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SINTESIS

El objetivo del presente estudio fue demostrar que las propiedades biofisicas de SURFACEN® son
similares al surfactante natural, que posee propiedades anti-inflamatorias y antibacterianas a la vez
que la SP-A porcina lo protege del dafio ocasionado por especies reactivas del oxigeno. Los
resultados mostraron que SURFACEN® presenta propiedades interfasiales similares al surfactante
natural, incluyendo la presencia de rapidas transiciones bicapa-monocapa, bajas tensiones
superficiales y estabilidad durante ciclos repetidos de compresion-expansion. Estas propiedades
resultaron ser superiores a las de un surfactante exdgeno comercial. Desde el punto de vista
estructural, las peliculas de SURFACEN® muestran procesos de separacion lateral de fases similares
a los del surfactante nativo y propiedades termotropicas consistentes en transiciones de fases
complejas. En conjunto, estas caracteristicas funcionales y estructurales reproducen en gran medida
el comportamiento del sistema surfactante nativo. Ademas se demostr6 que SURFACEN® posee
propiedades anti-inflamatorias evidenciadas en su capacidad de disminuir el edema pulmonar, la
MPO, el MDA, las células inflamatorias totales y restablecer la relacion macréfago:PMN en modelo
in vivo de inflamacion, asi como inhibir el TNF a y la ICAM-1 in vitro. Por otra parte fue capaz de
poseer un efecto antibacteriano sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas. También demostro
que la SP-A porcina posee propiedades antioxidantes, evidenciadas por su capacidad secuestradora
del ‘OH, su posible actividad quelante de hierro y su proteccion a mitocondrias y microsomas en los
modelos in vitro evaluados, asimismo la SP-A porcina protege al SURFACEN® de la accion
oxidativa ejercida por el HCLO y el ‘OH debido a la inhibicion de la peroxidacién lipidica lo que se
refleja en la menor modificacion de las propiedades tensioactivas y en la proteccion en los PUFA
Este estudio aportd una caracterizacion en detalle de las propiedades biofisicas de SURFACEN®,
demostré por primera vez las propiedades anti-inflamatorias y antibacterianas de SURFACEN" asi
como las propiedades antioxidantes de la SP-A porcina brinddndose datos experimentales que
contribuyen a la comprension de su mecanismo de accion. Estos resultados en su conjunto permiten
considerar que SURFACEN" constituye un producto potencialmente til para el tratamiento de
pacientes con SDRA y su enriquecimiento con SP-A permitird disponer de una preparacion

farmacéutica mas eficiente.
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1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

El Sindrome de Distrés Respiratorio del Neonato (SDRN) o enfermedad de membrana hialina
se caracteriza porque los neumocitos tipo II al ser inmaduros no pueden sintetizar y secretar el
surfactante pulmonar (Avery y Mead, 1959). En los inicios de la década de los afios 80 del
siglo XX, la aplicacion terapéutica de un surfactante pulmonar natural de origen bovino, cuyo
nombre comercial es SURFACTANT TA®, a neonatos con SDRN (Fujiwara y col., 1980),

revolucion6 por completo la practica médica en estos pacientes.

La investigaciones en el campo de los surfactantes aumentan sus perspectivas al conocerse que
otras enfermedades respiratorias tales como el Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo
(SDRA), las neumonias, la aspiraciéon por meconio, el asma, entre otras, dan lugar a una
alteracion secundaria del sistema surfactante, si bien su etiologia comprende fendmenos mas
complejos que incluyen procesos inflamatorios que conllevan a la inactivacion o inhibicion del

surfactante.

En pacientes con SDRA hay evidencias de disfuncion del surfactante de manera que la
actividad superficial se encuentra dafiada, produciéndose un incremento en los agregados
inactivos del surfactante y un efecto inhibitorio de las proteinas del suero sobre el sistema
surfactante (Robertson, 1998). En Estados Unidos se plantea una mortalidad aproximada del
40 % a pesar de la ventilacidn mecénica y el suplemento con oxigeno, con una prevalencia del
0,07 % y una incidencia que es dificil de cuantificar debido a la variedad de causas del mismo,
que se estimo de 1,5 a 77 casos en una poblacion de 100 000 por afo, por lo que aun en

nuestros dias es un fendémeno no resuelto (Hudson y Steinberg, 1999).

Los diferentes ensayos clinicos abordados hasta la fecha para desarrollar la aplicacion de

técnicas de suplementacion con surfactante exdgeno en pacientes con SDRA, han resultado



infructuosos (Lewis y Veldhuizen, 2003), los que pueden estar relacionados con el tipo de
surfactante empleado (en la mayoria de los casos muy diferentes de los surfactantes en su
forma nativa, y por tanto, probablemente suboptimos) y con la causa primaria de la disfuncion
respiratoria, que en la mayoria de los ensayos abordados es multiple y hace que la alteracion
del surfactante que se trata de revertir sea, con toda probabilidad, de muy diversa naturaleza (y

posiblemente requiriendo diversa estrategia terapéutica).

Los resultados exitosos en la clinica en los afios 80 del siglo XX, propiciaron las
investigaciones de la relacion estructura-funcion de los diferentes componentes del surfactante,
poniéndose de manifiesto la importancia que poseen en la funcién tensioactiva, dirigido por
una parte a obtener aproximaciones que permitan un mejor entendimiento de su
funcionamiento in vivo y a su vez poder desarrollar preparaciones de surfactante enteramente
sintéticas. Sin embargo, la mayoria de estos andlisis se han llevado a cabo en modelos muy
simplificados, en los que se han analizado propiedades interfasiales de mezclas muy sencillas

de lipidos o de lipidos y proteinas.

Ademas del SURFACTANT TA® (Tokoyo Tanabe Japon) existen 5 surfactantes naturales
exodgenos producidos por las grandes compaiiias farmacéuticas, estos son: SURVANTA®
(variante americana del SURFACTANT TA®) (Laboratorios Abbot, EE.UU), ALVEOFACT®
(Boehringer Ingelheim, Alemania) CUROSURF® (Chiesi Pharmaceuticals, Italia)
INFASURE® (Laboratorios Forest, EE.UU) BLES® (BLES Biochem Canadd). A estos pocos
se le adiciona el SURFACEN®, desarrollado en Cuba (CENSA) (Manzanares y col., 1995).

La composicion bioquimica de estos surfactantes, de forma general, se caracteriza por la
presencia de alto contenido en fosfolipidos (PL), en particular de fosfatidilcolina (PC) y su
especie saturada con palmitico, la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). También contienen un
elevado porcentaje de algunos fosfolipidos anidnicos inusuales en las membranas de otros
tejidos animales, como fosfatidilglicerol (PG) o fosfatidilinositol (PI), y un pequeiio
porcentaje de ciertas proteinas hidrofobas especificas, conocidas como SP-B y SP-C

(Creuwels y col., 1997).



A pesar de estos aspectos comunes, existen diferencias en la composicion bioquimica de estos
surfactantes. Estas diferencias estan basadas en la fuente y el método de obtencion. Los
surfactantes obtenidos de lavado pulmonar transitan por un proceso mds sencillo porque el
material de partida esta menos contaminado con componentes plasmaticos y tisulares ajenos al
surfactante, que puedan dafar la propiedad tensioactiva del surfactante pulmonar. Dentro de
este tipo de surfactantes se encuentran ALVEOFACT®, INFASURF®, BLES® y
SURFACEN®. Los tres primeros obtenidos a partir de fuente bovina y el ultimo de fuente
porcina. Cuando el surfactante es obtenido de pulmones triturados es necesario un
procesamiento mas riguroso ya que el material tiene un mayor componente de PL de las
membranas y de las lipoproteinas plasmaticas, y en consecuencia menor contenido de DPPC,
lo cual no favorece las propiedades interfasiales. Los obtenidos por esta via son CUROSURF®
y SURVANTA®. Esta situacion obligo6 a realizar pasos adicionales para llegar a una
composicion tensioactiva eficaz, de manera tal que SURVANTA® fue suplementado con
DPPC, tripalmitina (TP) y 4cido palmitico (AP) y CUROSURF® se purificé mediante una

cromatografia que da lugar a la eliminacién completa de lipidos neutros.

SURFACEN © se caracteriza por presentar en su composicion bioquimica el mayor contenido
de PI que se haya informado para todos los surfactantes exdgenos comerciales y a su vez el
mayor de PL anidnicos. Esto se debe a que el PI es el principal componente PL anionico en el
surfactante porcino, a diferencia de la mayoria de las especies de mamifero, donde la cantidad
de PG es mayor que la de PI. En cualquier caso, en la literatura se informa de que el PG y el PI,
pero no otros PL anidnicos, tienen propiedades equivalentes en cuanto a promover buen
comportamiento tensioactivo en el surfactante. No obstante la presencia de PI podria ofrecer
cierta superioridad en promover la adsorcion de DPPC en comparacion con el PG (Pérez Gil y

col., 1992).

Por otra parte las técnicas de produccion de muchos de los surfactantes exdégenos dan lugar a
una eliminacion muy significativa de la proporcion de lipidos neutros, fundamentalmente de
colesterol. Sin embargo, el colesterol (CL) puede ser un componente importante del

surfactante (como lo es de todas las membranas de las células animales), y aunque



tradicionalmente se ha considerado un lipido perjudicial para la actividad tensioactiva de las
preparaciones surfactantes, estudios recientes han puesto de manifiesto que la presencia del
colesterol, en el contexto de la complejidad composicional del surfactante nativo, es esencial
para organizar la estructura lateral de las membranas y monocapas de surfactante. Esta
estructura podria ser esencial para la adecuada dinamica interfacial de este material

(Bernardino de la Serna y col., 2004).

