tabla IV). Por una
parte, este factor prondstico nos refleja la carga
tumoral y por otra, la LDH3 es fisioldgicamente la
mas abundante en los tejidos linfoides; asi mismo,
junto con la LDH4, parecen ser las isoformas mas
abundantes en las células hematopoyéticas en
maduraciéon (15) y predominantes en la mayoria
de los tejidos malignos (10,13).

Nuestros hallazgos indicaron que los pacientes
con niveles elevados de LDH total se asociaron
con un IPI de alto riesgo, ejerciendo una mayor
influencia sobre la proporcién de la LDH1 como
expresion de recambio celular y la actividad
incrementada de LDH4, tanto en valores absolutos
como en porcentaje. En tal sentido, las variaciones
de LDH1 y LDH4 podrian deberse al proceso de
diferenciacidn celular, ademas del comportamiento
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del tumor, indicando la actividad proliferativa del
tumor, el predominio del metabolismo anaerdbico
y su asociacidn con tejidos malignos (47,50).
Cuando se correlacionaron los niveles de la LDH
total con las caracteristicas clinico-patologicas,
observamos, que su actividad aumenté
significativamente con los factores adversos
indicativos de la progresiéon de la enfermedad,
ademas con la afectacion del estado general del
paciente y la presencia de sintomas, influyendo
significativamente de forma negativa sobre el
pronostico de la enfermedad (Tabla VIII). Estos
resultados soportan la importancia de la LDH total
como marcador tumoral a pesar de ser inespecifico
(9,10). La evaluacion de las isoenzimas (Tabla
VIII) revelé que un incremento de la actividad
enzimdtica de LDH1 se correlaciondé con una
mayor actividad proliferativa del tumor, es decir
con la progresion de la enfermedad, asi como
con la extension de la misma (N° de regiones
ganglionares y compromiso de médula 6sea) y
el potencial invasivo del tumor, mientras que la
actividad de la isoenzima 2 solo se vi6 influenciada
directamente por el estadio clinico. El incremento
delaactividad delas cinco isoenzimas curs6 con un
significativo deterioro de la capacidad funcional
del paciente y de la respuesta frente al tumor. El
IPI empeor6 significativamente en la medida que
la actividad enzimatica de las isoenzimas 2, 3 y
4 incremento, siendo interesante comentar que
en la literatura se menciona que en los nddulos
linfaticos con lesiones malignas se presentan
mayores concentraciones de LDH2, LDH3 y LDH4
que de LDH5 (10).

En la literatura encontramos reportes sobre el
patron LDHI1>LDH2 (inversién de la relacion
LDH1/LDH2) en tumores de ovario y de células
germinales, asi como de niveles séricos elevados
de LDH1 en cancer testicular avanzado. Se
ha sugerido que el fenémeno del cambio de
relacion LDH1/LDH2 se relaciona con cambios
megaloblasticos en la médula dsea o por
cardiocitotoxicidad por agentes citoliticos. El
patron de la relacién invertida LDHI1>LDH2, la
cual es ampliamente utilizada en la enfermedad
miocdardica, también puede ser vista en pacientes
con cancer. Las isoenzimas LDH1, LDH2 y LDH3
pudieran ser marcadores importantes de discrasias
hematoldgicas y otras malignidades, explicando
de esta manera nuestra observacion en el analisis
de componentes principales (Figura N° 1), de que
estas tres isoenzimas tuvieron mayor correlacion
con la LDH total en el proceso estudiado.

La importancia clinica de los marcadores
bioldgicos seroldgicos en LNH esta basada en la
informacion que complementa al diagndstico
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morfoldgico, asi como su papel en la estadificacion,
prondstico y monitoreo de la enfermedad.

En las enfermedades linfoproliferativas los niveles
de la LDH constituyen un marcador de recambio
celular y se correlacionan con la proliferacion
y expansioén celular; sin embargo en relacién a
las isoenzimas de LDH existe poca informacién
respecto a su asociacién y correlacién con los
marcadores biolégicos  seroldgicos en LNH.
Dumontet y col. (21) reportaron valores séricos
elevados del TNFa y su receptor p75 asociados a
altos porcentajes de LDH2 en pacientes con LNH,
considerando la influencia que este marcador
pudiera ejercer sobre las alteraciones del perfil de
isoenzimas de LDH en estos pacientes.

