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INTRODUCCIO

Els enzims de 1'organisme poden esser classificats en tres grups: i) els

que tenen activitat en el mateix serum sanguini, corn es ara els factors de

coagulaci6; 2) els fabricats per cellules exocrines i que participen en pro-

cessos tals com la digesti6; i 3) els enzims endocellulars, que tenen activi-

tats vitals per a la cellula, con es ara els processos de transport, sintesi,

catabolisme, etc.

Els enzims d'aquest tercer grup s6n particularment interessants en el

problema que ens ocupa.

En primer lloc, hem de considerar que la biotopografia dels diversos

enzims dins la ultrastructura microscopica cellular es diversa segons l'acti-

vitat especifica que tenen: aixi, els enzims energetics en medi aerobi se

situen a les mitocbndries (malico-deshidrogenasa, transaminasa glutamico-

oxalacetica, succino-deshidrogenasa). Els enzims que intervenen en la gli-

colisi a traves de la via d'Emden-Meyerhof se situen en el citoplasma (aldo-

lasa, transaminasa glutamico-pirt vica, lacto-deshidrogenasa).

Tenint en compte aquests fets, es natural que una alteraci6 de la bio-
logia de la cellula neoplastica pugui tenir una repercusi6 en els enzims

intracellulars. Hom va demostrar que era precisament la lacto-deshidro-
genasa la que mes aviat descarrilava cap al serum en els malalts neo-
plastics.

La primera dada en aquest sentit fou aportada per HILL i LEVY (1954),
que observaren un augment de la taxa de lacto-deshidrogenasa en sang en
malalts neoplastics. Posteriorment hom ha publicat a la literatura especia-

litzada nombrosos treballs en que hom constata aquest augment en leuco-

sis, carcinomatosis difuses, malaltia de Hodgkin, carcinoma bronquial amb

metastasi, etc.

Un pas mes endavant correspongue a l'estudi dels isoenzims de la lacto-

deshidrogenasa.

En efecte, es prou conegut el fet que diverses especies d'enzims, encara

que actuin sobre el mateix substrat i catalitzin la mateixa reaccio, poden
diferir en altres propietats. L'any 1950 hom demostr5 la possibilitat de se-
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parar, mitjancant diverses tecniques, les diferents fractions o isoenzims

caracterfstics d'una reaccio.

En el cas de les LDH, sabeni que totes aquestes subfraccions activen el

pas de lactat a piruvat. Pero qufmicament i estructuralment son diferents.

Es mes, Bur densitat en cls diversos teixits es tambe diversa, de tal manera

que cadascuna adquireix un valor organospecffic. En altres paraules, unes

son mes presents en el muscul que no pas en el fetge, mentre altres son

mes frequents en el cor o en la pell. Llur augment en el serum ens indica

la procedencia organica sense precisar el tipus de lesio.

Aixo to un gran interes , fins i tot de tipus genetic, perque el fet que

cellules diferents tinguin enzims diferents pot esser relacionat amb concep-

tes de diferenciacio cellular que no es ara el moment d'aclarir.

Resumint, podem dir que quan hi ha lesio cellular (que pot esser pura-

ment bioquinnica i no pas forcosament morfologica i histologica), aug-

menta la perineabilitat de la membrana i els isoenzinrs es desvien cap al

plasma.

Aixf, en les hepatitis i cremades augmenta la LDH,, consegiiencia del

patro isoenzimatic de tipus M. En 1'infart intestinal, pancreatitis, enibolia

i infart de pulmo o infart de melsa, predominen les fraccions intermedies

corresponents al patro tipus HM. En les miopaties augmenten les LDH1

i LDH2.

Pero ens interessa de comentar aquf allo que s'esdeve en els teixits

neoplastics. En efecte, en aquests casos trobem en el serum un augment de

les fraccions intermedies, consegiiencia del fet que en els teixits tumorals

la distribucio de les iso-LDH perd caracter d'organospecificitat i adquireix

caracteristiques monotones, que les fan semblants al teixit fetal, que po-

drfem dir que es un teixit tumoral fisiologic.