La eleccion de un surfactante ideal o adecuado para las enfermedades respiratorias diferentes
al SDRN transita por una rigurosa investigacion basica de la relacion estructura funcion de los
componentes del surfactante, y existen datos para pensar que se ha subestimado de forma muy
sistematica la importancia funcional tanto de algunos componentes lipidicos minoritarios asi
como de aquellas estructuras en la cual quedan ensambladas las diferentes especies lipidicas y
proteicas del surfactante. Esto probablemente ha llevado a la utilizacién en la medicina
respiratoria actual de preparaciones surfactantes suboptimizadas. Debido a esto se puede
inferir que la utilizacion de un surfactante mucho mas parecido al natural, tal y como se aisla

de las vias aéreas, tiene mayor probabilidad de éxito en los modelos de SDRA en animales.

Debido a esta problematica, en la actualidad se trabaja en la evaluacion de las propiedades
biofisicas de las preparaciones de surfactantes comerciales asi como de su material de origen
para obtener una caracterizacion mas profunda de las propiedades interfasiales y estructurales
relacionandolas con la composiciéon bioquimica detallada del mismo que comprende las
especies moleculares de la PC (Bernhard y col., 2000) y con mayor hincapié en sus especies
minoritarias tales lipidos neutros, plasmaldgenos y acidos grasos insaturados (Riidiger y col.,
2005). En este sentido se han informado cantidades diferentes de las especies minoritarias
lipidicas en varias preparaciones de surfactantes comerciales lo cual se traduce en diferencias

en la viscosidad de superficie y por tanto en las propiedades biofisicas de los mismos.

SURFACEN® ha sido evaluado en cuanto a sus propiedades interfasiales en el Surfactometro
de burbuja pulsatil, demostrando que es un tensioactivo capaz de disminuir la tension

superficial a valores cercanos a 0 mN/m (Manzanares y col., 1995). Independientemente de



que un buen surfactante es aquel que alcance bajas tensiones superficiales, a la luz de los
nuevos conocimientos, en los cuales se concibe a la monocapa de superficie activa en estrecha
unidon con el reservorio de surfactante (Shiirch y col.,, 1995), es necesario conocer otros
indicadores biofisicos los cuales al menos pueden ser brindados en los estudios actuales que se
llevan a cabo en condiciones de concentracion de surfactante menores, tales como los que se
realizan en la Balanza de Wilhelmy. Asimismo actualmente se empieza a brindar informacion
acerca de las transiciones de fases del sistema surfactante. En el caso de SURFACEN®no se

disponen de estos estudios.

La sugerencia de aplicar la terapia con surfactante a otras patologias respiratorias estuvo
sustentada ademds en otras propiedades diferentes a la tensioactiva que posee el surfactante
pulmonar, las que serian esenciales para tratar de revertir o al menos atenuar el proceso
complejo de caracter inflamatorio y oxidante que comprende su patofisiologia. El surfactante
esta vinculado a los mecanismos de la defensa innata en el pulmon, al constituir la primera

barrera frente a los patdogenos inhalados en el mismo (Wrigth, 1997).

En la actualidad, se encuentran en estudio las propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y
antibacterianas del surfactante pulmonar y sus preparaciones comerciales obteniéndose
diferentes resultados en dependencia de la preparacion. Se cuenta con resultados que avalan
las propiedades inmunomoduladoras del surfactante y asimismo los resultados revelan
diferencias significativas entre las preparaciones de surfactante (Tegtmeyer y col., 1996). En
cuanto a la actividad antibacteriana se disponen de pocos trabajos relacionados con la
influencia directa del surfactante pulmonar asi como de las preparaciones comerciales sobre el
crecimiento bacteriano y estos han sido divergentes (Jonsson y col., 1986; Neumeister y col.,
1996 y Rauprich y col., 2000). En este sentido los estudios dirigidos a conocer estas
propiedades, no relacionadas con la capacidad tensioactiva en SURFACEN®, no se han

realizado.

Por otra parte, una linea de investigacion actual en el campo del surfactante postula la

posibilidad de la adicion de la SP-A a las preparaciones de surfactante comerciales existentes



o las nuevas sintéticas, para reproducir las propiedades completas de este material. Esta
estrategia se sustenta en la compleja etiologia de las alteraciones respiratorias que ocurren por
ejemplo en el SDRA, por lo que puede inferirse que las caracteristicas de un surfactante
exdgeno, designado para el tratamiento de una disfunciéon pulmonar secundaria a una
infeccion y por ende a una inflamacion pulmonar son diferentes de aquellas requeridas para
tratar una deficiencia primaria de surfactante en pulmones inmaduros. A su vez esta basado en
las propiedades de defensa que presenta la SP-A en el epitelio respiratorio. La funcion de la
SP-A ante el estrés oxidativo en el pulmdn adquiere una connotacion especial en el SDRA y
los resultados hasta el presente son contradictorios (Wright, 1997) siendo de particular interés

conocer su efecto en el surfactante expuesto a especies reactivas del oxigeno.

Tomando en consideracion estos elementos se plantea la siguiente Hipotesis de trabajo:

SURFACEN® posee propiedades biofisicas similares al surfactante natural, exhibe actividad

anti-inflamatoria y antibacteriana; y la SP- A lo protege del dafio oxidativo.

Obijetivo General:

Demostrar que las propiedades biofisicas de SURFACEN® son similares al surfactante
natural, que posee propiedades anti-inflamatorias y antibacterianas a la vez que la SP-A

porcina lo protege del dafio ocasionado por especies reactivas del oxigeno.

Para dar respuesta a este objetivo general se formularon los siguientes objetivos:

e Determinar las propiedades biofisicas de SURFACEN® teniendo en cuenta la
evaluacion de las caracteristicas interfasiales mediante isotermas presion-area (m-A),
las morfologicas a través de microscopia de fluorescencia y su comportamiento
termotrdpico mediante calorimetria diferencial de barrido, en comparacion con otras

preparaciones de surfactante homologas.



e Determinar el efecto anti-inflamatorio de SURFACEN® en modelos de choque séptico

y de dafio agudo pulmonar, conocer su efecto sobre el TNF o y ICAM 1 in vitro, asi

como su propiedades antimicrobianas en bacterias Gram positivas y Gram negativas in

vitro.

Determinar las propiedades antioxidantes de la SP-A porcina a nivel quimico, en

microsomas y mitocondrias, asi como su proteccion al SURFACEN® expuesto al dafio

oxidativo por el HCLO y el radical ‘OH.

Al cumplimentar los objetivos trazados en el presente trabajo se habran aportado los siguientes

aspectos novedosos:

>

Se caracterizan propiedades biofisicas hasta ahora no evaluadas del surfactante
pulmonar cubano SURFACEN®.

Se refiere por primera vez, las propiedades anti-inflamatorias y antibacterianas que
posee SURFACEN®.

Se informa, por primera vez, las propiedades antioxidantes de la SP-A porcina y se
presentan datos experimentales que contribuyen a la comprension de su mecanismo
de accion.

Se brindan los resultados de algunos ensayos farmacoldgicos preclinicos que
permiten fundamentar la aplicacion terapéutica de SURFACEN® en pacientes con
SDRA y su enriquecimiento con SP-A permitira disponer de una preparacion

farmacéutica mas eficiente.

Publicaciones que contienen los resultados que se presentan en la tesis:

Isolation of surfactant protein A, SP-A, from bronchoalveolar porcine lavage. Odalys

Blanco, Janet Sanchez, Dahis Manzanares y Octavio Fernandez. 2000. Revista de
Salud Animal 22: 180-182.

Surfactant protein A inhibit the non enzymatic lipid peroxidation of porcine lung

surfactant. Odalys Blanco and Angel Catald. 2001. Prostaglandins, Leukotrienes and
Essential Fatty Acids 65: 185-190.



e Efecto protector de la proteina SP-A porcina sobre el SURFACEN expuesto a acido
hipocloroso. Janet Sanchez Calero, Odalys Blanco Hidalgo, Elizabeth de Armas
Sanabria, Gregorio Martinez Sanchez, Roberto Faure Garcia y Octavio Fernandez
Limia. 2002. Revista Cubana de Farmacia 36: 58-60.

e Administracion intratraqueal de lipopolisacarido induce infiltracion y activacion de
neutrofilos en pulmon. Elizabeth, de Armas, Odalys Blanco, Janet, Sanchez, R.
Delgado, J. M. Figueredo, O. Fernandez y R. Faure. 2004. Revista Salud Animal 26:

e Propiedades antinflamatorias del surfactante pulmonar y su aplicacion en la clinica.
Odalys Blanco. 2004. Revista Biotecnologia Aplicada.21: 70-76.

e Some anti-inflammatory properties of a natural pulmonary surfactant SURFACEN.
Odalys Blanco Hidalgo, Amada Beltran, Deyarina Gonzalez, Octavio Fernandez
Limia, Roberto Faure Garcia y René Delgado. 2000. Applied Cardiopulmonary
Pathophysiology, 9: 201 —203.

e La proteina A del surfactante porcino (SP-A) exhibe propiedades antioxidantes en el
sistema Fenton. Janet Sanchez Calero, Odalys Blanco Hidalgo, Gregorio Martinez
Sanchez, Elizabeth de Armas Sanabria, Octavio Fernandez Limia y Roberto Faure

Garcia. 2003. Revista Mexicana Ciencias Farmacéuticas 34: 19-22.