En nuestro trabajo pudimos observar que los
niveles elevados de la LDH total influenciados
por la actividad de LDH1 y LDH2, reflejaron el
comportamiento del tumor y su potencial invasivo
al asociarse con una elevada sintesis de la B2M,
la cual es expresion del aumento de la tasa de
activacion y proliferacion tumoral.

Nuestros datos indican que la actividad aumentada
de la LDH total y las cinco isoenzimas cursaron
con un incremento de los niveles de la B2M y
AST, reflejando una correlaciéon directa entre
la actividad enzimatica, la proliferacién celular
y el compromiso hepatico (Tabla IX). También
observamos la asociacién de todas las isoenzimas
con los niveles dela AST y del CA125, lo cual nos
sugiere una relacién con la afectacion hepatica y
el potencial invasivo del tumor respectivamente,
estando en concordancia con otros autores
sobre la significativa relacién entre la LDH vy el
CA125 (48,56-60). Es interesante sefnalar que
la informacién biolégica que nos provee el CA
125 es diferente a la que aportan los marcadores
LDH y B2M, los cuales son liberados por las
células linfomatosas, reflejando una medida de
la carga tumoral y actividad proliferativa del
tumor, mientras que el CA125 es indicativo de la
respuesta del paciente frente al potencial invasivo
del tumor, aportando una idea acerca de su
actividad infiltrante. Nuestros resultados sugieren
una correlaciéon directa y significativa entre la
LDH total y el antigeno CA 125, coincidiendo
con el trabajo de Bairey y col. (56), no obstante
contrastan con los de otros investigadores (48,60).
Cuando evaluamos las isoenzimas, obtuvimos una
correlacion significativa con las isoenzimas LDH1
y LDHS5, lo cual corresponderia con la actividad
proliferativa delosisotipos Hy M respectivamente.
Nuestros resultados reflejaron el comportamiento
bioldgico de los pacientes con LNH respecto a la
actividad de la LDH total, sus isoenzimas y los
marcadores inflamatorios. Asi observamos la

Bioanalistas Especialistas. 2010,2011,2012; Vol 13,14,15: 3-26

Perfil de Isoenzimas de LDH en Linfoma No Hodgkin

asociacidn delos niveles elevados dela LDH con los
valores anormales de la PCR e IL-6, coincidiendo
con los trabajos de otros autores (33,61-63), no
obstante en la literatura encontramos referencias
controversiales para la relacion entre la LDH total
ylaTL-6 (64,65).

Al considerar el perfil de las isoenzimas en
nuestros pacientes, los niveles elevados de la LDH?2
sérica se asociaron con concentraciones alteradas
de la IL-6 y PCR. Se obtuvieron porcentajes
incrementados de la isoenzima LDH3 relacionados
con los pacientes que presentaron valores alterados
de la PCR, VSG, y albumina sérica, por lo cual es
posible que las modificaciones de las isoenzimas
observadas en los pacientes estudiados, pueda
deberse entre otros factores a la produccidn de las
citoquinas inflamatorias, ademas de que la LHD2
y LDH3 son las mas abundantes en las células
linfoides (14). La correlacion significativa entre
la actividad de la LDH Total y las isoenzimas
1,2 y 4 con la IL-6 reflejan la correlacion entre
la actividad proliferativa del tumor vy el proceso
inflamatorio.

Algunos autores han sefialado que los niveles
elevados de la PCR representan un marcador
prondstico sencillo que refleja directamente la
actividad de la IL-6 en pacientes con LNH (34,63).
Los niveles disminuidos de la albumina sérica,
la presencia de sintomas B, niveles elevados de
la VSG y la anemia en pacientes con linfomas
agresivos, pudieran explicarse como efectos de la
liberacién de las citoquinas a la circulacidon (41).
Las isoenzimas de LDH pudieran ser marcadores
importantes en discrasias hematoldgicas y otras
malignidades, no obstante, la interpretacion de sus
valores debe hacerse con el entendimiento de que
estan presentes en otras células como leucocitos,
plaquetas y reticulocitos, pudiendo observar que
algunasisoenzimas son indicadores de alteraciones
celulares y metabdlicas, mientras que otras estan
asociadas al pronostico de la enfermedad (66).