Totes aquestes consideracions ens han estimulat a verificar estadisti-
cament les taxes de LDH i d'iso-LDH en els malalts neoplastics mitjan4ant

analisis de sang, liquids pleurals, orines, etc.
Un de nosaltres feu la tesi doctoral sobre aquest tema, i el treball que

comuniquem es una ampliacio d'alguns aspectes d'aquesta mateixa tesi

initial.

Si estadfsticarnent era significatiu l'augment de LDH, podiem dir al-
menys que la cellula neoplastica alterava la permeabilitat de la membrana

a aquest enzim, i comencavem un camf d'investigacio en el camp de Tonto-

logia humoral i citologica, que havia d'esser prosseguit per altres invcsti-

gacions amb tecniques mes detallades i especialitzades.
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MATERIAL I MkTODES

Material. - La base del treball son els malalts neoplastics del diversos

Serveis de l'Hospital del Sagrat Cor, que han estat estudiats des del punt

de vista clinic , humoral , biopsic i (alguns ) necropsic . Actualment la xifra

de controls supera les 3. 000 determinacions . La valoracio estadistica ha

estat feta nomes en 732 examens.

Metode analitic

a) Determinacio de 1'activitat LDH en el serum.

El metode utilitzat deriva del principi de WARBURG i CHRISTIAN descrit

1'any 1936, i la tecnica primaria es original de WROBLEWSKI i LA DUE 14,

publicada el 1955. Nosaltres hem mesurat l'activitat LDH segons el meto-

de colorimetric de WROBLEWSKI i CABAUD publicat l'any 1957.

Principi

L'acid piruvic, per accio del coenzim 1, dihidronicotinamida-edenin-

dinucleotid reduit (NADH2), es transformat en acid lactic en presencia

de deshidrogenasa lactica segons la reaccio segiient :

LDH

CH3 - CO - COOH + NADH CH3 - CHOH - COOH + NAD

ac. piruvic ac. lactic

Essent la velocitat d'aquesta reaccio directament proporcional a 1'acti-

vitat LDH, com mes gran sigui la concentracio de l'enzim mes de pressa

tindra lloc la formacio d'acid lactic a partir de piruvic, i a la inversa.

Reactius

- Substrat piruvat (DADE).

- B-DPNH (DADE).

- 2,4 dinitrofenilhidrazina (DADE).

- NAOH O,4N.

A parell

Fotocolorinletre Coleman.
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Procediment

- Prepareu una dilucio 1: 6 del serum (o,2 ml de serum en 1 ml

d'aigua destillada).

- Amb una pipeta, introduiu 1 ml de substrat piruvat dins un

fiasco on hi hagi 1 ml de B eta-DPNH. Poseu-ho at bany maria

a 37 °C durant 5 minuts.

- Prepareu un testimoni amb 0,4 ml del substrat i 0,7 ml d'aigua
destillada.

- Despres d'haver-lo remenat de forma suau, poseu el testimoni a
bany maria a 37 °C, durant 30 minuts exactes.

- Afegiu i ml de 2,4 dinitrofenilhidrazina, tant a la solucio pro-

blema corn at testimoni; barregeu-ho be, mitjancant moviments

giratoris, i deixcu ambdues solucions a temperatura ambient du-

rant 20 minuts.

- Afegiu despres 1o ml de NaOH 0,4 N a tots dos flascons; barre-

geu-ho be.

- Abans que hagin transcorregut 3o minuts despres d'haver-hi afe-

git la sosa, llegiu la densitat optica at fotocolorimetre, a una lon-

gitud d'ona de 505 m^L. Corn a blanc feu servir 1'aigua.

- Interpoleu els rcsultats a una corba de calibracio previament

obtinguda, per tal de saber la xifra d'unitats Wroblewski de lac-

to-deshidrogenasa/ml del serum.

- En el cas que el valor obtingut fos superior a les 2000 UW, di-

luiu el serum ja previament diluit, a 1'1:5. El resultat obtingut

ha d'esser multiplicat per 5.