Otras publicaciones relacionadas con el tema

e Effect of SURFACEN in Carrageenan-Induced Pleurisy. Odalys Blanco, Vivian
Molina, Daysi Carvajal, O. Fernandez y R. Faure. 2004. Applied Cardiopulmonary
Pathophysiology 13: 21-23.

Presentaciones en Congresos Nacionales e Internacionales:

I Congreso Internacional de Farmacologia, 1998

IV y V Taller “Surfactante Pulmonar”, CENSA,

Seminario Nacional de Ciencias Basicas Médicas. Julio 1999

| Taller Nacional sobre Mediadores de la Inflamacion, Soc. Cubana de Farmacologia, La
Habana, Febrero 2000.

Il Taller Nacional sobre Mediadores de la Inflamacion, Soc. Cubana de Farmacologia.

Surfactante Pulmonar: Funciones inmunomodulatorias. La Habana, Noviembre, 2001.



Floating International Congress SURFACTANT, 2000. Some anti-inflammatory properties
of a natural pulmonary surfactant SURFACEN. Alemania-Suecia.

XVI Latinamerican Congress of Pharmacology. Septiembre 2000. Brasil.

IV Simposio Internacional de Estrés Oxidativo en Biomedicina. 2001. Evaluacion “in vitro™
de la capacidad antioxidante de la proteina SP-A. La Habana, Cuba.

IV Congreso Internacional de Quimica. 2001. SURFACEN y SP-A: aproximaciones sobre
su efecto anti-inflamatorio. La Habana, Cuba.

X Congreso lItalo Latinoamericano de Etnomedicina. 2001. SP-A aproximacion a sus
propiedades antioxidantes. Isla Margarita, Venezuela.

X1l Congreso Italo Latinoamericano de Etnomedicina. 2002. Desarrollo de un modelo de
dafio agudo pulmonar en ratas. Pavia, Italia.

Simposio Internacional sobre Interferon y Citoquinas. 2002. SURFACEN: inhibe la
liberacion de TNF alfa y la expresion de ICAM-1, asi como el edema pulmonar en un
modelo de shock séptico. La Habana, Cuba.

IV Congreso Nacional de Farmacologia y Terapéutica, 2002. Efecto del SURFACEN en
un modelo de dafio pulmonar agudo en ratas. La Habana, Cuba.

I, Il y IV Taller Nacional sobre Mediadores de la Inflamacion. 2001, 2002 y 2004.
Seminario Internacional de Salud Animal, 2003.

Congress SURFACTANT 2004. Alemania 30 de mayo-5 de junio 2004.

Seminario Cientifico del CNIC. La Habana, junio 2005, Cuba

Premios o Reconocimientos:

e LOGRO CIENTIFICO: “SP-A: propiedades antioxidantes”. Aprobado por el Consejo
Cientifico del CENSA. Diciembre 2002

e Premio CITMA Provincial 2004 “Propiedades inmunomodulatorias de SURFACEN®
y SP-A”.

e Propuesta a Premio Academia 2005.

Es importante destacar que SURFACEN® es un medicamento priorizado de nuestro pais,

declarado por la Comisién Nacional de Medicamentos, posee registro y patente en Cuba y

Espana. Se emplea por toda la red hospitalaria de neonatologia.

10



2. REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1 Surfactante Pulmonar

El surfactante pulmonar es una mezcla compleja de lipidos y proteinas, es sintetizado y
secretado por los neumocitos tipo II al espacio alveolar y se encuentra en distintas formas

estructurales.

2.2 Composicion bioquimica general.

La composicion del surfactante pulmonar es muy similar entre varias especies de mamiferos
(Shelley y col., 1984). El surfactante pulmonar esta compuesto por un 85-90 % de lipidos,
cerca de un 10 % de proteinas y un 2% de carbohidratos (King y col., 1972). Los PL
constituyen del 80 al 90% del peso de los lipidos y consisten en un 75 % de PC, un 10 % de
PG, un 5% de PS mas PI y menos de un 5 % de EM. Cerca de la mitad del contenido de la PC
es de DPPC, constituyendo el componente mayoritario del surfactante. La DPPC se caracteriza
por poseer dos acidos grasos saturados en su estructura, siendo una molécula tipica del pulmon,
al compararse con la composicion de PC de otras membranas. El CL es el lipido neutro
mayoritario y constituye entre el 6 y 8 % del total de los lipidos, lo cual visto en cuanto a base
molar, significa un 15 %, esto lo hace un constituyente fundamental del surfactante. Dentro de
los componentes minoritarios se encuentran otros PL, glicéridos, 4cidos grasos libres, LPL,
esfingomielina (EM) y glicolipidos (Creuwels y col., 1997). Estos componentes trazas no han
sido bien estudiados en relacion a su contribucion en el sistema surfactante. No obstante estos
componentes tales como dacidos grasos, diacilglicerol (DG) y triacilglicerol (TG) han sido
usados en formulaciones de surfactantes artificiales o sintéticos. Existen 4 proteinas

especificas, denominadas segin su orden de descubrimiento como SP-A, B, C y D (Possmayer,

1988).

2.2.1 Fraccion proteica
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2.2.1.1 Estructura de la SP-A

La SP-A es la proteina mas abundante en el alveolo y constituye cerca del 50 % de la proteina
total del surfactante. Constituye una familia de moléculas de diferentes tamafios moleculares,
26-38 kDa en condiciones reductoras, y diferentes cargas (punto isoélectrico pH 4-5). Estas
diferencias son debidas a las diferentes modificaciones post-traduccionales. Las proteinas del
surfactante SP-A y SP-D son miembros de una familia de proteinas denominadas colectinas
que participan en la inmunidad innata o en la respuesta inmune no mediada por anticuerpos.
Las colectinas deben su nombre a la caracteristica comtin en todas ellas de presentar una
region N-terminal con estructura parecida a la del colageno y otra C-terminal como lectina o
dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC). Las colectinas tienen en comun 18
aminoacidos altamente conservados, incluyendo 4 residuos de cisteina que forman un puente
disulfuro conservado. Las colectinas son también denominadas como lectinas tipo C del grupo
II porque su unidn a carbohidratos requiere calcio. El dominio de lectina tipo C es encontrado
en una variedad de otras proteinas, algunas de las cuales también estan involucradas en la

respuesta inmune (Wright, 1997).

La estructura primaria de la SP-A estd caracterizada por cuatro regiones estructurales bien
definidas (Figura 1): un corto segmento N-terminal que contiene un puente disulfuro
intercatenario, una regiéon con estructura similar al coldgeno rica en prolina, una region
hidrofobica neck o de cuello y una region o dominio de reconocimiento de carbohidratos
(DRC) con un alto grado de homologia a otros miembros de lectinas de mamiferos tipo C Ca
** dependientes, especialmente a la proteina unidora de manosa (MBP) (McCormack,1998). A

continuacion se relacionan las caracteristicas fundamentales de cada una de las regiones:

El segmento N-terminal: El segmento N-terminal de la SP-A tiene de 8 a 11 aminoacidos
dependiendo de la especie y la variacion del procesamiento del N-terminal. Existen dos
residuos de cisteina presentes en esta region en todas las especies examinadas, excepto en
perro, el cual contiene solamente un residuo. Se comprobd que ambas cisteinas participan en
la formacion del puente disulfuro intercatenario en SP-A de rata y son requeridas para la
formacion del multimero. Existen varios aminoéacidos cargados e hidrofobicos altamente

conservados flanqueando el segundo residuo de cisteina en diferentes especies (McCormack,
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Figura 1. Representacion esquematica de las regiones de la SP-A

Figura 2. Representacion esquematica de la molécula de SP-B.

Figura 3. Representacion esquematica de la molécula de SP-C



1998).

La region con estructura similar al colageno: La region como el colageno de la SP-A
contiene una serie de 23 (humano) 6 24 (rata, conejo, perro, cerdo) repeticiones de gly-X-Y.
Las estructuras primarias deducidas a partir de cDNAs en humano y rata indican el residuo de
prolina en la posicion “X” de 4 a 5 de las repeticiones. Las prolinas también se han encontrado
presentes en la posicion “Y”, de 15 a 16 repeticiones y la mayoria de ellas estan hidroxiladas
basado en el andlisis de secuenciacion de proteinas parcial del N-terminal. La presencia de
hidroxiprolina en el coladgeno aumenta la estabilidad de la hélice del colageno. La primera
mitad del dominio como el coldgeno es la region mas altamente conservada en la molécula y
contiene una serie de aminoacidos cargados positiva y negativamente de manera alternada.
Este patron de cargas es conservado en las otras colectinas también. En la segunda mitad de
esta region existen también aminoacidos cargados de manera alternada. Estos segmentos
cargados pueden contribuir a la estabilidad de la triple hélice, a la unidén al receptor comun de
las colectinas y/o a la asociacion de la SP-A con ligandos solubles. Las dos mitades cargadas
estan separadas por una interrupcion en la secuencia reiterativa del tripéptido y en esta region
de bisagra se introduce una torcedura con un angulo de 60°, este plegamiento también es
caracteristico de la molécula Clq que pertenece a la familia de las colectinas. Las otras
colectinas conocidas contienen regiones como el coldgeno continuas. El dominio como el
colageno es importante para la union al menos a un receptor de la SP-A y para la inhibicion
especifica de la secrecion de surfactante a partir de las células tipo II, pero atn no esta claro si
la region como el coldgeno participa en las interacciones directas proteina-proteina o si ésta
amplifica la actividad de unién a ligando de otros dominios de la molécula como por ejemplo

el DRC (McCormack, 1998).