Es importante mencionar las variables vy
limitaciones que pudieran influir en la evaluacion
de los marcadores tumorales en los pacientes con
LNH. En relaciéon a los pacientes evaluados, el
perfil de los pacientes seleccionados representa
una diferencia metodoldgica por lo que se requiere
precisar si el estudio se realiza en el grupo total
de los pacientes o de acuerdo a las categorias
prondsticas. Un importante aspecto que influye
en la comparacion de los resultados se refiere a la
heterogeneidad histolégica de los subtipos, lo cual
dificultaria la comparacion debido a los recientes
cambios en la clasificacion de LNH. Desde el
punto de vista metodolégico, el método utilizado,
la variabilidad de los rangos para establecer el
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criterio de anormalidad o cut-off, asi como el
analisis estadistico aplicado, son determinantes
en la reproducibilidad de los resultados. Nosotros
establecimos los rangos de referencia para las
isoenzimas de LDH en la poblacién venezolana y
este hecho constituye otro de los aportes de esta
investigacidn.

En el presente estudio profundizamos sobre el
comportamiento de las isoenzimas de LDH en
pacientes con LNH, al momento del diagndstico,
antes de recibir el tratamiento, siendo importante
complementar los estudios a nivel molecular,
celular y serolégico, para ampliar el panorama de
accion de las isoenzimas, tanto en LNH como en
otras malignidades.

La asociacion y correlaciéon de la actividad de la
LDHI1 conlos factoresclinico-patologicosadversos,
IPIdealtoriesgoymarcadoresbioldgicosalterados,
reflejan su compromiso con la progresion de la
enfermedad, actividad proliferativa del tumor,
recambio celular y la actividad de la enfermedad,
asi como la afectacion del paciente y su respuesta
frente al tumor. Los cambios en el patrén de la
isoenzima LDH2 reflejaron su asociacién con los
factores clinico-patoldgicos y bioldgicos como
expresion de la progresion y diseminacion de la
enfermedad, actividad proliferativa del tumor,
respuesta del paciente frente a la enfermedad y
actividad inflamatoria. Su actividad correlacioné
con la progresion de la enfermedad, alteracion del
estado funcional y un IPI adverso. La isoenzima
de mayor frecuencia con niveles elevados fue la
LDH3 y su actividad se asocié con los factores
prondsticos clinico-patolégicos y biologicos
adversos que reflejan la respuesta del paciente
frente al tumor, la actividad inflamatoria y la
propensiéon a la extensién de la enfermedad. Su
correlacion con el deterioro del estado general del
paciente, el IPI de alto riesgo y los marcadores
biologicos alterados, sugiere ser un indicador de
la actividad proliferativa del tumor y la afectaciéon
del paciente. Los niveles incrementados de la
isoenzima LDH4 y su patrén de distribucidn,
se asociaron con la respuesta del paciente
frente al tumor, IPI de alto riesgo, progresiéon y
diseminacion de la enfermedad y con marcadores
biolégicos que reflejan actividad hepatica vy
el potencial invasivo del tumor. Su actividad
correlacion6 con los marcadores bioldgicos de
la respuesta inflamatoria, actividad proliferativa
del tumor y metabolismo hepatico, expresandose
como un marcador de actividad celular y del
metabolismo anaerdbico. La alteracion de los
niveles de la LDHS5 reflej6 su relacion y asociacion
con el deterioro del estado general del paciente y
su respuesta frente a la enfermedad, la actividad
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proliferativa y el potencial invasivo del tumor.
Los cambios en la distribucién del patron de la
LDHS5 sugieren la tendencia a su localizacién en
los tejidos tumorales con actividad metabdlica
anaerobica.

Conclusiones

Si bien la LDH se determina de rutina en los
pacientes con malignidades hematolodgicas, existe
poca informacién relacionada con el contenido de
las isoenzimas, sus alteraciones y la significancia
prondstica.

En el presente estudio observamos alteraciones
especificas en el perfil sérico de las isoenzimas
de LDH, asociadas y correlacionadas con las
caracteristicas clinico- patoldgicasy la biologia del
tumor en los pacientes con LNH. La interpretacion
de los resultados en valores porcentuales o
absolutos tiene sus implicaciones; los valores en
porcentaje serian el reflejo del desplazamiento o
la tendencia de la direccidon metabdlica, mientras
que en valores absolutos obtenemos el valor real
de la actividad enzimatica, lo cual es importante
para la comparaciéon de la actividad enzimatica
con otros estudios reportados.

En base a los resultados del presente trabajo
es recomendable profundizar el estudio de las
isoenzimas de LDH, a nivel molecular, celular
y serolégico, tanto en LNH como en otras
malignidades hematoldgicas, en poblaciones
de mayor tamafo asi como evaluar el patréon de
isoenzimas de LDH considerando los diferentes
subtipos de LNH, dadala heterogeneidad bioldgica
de la enfermedad.
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