El resultat sera donat, doncs, en unitats Wroblewski, pero si, seguint

les directius de 1'International Union of Pure and Applied Chemistry do-

nades el 1959, i les del Congres Internacional de Quimica Clinica del 1g6o,

volem donar el resultat en unitats internationals, haurem de fer servir la

formula seguent per tal d'obtenir una equivalencia:

LDH UW. 0,482 = LDH nlicromols/mn/ 1 *

* Hoin defineix les unitats internationals com el nombre de micromols de substrat

transformat o de producte format en condicions especifiques per minut, per ml.
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L'acid piruvic reacciona amb 2,4 dinitrofenilhidrazina formant una

hidrazona d'un color fort soluble en inedi alcali i amb una alta absorcio

a una longitud d'ona compresa entre 400-550 millimicres.

L'acid lactic NAD i NADH no interfereix aquesta absorcio en aquesta

longitud d'ona.

Aixi doncs, la densitat optica sera directament proporcional a la con-

versio d'acid piruvic a lactic.

D'aqucsta reaccio dependra l'activitat LDH; per tal que es produeixi,

caldra deixar un temps d'incubacio a pH 7,8-8,0 o fer la comparacio

amb un testimoni. D'aquesta manera podem dir que la quantitat d'acid

piruvic existent despres del temps d'incubacio es inversament proporcional

a 1'activitat LDH, i, en consegiiencia, com mes densitat optica, menys acti-

vitat LDH.

Mitjancant una corba de calibracio en que hom indiqui a les ordena-

des la densitat optica, i a les abscisses les unitats d'activitat LDH, tindrem

cls resultats expressats en unitats Wroblewski.

b) Detcrminacio dels isoenzims sobre acetat de cellulosa.

Fern servir un tampo de Veronal sodic 8,24/1, pH 8,6, amb el qual

rentem les tires d'acetat de cellulosa, que forneix Chemetron Milan. Fem

servir aquest mateix tampo per a la cubeta d'electroforesi.

Sobre una penetrable de la tira dipositem una quantitat de serum que

tingui una activitat global LDH de 1.500 UW. Si fem servir tin serum nor-

mal (200 a 400 UW) farem 3 0 4 diposits de tres lambdes. Si es tracta d'un

serum corresponent a un malalt amb infart de miocardi (1.ooo a 2.000 UW),

farem tin diposit de tres lambdes. Als extrets tissulars, cls diposits es

fan segons l'activitat LDH global. Hom procedeix a una electroforesi a

200 volts durant 60-75 minuts.

Hom prepara un substrat amb 0,45 ml de lactat sodic sigma; 3 ml de

tampo veronal (pH 8,6), una dissolucio de 14 mg de NAD en 2 ml de tam-

p6, 16 mg de MTT dissolts en 2 ml de tampo i 1,2 mg de metosulfat de

fcnacina (PMS) dissolts en 1 ml de tampo.

Un cop fet el recorregut electroforetic, hom sembra el substrat sobre

la tira, repetides vegades, de manera que quedi uniformement repartit;

seguidament, per mitja d'un paper de filtre, hom treu 1'exces de substrat

que hi ha a la tira i es incubat a la cambra humida a 37 °C durant 30 mi-

nuts.

Les zones on hi ha una activitat LDH mes gran es tornen d'un color
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plirpura. Els isoenzims es fixen per mitja d'una solucio aquosa al 5 % d'acid
acetic.

Les tires fixades poden esser transparentades per lectura densitometrica
o eluides per tal de llegir-les al fotocolorimetre.

ANALISI ESTADISTICA SOBRE LA VALOR.ACIO DE LDH

El proposit d'aquesta analisi estadistica es de saber si les diferencies
observades a la valoracio colorimetrica de les LDH totals del serum entre
una poblacio seleccionada i com mes homogenia millor, fent servir la ma-
teixa tecnica analitica al Laboratori i el mateix equip investigador, son

I n;. i. - Histograms
casos normals

significatives o no. Per aquest motiu, i com a control, hom ha dut a ternie
determinacions de les LDH totals del serum de persones normals.

D'acord amb les dades originals de la tecnica, hom pressuposa com a
valors normals els compresos entre 200 i 500 unitats, definits a partir de
la duplicacio de la desviacio standard del valor mitja. Hom ha mesurat
els valors de LDH sobre 151 casos norlnals, que donee una corba de dis-
tribucio (fig. 1) a la qual correspon un valor nlitja:

exi
in = = 303 n = 151

n
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i una desviacio standard

Sg =

E (X - X1)2

n - i

= go

9

o sigui que els valors normals de Laboratori per a probabilitat del 95 °Jo
scran els compresos entre 123 i 483 unitats.