La region “neck” o “de cuello”: Como en todas las colectinas, es el segmento de 38 a 40
aminodcidos entre la regién como el coldgeno y el dominio de lectina de la SP-A, contiene
aminoacidos hidrofobicos que pueden estar organizados dentro de repeticiones. Las cadenas
de polipéptido en la region “neck” se pliegan separadamente dentro de una alfa-hélice rigida
que no esta asociada covalentemente, sino por fuertes fuerzas hidrofobicas. Este modelo
predice dos fases hidrofobicas en cada cadena polipeptidica de la SP-A que son dominios de

asociacion potencial para cadenas adyacentes, y cuatro fases que contienen residuos polares y
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cargados dirigidas hacia el solvente. Existen dos residuos cargados positivamente altamente
conservados en el punto medio de esta regién muy acidica (ej. His *° y Lys *° en la SP-A de
rata). En adicion a su critico papel en el plegamiento de la proteina, el dominio “neck” puede
orientar los DRC de los trimeros de la SP-A para la unién a ligandos selectivos. La estructura
en solucién del trimero de la MBP reveld que cada DRC est4 separado aproximadamente 50
A° de los otros dos. Los aminoacidos hidrofobicos de la region final del C-terminal del
dominio “neck” de la MBP forman la interfase con el DRC, y las variaciones en la secuencia
en esta region de las colectinas pueden jugar un papel en determinar el alineamiento de los
DRC. Existen evidencias de interacciones cooperativas entre la region neck y el DRC que
contribuyen a las interacciones de la SP-A con las células tipo II, pero no estd claro si la

region neck de la SP-A tiene algtn papel en la union directa a ligandos (McCormack, 1998).

El dominio de DRC: Los DRC de las lectinas animales pueden ser clasificados dentro de
aquellos que preferencialmente se unen a galactosa o N-acetilgalactosamina y aquellos que se
unen a Manosa o N-acetilglucosamina. El DRC de la SP-A, un miembro del subgrupo de
manosa, ha sido mostrado que media una variedad de interacciones incluyendo modulacion de
las funciones de las células alveolares tipo II, unién y agregacion de PLs y reconocimiento de
bacterias, virus y hongos. Esta region contiene aproximadamente 115 aminoacidos,
incluyendo 4 cisteinas conservadas, las cuales forman dos puentes disulfuro intramoleculares,
ademas de 10 residuos de aminodcido invariantes y 18 altamente conservados comun a las
lectinas tipo C. Existen al menos dos sitios de union a calcio en el DRC de la SP-A y todas las
funciones reportadas para el DRC son dependientes de calcio. Existen solamente dos residuos
de triptofano en el DRC de todas las especies que han sido bien caracterizadas hasta el
momento y ambos estdn localizados cerca de los sitios de union al calcio predicho por
comparacion con la estructura del cristal de MBP. En esta posicion los triptéfanos pueden ser
usados como reporteros para detectar cambios conformacionales en la region. La union del
calcio al DRC de la SP-A resulta en un incremento en la fluorescencia intrinseca y un cambio
en el maximo de emision hacia longitudes de ondas menores, indicando translocacion del
triptofano a un ambiente mas hidrofobico. Este cambio conformacional aumenta la resistencia

a la digestion por proteasas (McCormack, 1998).
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2.2.1.2 Estructura de la SP-B

La SP-B es un polipéptido de 79 aminoacidos con una masa molecular de 8.7 kDa, forma un

homodimero dependiente de puentes disulfuros (Figura 2).

Contiene un 52 % de aminoacidos hidrofobicos y por tanto se aisla junto con los PLs en el
extracto cloroformo-metanol. Posee un nimero importante de aminoacidos basicos, resultando
en una carga neta de +5. Presenta 7 cisteinas, de las cuales 6 son absolutamente conservadas lo
que la clasifica como miembro de la familia de las saposinas (Weaver y Johnson, 2001). Su
estructura tridimensional no ha sido determinada aun pero diferentes modelos sugieren que su
conformacién puede ser dominada por varias hélices anfipaticas (Cruz y col., 1995) como se
ha determinado para la NK-lisina miembro de la familia de las saposinas. Aunque la
orientaciéon de la SP-B en membranas lipidicas no esta clara aun, un gran numero de
evidencias plantean un modelo en el cual la zona polar de la hélice anfipatica interactiia con
los grupos de cabeza polar de los PL y los aminodcidos positivos altamente conservados
interactian con el PL aniénico, PG. Este modelo favorece la localizacion de la SP-B en la
superficie de la membrana de tal manera que la zona no polar de la hélice interactiia solamente
con la parte mas superficial de las cadenas acil, esto produce solamente una perturbacion
limitada en el empaquetamiento de las cadenas acil de los PL (Morrow y col., 1993; Cruz y
col., 1997 y 1998). Estas perturbaciones, sin embargo, son suficientes para producir
desestabilizacion de la bicapa y promover fendmenos tales como fusion, pérdida de contenido

o intercambio lipidico de vesiculas de PLs (Hawgood y col., 1998 y Pérez-Gil, 2001).

2.2.1.3 Estructura de la SP-C

La SP-C es un péptido de 35 aminoacidos, compuesto de 69 % de aminoacidos hidrofobicos

(Figura 3) y al igual que la SP-B se aisla junto con los lipidos del surfactante.
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Constituye uno de los péptidos mas hidrofobicos informados, cuyo dominio més hidrofébico
comprende los aminoacidos de la posicion 13 a la posicion 28, en el cual la valina es el
aminoacido predominante. La hidrofobicidad es incrementada por la palmitoilacilacion de las
cisteinas en las posiciones 5 y 6 en la mayoria de las especies (excepto la SP-C de perro y la
de vaca que contienen una sola cisteina palmitoilada en la posicion 6). Formas no
palmitoiladas o deaciladas de la SP-C pueden formar dimeros dependientes de grupos
sulfidrilos y fibras de amiloides, por tanto la palmitoilacion variable unido a formas truncadas

en el N-terminal conducen a una considerable microheterogeniedad (Weaver y Johnson, 2001).

La estructura de la SP-C porcina por resonancia magnética nuclear es consistente con un
péptido transmembrana, donde los aminoécidos de la posicion 9 al 34 forman una o hélice
rigida. Esta estructura puede embeberse en la bicapa fluida de DPPC, de manera que el
dominio de polivalina se acomoda perfectamente en el interior de las cadenas acil. La
naturaleza helicoidal del dominio embebido en la membrana es promovida por los palmiticos
en la region N-terminal extra-membrana, la cual puede interaccionar con membranas
adyacentes 0 mas probablemente con la misma bicapa que el péptido reside La orientacion
transmembrana de SP-C es a su vez estabilizada por los aminoécidos lisina y arginina en la
posicion 11 y 12 respectivamente que interacciona con los grupos de cabeza de los PL

(Weaver y Johnson, 2001).

2.3 Funciones biologicas:

2.3.1 Tension superficial. Funcion tensioactiva

Las fuerzas que tensionan la pared del pulméon dependen de las propiedades mecanicas de la
pared alveolar y de la tension superficial en la interfase aire-liquido. La tension superficial es
la fuerza que tiende a reducir al minimo el area que ocupa una superficie liquida, haciendo que
las gotas de liquido adopten una forma esférica. Es decir, hace que una superficie liquida sea
resistente al estiramiento de modo que se hace necesario aplicar un trabajo para estirar o
ensanchar dicha superficie. Considerando que la estructura de los alvéolos es muy adaptable,

la tension superficial del liquido que los tapiza contribuye aproximadamente en un 70 % a la
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resistencia al estiramiento de la pared pulmonar. Si la pelicula liquida estuviese constituida
exclusivamente por agua, la tension de la pared alveolar seria mucho mayor de la que existe
realmente, y se necesitarian fuerzas mucho mayores para inflar el pulmoén venciendo la tension
superficial. La razéon de que la tension superficial del liquido que reviste interiormente los
alvéolos sea relativamente baja, lo que por otra parte es absolutamente imprescindible para el
mantenimiento de estas estructuras, es la presencia del surfactante. Este complejo lipoproteico
secretado a la interfase acuosa por las células alveolares de tipo II o neumocitos tipo II, tiene
como funcién principal reducir la tension superficial de la interfase aire-liquido, facilitando el

trabajo pulmonar y previniendo el colapso alveolar durante la espiracion.

Para entender la importancia de esta funcion en el contexto del pulmon se suele recurrir a la
ley de Laplace segin la cual la presion en el interior de una burbuja es proporcional a la
tension superficial de la burbuja e inversamente proporcional al radio de la misma (Figura 4).
Asi, si dos burbujas tienen una tension superficial similar pero son de diferente tamaio, la
presion en la burbuja pequefia serda mayor que en la grande. Como resultado, si ambas
burbujas estdn en contacto, la burbuja pequefia se vaciard dentro de la grande. Puede
considerarse un modelo similar en el pulmén. Los alvéolos serian analogos a una serie de
burbujas conectadas entre si. Si la tension superficial fuera similar en la superficie de los

alvéolos de diferente tamatio, los pequefios tenderian a colapsarse vaciandose en los mayores.

Normalmente esto no ocurre en el pulmén por dos razones: por un lado los tejidos
circundantes ayudan a prevenir la sobreexpansion de los alvéolos y por otro, la presencia de
surfactante hace que la tension superficial disminuya de forma progresiva durante la
espiracion. El resultado de este efecto es la atenuacion de las diferencias de presion entre los
alvéolos mayores y los pequefios previniendo el riesgo de colapso. Los alvéolos se repliegan al
disminuir su volumen y las regiones entre los pliegues acumulan una capa mas densa y
concentrada de surfactante. La bajisima tension superficial producida por ésta permite un facil
hinchamiento de los alvéolos colapsados o replegados. Asi pues, el surfactante resulta
fundamental para la estabilizacion de la estructura alveolar y la funcién normal del pulmon
(Possmayer y col., 1984 y Goerke, 1998), por reducir la tension de superficie en la interfase
aire-liquido. El surfactante estabiliza el alvéolo a bajo volumen pulmonar y previene la

formacion del edema pulmonar. Estas funciones disminuyen el trabajo respiratorio.
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Figura 4 A) Ecuacion que define la Ley de Laplace. La presion que tiende a cerrar una burbuja
(AP) es directamente proporcional a la tension superficial (o) e inversamente proporcional al
radio de la burbuja. B) La burbuja pequena tiende a vaciarse en la grande debido a la
diferencia de presion entre ambas. C) Los alvéolos pequeiios tenderian a colapsarse dentro de
los mayores si no estuviera presente el surfactante pulmonar.



2.3.1.1 Papel de los lipidos y las proteinas. Teoria del squeeze out.

Los PLs son moléculas anfipaticas que forman monocapas con su grupo de cabeza polar hacia
el agua y los grupos de acidos grasos extendidos hacia el aire. Es importante la especie
(referida a la cabeza polar) y la naturaleza de los acidos grasos esterificados que lo constituyen,
estas caracteristicas determinan la forma de la molécula y la temperatura de transicion del
estado gel cristalino al estado liquido cristalino en un medio determinado (Possmayer, 1991).
Para la DPPC esta temperatura es elevada (41°C) comparada con la del resto de los PL del
surfactante, debido precisamente a la rigidez que le confieren la presencia de los dos acidos
grasos saturados (Goerke y Gonzalez, 1981). Esto significa que a la temperatura corporal la
DPPC se encentra en estado gel cristalino, lo cual determina la capacidad de alcanzar muy
bajas tensiones superficiales cuando este PL se incorpora a la interfase. En el caso de la PC no
saturadas, los dobles enlaces hacen que ocupen un drea mayor y no puedan ser comprimidas al
mismo nivel que la DPPC, como consecuencia no son tan efectivas en disminuir la tension
superficial (Possmayer, 1991). En el estado gel cristalino los PLs quedan empaquetados de
forma regular y practicamente sin posibilidades de movimiento, aquellos que se encuentran en
la fase liquido-cristalino tienen mas movilidad y son mas facilmente excluidos de la interfase
durante la compresion. Estos cambios se traducen en una mayor exclusion del agua de la

interfase y por tanto una disminucion de la tension superficial.

Por debajo de su temperatura de transicion la DPPC se encuentra en estado gel y por tanto no
puede adsorberse y extenderse rapidamente en la interfase aire-liquido. La presencia de PL
anionicos en un porcentaje significativo en la composiciéon del surfactante, junto a las
proteinas hidréfobas facilitan la rapida adsorcion y distribuciéon de la DPPC en la interfase
aire-liquido, sin interferir en su capacidad de reducir la tension superficial a valores cercanos a

0 mN/m de peliculas de surfactante bajo compresion.

La teoria del squeeze out se propuso para dar respuesta a la dicotomia presente en las
propiedades de las monocapas de surfactante (Bangham y col., 1979; Goerke y Clements,

1986; Shapiro y Notter, 1989 y Goerke, 1998). La teoria plantea que los lipidos fluidos del
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surfactante estan presentes solamente para facilitar la adsorcion del surfactante a la interfase,
en la compresion, los lipidos fluidizantes son selectivamente removidos o squeeze-out dando
lugar a monocapas enriquecidas en lipidos que promueven la disminucidon de la tension
superficial. Esta teoria asume una interaccion idealizada, inmiscible entre los componentes
lipidicos saturados (estabilizadores de baja tension superficial) y los insaturados (fluidizantes).
Esta teoria ha dominado la interpretacion de los experimentos del surfactante pulmonar y ha
influido fuertemente en el disefio de los surfactantes terapéuticos para el tratamiento del

SDRN (Johansson, 1998 y Robertson y Halliday, 1998).

Los lipidos neutros aunque presentes en cantidades significativas no han recibido la misma
atencion con respecto a los PL. No obstante la adicion de triglicéridos y 4cido palmitico a
DPPC aumenta la velocidad de adsorcion de la misma. El colesterol es el lipido neutro que se
encuentra en mayor cantidad y es probablemente el més importante. Se ha informado que el
colesterol aumenta la adsorcion de vesiculas compuestas de DPPC, supuestamente por
incrementar la fluidez y mejorar la re-extension de la pelicula (Notter y col., 1980).
Recientemente se ha demostrado que el colesterol es esencial para organizar la estructura

lateral de las membranas y monocapas de surfactante (Bernardino de la Serna, 2004).

Algunas investigaciones clinicas y varios estudios en animales que involucran modelos de
trasgénicos y genes knock out han demostrado el papel esencial de varios componentes del
surfactante, especificamente de las proteinas del surfactante en la funcién normal pulmonar

(Glasser y col., 1994).

Interacciones lipido-proteina de la SP-B induce una répida transferencia de las moléculas
superficialmente activas del surfactante hacia la interfase aire-liquido (Cruz y col., 2000;
Schram y Hall, 2001 y Ross y col., 2002) y puede modular la estabilidad y comportamiento
dindmico de las peliculas de surfactante interfacial bajo continua compresidn-expansion
(Taneva y Keough, 1994; Nag y col., 1999; Ding y col., 2001 y Ross y col., 2002). Numerosos
trabajos se han dirigidos a esclareser el mecanismo molecular por el cual la SP-B modula la
dinamica de la pelicula de surfactante y la estructura de los lipidos. En los ultimos afios se ha
ganado conocimiento en general y especificamente sobre la generacion y sostenimiento de la

separacion de fase lateral que ocurre en las peliculas interfaciales bajo compresion dinamica
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mediante el empleo de sondas fluorescentes y la directa visualizacidon por microscopia de estas
estructuras en la interfase aire-liquido (Nag y col., 1997; Ding y col. 2001 y Takamoto y col.,
2001). Estos estudios han cambiado la concepcion inicial del mecanismo por el cual los
componentes del surfactante son capaces de reducir la tension superficial en la interfase aire-
liquido, conocida como teoria de squeeze out ¢ exclusion. Recientemente Takamoto y col.
(2001) mediante el uso de isotermas, microscopia de fluorescencia y de fuerza atomica de
mezcla de dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) y palmitoiloleoilfosfatidilglicerol (POPG) con
proteinas hidrofobas brindan elementos que refutan la teoria del squeeze out al concluir que las
proteinas hidrofobas eliminan el squeeze out al inducir transiciones de fase de dos a tres
dimensiones creando plegamientos reversibles de las peliculas de PL y por tanto garantizando
una asociacion permanente con la monocapa, a altas presiones de superficies. De tal manera
ellos concluyen que las proteinas hidroéfobas alteran el comportamiento de fase y la morfologia
de la monocapa, siendo independiente de la composicion lipidica, pero a su vez depende de la

coexistencia entre la fase liquido-condensada y la liquido-expandida.

Por otra parte, la importancia de la SP-B ha quedado demostrada ya que recién nacidos a
término deficientes en SP-B desarrollan disfuncion pulmonar severa y son resistentes a la
terapia tradicional con surfactante (Hamvas y col., 1994; Nogee y col., 1994 y Dunbar y col.,
2000). Un modelo animal con deficiencia en SP-B ha demostrado un resultado similar

(Tokieda y col., 1997).

La funcion bioldgica de la SP-C no esta nitidamente definida, pero estd claro que la SP-C
participa fundamentalmente en la formacion y reextension de la monocapa interfacial. Aunque
en menor medida que la SP-B, la SP-C es capaz de promover la adsorcion de PL para formar
una monocapa interfacial (Oosterlaken-Dijksterhuis y col., 1991). También se ha sugerido que
la SP-C podria tener un papel importante en el enriquecimiento de la monocapa en DPPC, ya
que durante la compresion, la proteina es excluida arrastrando consigo algunos PL (Pérez-Gil
y Keough, 1998). Su elevada capacidad para interaccionar y perturbar membranas, tanto por el
segmento o-helicoidal transmembranal, como por su region N-terminal, cuyas propiedades de
interaccion lipido-péptido han sido recientemente analizadas en detalle (Bi y col., 2002 y
Plasencia y col., 2004), hace pensar en un papel basico a nivel de formacién o mantenimiento

de las membranas de surfactante en los espacios alveolares. En este sentido, se ha observado
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que la SP-C promueve la formacion de estructuras multilamelares asociadas a la interfase
durante la compresion de la monocapa (Kramer y col., 2000) y se propusd que estas
estructuras actuarian como reservorios de material que sera de nuevo insertado en la expansion
(inspiracion). Esto permite el mantenimiento de la pelicula interfacial durante los sucesivos y
rapidos ciclos respiratorios. La presencia de las dos cadenas de 4cido palmitico esterificando
las cisteinas parece esencial para el mantenimiento de estas estructuras (Gustafsson y col.,
2000). Ratones deficientes en SP-C muestran menores anormalidades biofisicas, manifestadas
predominantemente a bajo volumen pulmonar, por tanto confirman el papel de esta proteina en

el mantenimiento de la estabilizacion de la pelicula de surfactante (Glasser y col., 2001).