Valor normal = M ± 2 Sx = / 483
12 3

Tot tenint present aquests valors com a punt de partida, hom ha fet

els estudis de distribucio amb els malalts classificats en 3 grups:

Neos . . . . . . . . . . . . amb 174 casos

Malalts de via digestiva . . . . . amb 77 casos

Malalts de fetge i melsa . . . . . amb 111 casos

100 300 500 100 900 1100 1300 1500 1100 1900

Flc. 2. - Histograma neos

als quals corresponen les figures 2, 3 i 4, respectivament, i els valors:

NEOS

Valor mitja: in = 997

E X1

n

Nombre de casos : n = 174

Desviacio standard S,

113

E (X1 - X)2

= 414
n - 1
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Valor mitja: m =

VIA DIGESTIVA

E Xi

= 448
n

Nombre de casos : n = 77

Desviacio standard : SS = 11
E (Xi - X)2

= 155
u-1

Valor mitja: m

FETGE, MELSA

E Xi

n
= 485

Nombre de casos : n = 111

Desviacio standard : S. =
n - 1

FIG. 4. - Histograma ma-
lalts de fetge i melsa
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Per a l'estudi comparatiu , hom utilitza la tecnica de l'estudi de la corba

de distribucio entre mides , basant-se en les taules d'A. A. Fisher, cercant

la probabilitat de significacio , per a un sol recobriment , entre la corba de

distribucio normal i les corbes de distribucio corresponents a cada subgrup.

Comparacio entre neos i normals:

xt - x2
Es. dif. _

S2
S2 1,64

X1 X2

que, sobre una corba de Gauss normalitzada, correspon a una probabilitat

de certesa del 94,7 % . Aquest resultat es significatiu, be que ens cal dir

que alguns dels casos valorats son tan extrems que fan perillar l'homoge-

ne-itat de la mostra. Els valors mes alts corresponen a casos ja desesperats

i diagnosticats fa temps.

Comparacio entre malalts de fetge i normals:

X1X2
Es. dif. 0,879

52 - S2
X1 X2

que correspon a un 70 % de probabilitat i per tant no es un resultat sig-

nificatiu.

Comparacio entre malalts de via digestiva i normals:

X1 - x2
Es. dif. 0,805

2 2
SX1 - SX2

que correspon a un 72 % de probabilitat , resultat que tampoc no pot esser

considerat significatiu.

CONCLUSIONS

I. Despres de l'estudi estadistic de la nostra casuistica de LDH i

d'iso-LDH en neoplastics, resta demostrat que l'augment de LDH

es significatiu en aquests malalts:

X1 - X2
Es. _

2 2
= 1,64

SX1 - SX2
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que sobre una corba de Gauss normalitzada correspon a una
probabilitat de certesa del 94,7 %; aixo es significatiu.

2. En un 95 % dels casos, els valors de LDH son mes o menys alts;
be que, en la revisio (que hem fet en arribar a les 3000 deter-
minacions), aquest percentatge ha restat reduit a un 65 jo apro-
ximadament.

3. Creiem que 1'estudi de les LDH del malalt sospitos de tenir una
neoplasia, es un valor mes que pot ajudar el metge en el diag-
nostic etiologic.

4. Encara que no hi hagi cap valor humoral patognomic per al
diagnostic de les neoplasies, considerem que 1'estudi de les LDH
es el mes titil i significatiu.

5. La tecnica es suficientment simple per a esser feta a qualsevol

laboratori.

6. L'estudi de les LDH no permet d'intuir cap dada sobre l'etiopa-
togenia, be que indica sens dubte una alteracio del metabolis-

me endocellular de la cellula cancerosa, la qual cosa es confir-
mada per la xifra de LDH als exsudats dels malalts neo-
plastics.

7. Dels isoenzims LDH i de llur estudi en els malalts neoplasics,
hom dedueix que hi ha un augment de les fraccions interme-
dies, especialment de LDH2 i LDH,.
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