Es necesario destacar que aunque la SP-A no contribuye directamente a la actividad de
superficie del surfactante pulmonar (Korfhagen y col., 1996), hay evidencias que indican que
la SP-A interactua con lipidos sugiriendo que participa en la reorganizaciéon o recambio del
surfactante, a su vez existen elementos que sustentan que la actividad tensioactiva de la SP-A
se manifiesta en mayor grado en condiciones de concentracion disminuida de surfactante
(Mccormack 1998 y Sun y col., 1997). La SP-A une y agrega lipidos (Benson y col., 1984),
facilita la adsorcion mediada por los PL a la monocapa (Hawgood y col., 1987) y es necesaria
para la formacion de la mielina tubular (Suzuki y col.,, 1989) y de la capa superficial
enriquecida en PL. Ademas se une con una alta afinidad a receptores de la superficie del

neumocito tipo II e inhibe la secrecion de PC en estas células.

2.3.1.2. Métodos de evaluacion de la actividad tensioactiva

Los métodos utilizados en la evaluacion de las propiedades tensioactivas de un surfactante
pulmonar in vitro son métodos fisicos que incluyen diferentes variantes de equipos que se han
disefiado con el fin de medir la tension superficial de forma dindmica con la variacion del area.
Clements (1957) fue el primero en medir la variacion de la tension superficial del surfactante
pulmonar en un modelo fisico que permite medir la tension superficial de forma dindmica,
teniendo en cuenta sus variaciones durante cambios de é4rea. Esto fue fundamental en el
conocimiento de las propiedades tensioactivas del surfactante pulmonar. Los procedimientos
utilizados actualmente para evaluar las propiedades interfaciales de un surfactante pulmonar

se basan principalmente en la medida de la tension superficial respecto al area de compresion.
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El equipo desarrollado por Clements es la Balanza de superficie Wilhelmy Langmuir (figura 5),
en la cual el material a evaluar se coloca en una cubeta y la tension superficial es medida como
la fuerza ejercida sobre una lamina de platino o papel suspendida de un transductor. El area de
la pelicula de superficie se cambia mecanicamente por movimiento de la barrera. La presion
de superficie 7 es igual a v° — v, donde y° es la tension de superficie de la superficie limpia y

v es la tension de superficie con el surfactante presente.

El surfactante puede ser estudiado al extender el material directamente en la interfase aire-
liquido o por inyectarlo en la subfase, de esta manera la Balanza de Wilhelmy ha sido utilizada
para estudiar el fenomeno de adsorcion de los PL del surfactante (Notter y col., 1989). Los
estudios realizados por este método son limitados por el gran volumen de la cubeta, los lentos
tiempos de compresion, las grandes compresiones requeridas para lograr bajas tensiones
superficiales y la pérdida de PL de la monocapa. No obstante existen modificaciones de este
tipo de Balanzas como por ejemplo, el empleo de una cinta mévil que permite modificar el
area que encierra y de esta manera evitar la pérdida de PL que puede producirse cuando la

monocapa se comprime a muy elevadas presiones superficiales.

Enhorning (1977) desarrolld un equipo destinado a evaluar las propiedades tensioactivas del
surfactante pulmonar: el Surfactometro de Burbuja Pulsatil (figura 6). El surfactometro
permite crear una burbuja de aire en una pequefia camara que contiene la muestra que se va a
medir. Esta cdmara comunica al exterior por un pequefo capilar, de manera que la burbuja
simula un alvéolo artificial. Mediante un piston se hace pulsar la burbuja con un cambio de
radio de 0,4 a 0,55 mm lo cual resulta en un 50 % de reduccion del area superficial total. La
diferencia de presion a través de las paredes de la burbuja es medida por un transductor de
presion. El calculo de la tension superficial se obtiene mediante la aplicacion de la ley de
Young-Laplace, AP = 2y/R, donde AP es la diferencia de presion a través de la burbuja, R el
radio de la burbuja y y la tension superficial. En este modelo, las medidas de las propiedades
de adsorcion y de disminucion de la tension superficial no se dan por separados, sino se
expresan conjuntamente en los resultados (Holm, 1992), a diferencia de lo que ocurre en la
Balanza de Superficie. Este instrumento tiene la ventaja que puede realizarse a ritmos
comparables con la respiracion normal y a la temperatura fisioldgica, pudiéndose variar estos

parametros Enhorning (1977), a su vez brinda resultados rdpidosy emplea pequefios.
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Placa de Wilhelmy
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Sensor de fuerzas
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Figura 5. Esquema de una balanza de superficie con los elementos basicos de que se compone.
La monocapa interfasial es comprimida o expandida mediante la barrera moévil al tiempo que
los cambios en la tension (o presion) superficial son registrados a través de un sensor de
fuerzas acoplado a una placa de Wilhelmy en contacto con la interfase.



Figura 6. Esquema de un surfactometro de Burbuja Pulsatil.
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Figura 7. Representacion esquemadtica de un surfactometro de burbuja cautiva.



volimenes de muestras. Tiene como desventaja que no se conoce que componentes del
sistema surfactante y a que concentracion se encuentran en la interfase aire-acuosa, a su vez
puede ocurrir deformacion de la burbuja a partir de su forma esférica y por consiguiente
errores en valores de tension superficial cercanos a cero. Por otra parte se producen pérdidas
de PLs desde la monocapa hacia las paredes del capilar (Goerke, 1992) aunque son menores
que en las Balanza de superficie, debido a que los ciclos repetidos previenen la pérdida de
material (Enhorning, 2001). Es una técnica muy ventajosa y ampliamente usada por los

especialistas.

El otro equipo utilizado para medir tension superficial es el Surfactometro de Burbuja Cautiva
(figura 7), el cual fue introducido por Samuel Schiirch a finales de la década del 80 (Schiirch y
col., 1989) dirigido a solventar los problemas surgidos con el Surfactometro de Burbuja
Pulsatil. Una burbuja de aire es creada con una jeringuilla, la cual flota en una solucion que
contiene surfactante, arriba de la burbuja se encuentra un gel de agar hidrofilico formando una
capa ligeramente curva. La burbuja es monitoreada por una camara de video y su forma es
analizada, usando la relacién altura-didmetro, para de esta manera calcular la tension
superficial (Schoel y col., 1994). Este equipo tiene la ventaja de que no hay perdida de PL, es
mas preciso en la determinacion de la tension superficial y como desventaja se encuentra la
complejidad del andlisis de los datos y que se necesita una concentracion minima de

surfactante de 3 mg/ mL.
2.3.2 Funcidn de defensa del surfactante pulmonar

El pulmon se encuentra en constante contacto con el ambiente, en cada inhalacion, pequefias
particulas, bacterias, virus y antigenos son constantemente depositados en la capa epitelial que
cubre las vias aéreas. El pulmoén es un organo que se caracteriza por un area de superficie
extensa de 70 m?, si lo comparamos por ejemplo con la piel de alrededor de 1,7 m*. Al poseer
una mayor area de superficie hace que el mismo sea mas vulnerable a dafios secundarios
debido a una infeccion, inflamacion y a otros agentes causante de dafio tales como exposicion
a gases oxidantes. Dado esta caracteristica, el pulmén presenta mecanismos que le permiten
una respuesta defensiva répida a estos retos o agentes nocivos, manteniendo un balance entre

la respuesta pro y anti-inflamatoria (Wright 1997).
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Si bien el surfactante pulmonar es por excelencia conocido por su funcién de disminuir la
tension superficial, ademds es capaz de poseer funciones relacionadas con la defensa en el
pulmon (Pison y col., 1994 y Crouch y Wright, 2001). Esta funciéon ha tomado una relevancia
en los ultimos tiempos al descubrirse que dos de las proteinas del surfactante, SP-A y SP-D
poseen similitud estructural con la familia de las colectinas, proteinas involucradas en la
respuesta inmune innata no mediada por anticuerpos (Wright, 1997). El surfactante previene
contra infecciones bacteriales y virales y modula la actividad de wvarias células

inmunocompetentes dentro de las vias aéreas.

El surfactante pulmonar aumenta la uniéon y fagocitosis de particulas. Van Iwaarden y col.
(1990) informa que un surfactante pulmonar obtenido por centrifugacion aumenta la
fagocitosis de Staphylococcus aureus por macréfagos alveolares, sin embargo, el extracto
lipidico de este material no estimula la fagocitosis, pero a su vez con la SP-A purificada si se
obtuvo este efecto. Tino y Wright (1996) encontraron que lavado pulmonar de rata aumenta la
fagocitosis y el efecto fue reducido por anticuerpo policlonal anti-SP-A. De esta forma
algunos de los efectos estimulatorios del surfactante en la fagocitosis por macréfagos son

mediados por la SP-A.

El surfactante tiene efectos variables en la produccion de radicales libres. Se ha informado que
el surfactante y los lipidos del surfactante suprimen la produccion de especies reactivas del
oxigeno por macrofagos alveolares y monocitos estimulados con PMA o zimosan (Geertsman
y col., 1993). Una mezcla de PL sintéticos similar en composicion al surfactante ensayados
por Juers y col. (1976) inhibi6 la respuesta a la quimioluminiscencia y por tanto concluyeron
que el componente lipidico es el responsable de la inhibicién observada con el surfactante
completo. Posteriores estudios demuestran que cada PL posee una actividad
inmunomodulatoria diferente, asi por ejemplo DPPG inhibe mientras DPPC vy
dioleilfosfatidilcolina (DOPC) incrementan la respuesta oxidativa producida por zimosan. Por
otra parte el surfactante y los lipidos del mismo son responsables del efecto inhibitorio en la
respuesta proliferativa de linfocitos (Ansfield y col., 1979), trabajos posteriores estuvieron
dirigidos a conocer la contribucidon de los componentes lipidicos individuales, en este sentido
la fosfatidilcolina y el fosfatidilglicerol tienen un efecto inhibitorio mientras que la

fosfatidiletanolamina, el colesterol y la esfingomielina estimulan la respuesta proliferativa. La
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combinacion de estos diferentes lipidos producen efectos que van desde una inhibicion a una

estimulacion en dependencia de la proporcion relativa de los mismo (Wilsher y col., 1988).

Modelos en ratones deficientes en SP-A sugieren que desempefia un papel en la defensa a
infecciones bacteriales y virales (Korfthagen y col., 1998). Dentro de las funciones
relacionadas con la defensa en el pulmoén se encuentran: actuar como una opsonina para
patogenos (Tino y Wright, 1996), prevenir la inhibicion de la actividad surfactante por las
proteinas de la sangre (Cockshutt y col., 1990 e Ikegami y col., 1998), la SP-A humana se une
a bacterias Gram-negativas y facilita su agregacion, fagocitosis y muerte por los macréfagos
de rata (Wright, 1997), la SP-A de rata, canina y humana pueden causar el estallido
respiratorio en macrofagos humanos y de rata y aumentar la quimiotaxis de macrofagos
activados (Van Iwaarden y col., 1995). Varios estudios revelan que la SP-A directamente
estimula (Kremlev y Phelps, 1997) o tiene efecto inhibitorio (McIntosh y col., 1996; Hickling
y col., 1998; Sano y col., 1999 y Romeau y col., 1999) en la produccion del TNF-a y otras
citoquinas pro-inflamatorias por las células inmunes, en este sentido la regulacion de la
produccion de citoquinas por la SP-A es controversial y es influenciado en parte por el estado
y el mecanismo de activacion de la célula inmune (Stamme y col., 2000). Asimismo la funcion
de la SP-A en la regulacion de la produccion de radicales libres es controversial, por ejemplo
la SP-A mostr6 un efecto inhibitorio (Wright y col., 1999 y Borron y col., 2000) o estimulante
(Blau y col., 1997 y Hickman-Davis y col., 1998) sobre la produccion de 6xido nitrico por los
macrofagos alveolares. Recientemente se ha demostrado su actividad anti-microbiana directa
es decir es capaz de ocasionar la muerte a bacterias en ausencia de células inmunes (Wu y col.,

2003).

La SP-B presenta un 68 % de homologia estructural con un péptido con propiedades
antibidticas y a su vez es capaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli (Kaser y Skouters,
1997). Recientemente se demostrd que la SP-B inhibe la inflamacion en el pulmoén inducida

por endotoxinas (Epaud y col., 2003).
A la SP-C recientemente se le ha informado propiedades anti-inflamatorias, se une a la region

del lipido A del LPS, interacciona con el CD-14, y cuando se asocia a vesiculas de DPPC, es

capaz de inhibir la union del LPS a la linea de macréfagos RAW 264.7, a su vez inhibe la

26



produccion de 6xido nitrico y de TNF o en macrofagos alveolares y peritoneales (Augusto y

col., 2001; 2002; 2003 a y b).

2.4 Clasificacion.

El surfactante pulmonar natural es aquel que se aisla de las vias aéreas tal cual es decir por
lavado pulmonar con soluciéon de NaCL al 0,9 % y una centrifugacion para obtener el
precipitado de surfactante natural y contiene toda la composicion bioquimica descrita en el
acapite 2.2. Si ha este precipitado de surfactante natural le hacemos extraccion organica en
cloroformo metanol obtenemos lo que llamamos extracto orgénico de surfactante pulmonar
natural, el cual se diferencia del anterior en que no contiene la proteina hidrofilica SP-A ni la
SP-D. Si seguidamente hacemos una precipitacion con acetona o una cromatografia para
eliminar lipidos neutros estamos en presencia de las preparaciones comerciales de surfactantes
pulmonares naturales exdgenas, es necesario precisar ademas que las mismas pueden ser
obtenidas por triturado de pulmoén. Las preparaciones de surfactantes pulmonares pueden
clasificarse en naturales o sintéticas, en la tabla 1 se resume las caracteristicas de los mismos.
Hasta el presente ninguna de las preparaciones de surfactantes disponibles contiene SP-A o
SP-D. A continuacion se detallan las diferentes preparaciones de surfactantes usados en la

clinica, asi como las nuevas preparaciones de surfactante (tabla 2 y tabla 3).

2.5 Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA)

Ashbaugh (1967), fue el primero en describir el Sindrome de Distres Respiratorio en 12
adultos que murieron por fallo respiratorio. A partir de este informe numerosos estudios han
investigado la epidemiologia, la patofisiologia y los tratamientos terapéuticos. En Ia
conferencia consenso europea-americana sobre la actualizacion de este sindrome, se definid
que pacientes con fallo respiratorio agudo debido a un dafio pulmonar del parénquima, incluye
a un espectro de condiciones tales como fallo respiratorio agudo (FRA), dafio agudo pulmonar
(DAP) y SDRA (Bernard y col.,, 1994). La mortalidad general por SDRA aunque ha
disminuido, continta siendo alta de un 40 % constituyendo un problema significativo (Hudson

y Steinberg, 1999).
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Tabla 1. Clasificacion de las preparaciones de surfactante pulmonar.

Tipo de surfactante

Caracteristicas

Naturales

Son obtenidos por lavado o trituracioén del
pulmon y extraccidbn con solventes
organicos y purificados por cromatografia
(CUROSURF®) o adicion de principio
activo (SURVANTA®) o sin purificacién
por cromatografia, ni adicion
(SURFACEN®™). Contienen el espectro
completo de los fosfolipidos del
surfactante y las proteinas hidrofobas.

Sintéticos:
a) basados en fosfolipidos

Consiste en fosfolipidos sintéticos y
agentes quimicos (detergentes o lipidos)
para facilitar la extension y adsorcion.
Estos son EXOSURF” y ALEC"

b) basados en fosfolipidos y proteinas

Contienen mezcla de fosfolipidos
sintéticos y analogos de péptidos de la SP-
B o la SP-C, sintetizados quimicamente o
por via recombinante. Estos son
SURFAXIN y VENTICUTE




Tabla 2. Preparaciones de surfactante comerciales empleados en la clinica

Nombre Nombre de | Fuente Composicion | Dosis Método de | Firma
Genérico/Autor | la marca suministro Comercializador
a
Beractant/ Survanta® Tejido SP-B, SP-C | 100 mg PL/kg | Instilacion Laboratorios
Fujiwara vy pulmonar y PL hasta 3 dosis intratraqueal | Abbot,
col. 1980 bovino (EE.UU)
Surfactant-TA | Surfacten® | Tejido SP-B, SP-C | 100 mg PL/Kg. | Instilacion Tokoyo
Taeusch y col pulmonar y PL hasta 3 dosis intratraqueal | Tanabe (Japan)
1986 bovino
Surfactante bLES® Lavado SP-B, SP-C | 100 mg PL/Kg. | Instilacion BLES
Bovino/ Yu y pulmonar y PL intratraqueal | Biochem
col 1983 bovino (Canada)
SF-RI 1/ Alveofact® | Lavado de | SP-B, SP-C | 50 mg PL /Kg. Instilacion Boehringer
Wauer y col pulmén y PL intratraqueal | Ingelheim
1991 bovino (Alemania)
CALFACTA | Infasurf® Lavado de | SP-B, SP-C | 100 mg PL /Kg. | Instilacion Laboratorios
NT o CLSE/ pulmén de | y PL intratraqueal | Forest
Shapiro y col. ternero (EE.UU)
1985 7
Poractant/ Curosurf® | Tejido SP-B, SP-C | 200 mg PL /kg | Instilacion Chiesi
Robertson y pulmonar y PL inicial y dos | intratraqueal | Pharmaceutical
Curstedt 1988 porcino dosis s (Italia)
adicionales
del100 mg/Kg.
Surfactante Surfacen” | Lavado SP-B, SP-C | 100 mg PL/kg | Instilacion CENSA
porcino/ pulmonar y PL hasta 2 veces intratraqueal | (Cuba)
Manzanares y porcino
col 1994
Palmitato de | Exosurf® Sintético DPPC, 67,5 mg de | Instilacion Glaxo-
colfosceril/ hexadecanol | Palmitato de | intratraqueal/ | Wellcome
John y tiloxapol. colfosceril/Kg. nebulizacion | (Reino Unido)
Clements
1982
PUMACTAN | ALEC® Sintético DPPC:PG 100 mg PL/kg Instilacion Britania (Reino
T/ Morley y intratraqueal/ | Unido)
col. 1981 nebulizacion

SP-B: Proteina del Surfactante B

SP-C: Proteina del Surfactante C

PG: Fostatidilglicerol

PL: Fosfolipidos

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina




Tabla 3. Nuevas preparaciones de surfactantes sintéticos en Ensayos Clinicos

Nombre Nombre Fuente Composicién Dosis Aprobacion por la FDA | Método de | Firma
Genérico/Autor de la (estimado) suministro Comercializadora
marca
LUCINACTANT o SDRN en el 2004 Laboratorios
e o DPPC, POPG, 10 mg PL/mL Lavado
KL4/ Cochrane y Surfaxin Sintético ] SAM: en el 2005 Discovery
PA, KL4-péptido | via lavado broncoalveolar
Revak, 1991 SDRA: en el 2006 (EE.UU)
SP-C Img rSP-C/Kg., o Altana-Byk Gulden
) N DPPC, POPG, ] Instilacion )
recombinante/Benson | Venticute™ | Sintético 50 mg PL/kg no se dispone de los datos -Pharmaceuticals
PA,SP-Cr intratraqueal
y col. 1999 hasta 4 veces (Alemania)

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina.

POPG: Palmitoiloleilfosfatidilglicerol.

PA: acido palmitico.

KL4:-péptido de 21 aminoacidos constituido por una lisina (K) y 4 Leucina (L)
Repetido hasta n=21.

SDRA: Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.

FDA: Food Drug Administration (EE.UU)

SP-C r: Proteina del surfactante C recombinante.

SDRN:Sindrome de Distrés Respiratorio del neonato.

SAM: Sindrome de Aspiracion por Meconio.




Existen varias condiciones pueden conducir al DAP/SDRA. La causa mas comin es la
infeccion, que puede ser tanto por un dafio pulmonar primario tal como una neumonia o por
via sistémica como una sepsis. Otros eventos predisponentes incluyen trauma masivo,
transfusiones de sangre multiples y pancreatitis asi como danos directos al pulmon tales como
aspiracion gastrica o inhalacion de gases toxicos (Bernard y col., 1994). Varios estudios han
demostrado concentraciones incrementadas de mediadores pro y anti-inflamatorios en lavado
broncoalveolar en estos pacientes. Aunque la liberacion de estos mediadores puede ser
protectivo en estados tempranos de la enfermedad, cuando este balance se rompe conlleva a la

disfuncion progresiva del pulmon, al fallo multi 6rgano y a la muerte (Dietch, 1992).

El SDRA esta asociado con alteraciones bioquimicas y biofisicas del sistema surfactante
pulmonar (Hallman y col., 1982). Estas alteraciones incluyen un incremento en el contenido
de proteinas en el lavado broncoalveolar, alteraciones en el perfil de PL y 4cidos grasos
(Schmidt y col., 2001), reducida concentracion de la SP-A y la SP-B (Giinther y col., 1996) y
bajas concentraciones de la forma biofisicamente activa del surfactante, los grandes agregados.
Esto conlleva a una disminucion marcada de la actividad superficial que presenta los pacientes
con esta enfermedad. Asimismo ocurre una degradacion de los componentes esenciales del
surfactante por los mediadores inflamatorios (ejemplo proteasas y fosfolipasas) e inhibicion de
la funcion surfactante por proteinas del plasma. Esto trac como consecuencia la perdida de la
estabilidad alveolar, la atelectasis y el deterioro severo del intercambio gaseoso. Estas
observaciones proveen elementos suficientes para evaluar la administracion de preparaciones

de surfactantes en pacientes con DAP/SDRA.

2.5.1 Modelos de dafio agudo pulmonar

La mayoria de los estudios preclinicos que evaluan la administracion del surfactante exégeno
han involucrado animales de experimentacion usando varios modelos de dafio agudo. A
diferencia del modelo de animales pre-términos que refleja exactamente la condicidon clinica
de infantes pre-términos, no existe un modelo ideal para el SDRA (Lewis y Veldhuizen, 2003).

Una gran variedad de modelos han sido estudiados, cado uno con sus ventajas y desventajas.
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El modelo de lavado del pulmon con solucion salina repetidas veces ha sido usado
ampliamente en numerosas especies debido a la consistencia del dafo pulmonar obtenido y a
su relativa simplicidad (Ito y col., 1996 y Campbell y col., 2002). Una desventaja del modelo
es que el resultado final involucra una deficiencia de surfactante mas que un dafio al sistema
surfactante endogeno. No obstante se utiliza para comparar la eficacia de preparaciones de
surfactante y de diferentes modos de ventilacion. Otros modelos animales incluyen como
agentes inductores de la lesion al acido clorhidrico (Lamm y col., 1990; Lewis y col., 1993 y
Brackenbury y col., 2001), al 4cido oleico (Zelter y col., 1990), al NNNMU (Harris y col.,
1989), la hipoxia (Engstrom y col., 1989 y Huang y col., 1994) y las endotoxinas (Tashiro y
col., 1996; Picone y col., 1996; Lutz y col., 1998; Van Helden y col., 1998 y Wu y col., 2002).
Estos tipos de modelos se han realizado en diferentes especies y la alteracion que producen en
el sistema surfactante enddgeno esta mas estrechamente relacionado con lo que ocurre en
pacientes con SDRA. No obstante, la interpretacion y comparacion de estos modelos es

compleja debido a que se producen diversas severidades de dafo.

La eficacia terapéutica de los surfactantes pulmonares en estos modelos depende de dos
aspectos fundamentales: de las caracteristicas del surfactante y del ambiente alveolar que se
genere con el empleo de los diferentes agentes inductores de la lesion pulmonar. Con relacion
al primer aspecto los surfactantes exdgenos naturales producen una respuesta mejor que los
surfactantes sintéticos sin proteinas, por otra parte los surfactantes que tienen mayor contenido
de SP-B y SP-C asi como mayor proporcion de determinadas especies fosfolipidicas, producen
una mejor respuesta. En el caso del segundo aspecto el empleo del agente causal determina el
grado del dafo, de manera que por ejemplo, los modelos donde se emplea lavado pulmonar
ocurre una deficiencia de surfactante, es decir un proceso patofisioldgico mas facil de revertir
y es por eso que, la mayoria de estos modelos responden favorablemente al tratamiento con
surfactante en comparacion con modelos que emplean agentes mas agresivos como el acido

clorhidrico.
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2.5.2 Terapia con surfactante en el SDRA

La terapia con surfactante en pacientes con SDRA ha mostrado resultados variables. Los
tratamientos con las preparaciones de surfactantes comerciales, en pacientes pediatricos y
adulto con SDRA se resumen en la tabla 4. La variabilidad en el éxito de estos estudios se le
atribuye a la severidad de la lesion, al criterio de seleccion del paciente, a la cantidad de

surfactante suministrada al alveolo por nebulizacion y al tipo de surfactante.
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Tabla 4. Ensayos clinicos en pacientes con SDRA con preparaciones comerciales de surfactantes

Surfactante Dosis/Régimen Tipo de estudio/numero de Autor/Afio Resultados
pacientes
CUROSURF" 50 mg/kg via broncoscopio No controlado, n= 6 Spragg y col. 1994 Pa0,/FiO,: mejora transitoriamente.
EXOSURF® 240 mL de 13,5 mg/mL, Controlado con  placebo y | Anzuetoy col. 1996 No diferencias en PaO,/FiO,, DSV y M
nebulizado, 24 h, 5 dias aleatorizado,
n= 700
ALVEOFACT" | 300 mg/kg via broncoscopio No controlado Walmrath y col. 1996 | PaO,/FiO,: mejora
n=10
SURVANTA" | -50 mg/kg (8 dosis) Controlado con placebo y Gregory y col. 1997 Baja dosis: mejora PaO,/Fi0O,, M: disminuye
-100 mg/kg (4 o 8 dosis) aleatorizado, n=700 18,8/43,8
Via tubo endotraqueal
INFASURF® 2800 mg/m” via tubo Controlado con placebo y Willson y col. 1997 PaO,/FiO,: mejora, M=14%
endotraqueal aleatorizado, n=29
SURFAXIN® Administracion broncoscopica | No controlado, grupos Wiswell y col. 1999 | PaO,/FiO,: mejora
de 30 mL de 2,5 mg/ mL sequenciales, n=12
seguido por succion, después
30 mL de 10mg/ mL (grupo 1)
2x 30 mL de 2,5 mg/ mL
(grupo 2) seguido por succion
30 mL de 10 mg/ mL +dosis
repetidas (grupo 3)
CUROSURF" 50 mg/kg a intervalos de 6 a No controlado (nifios), n=20 Lopez de Herce y col. | PaO,/FiO,: mejora
24 h 1999
200 mg/kg 9 dosis via tubo
endotraqueal
ALVEOFAC®T | 300 a 500 mg/kg via | No controlado n =27 Gunther y col. 2002; | PaO,/FiO,: mejora
broncoscopio Walmrath y col. 2002
VENTICUTE" | 25 mg/kg x 4 (dosis baja) Controlado con placebo y Spragg y col. 2003 Pa0,/FiO,: no mejora, DSV: no cambio
50 mg/kg x 4 (dosis alta) via | aleatorizado,
tubo endotraqueal n =40
ALVEOFACT" | 100 mg/kg + dosis repetidas | Controlado con placebo y Moller y col. 2003 PaO,/FiO,: mejora
via tubo endotraqueal aleatorizado (nifios), n = 40
SURVANTA" 150 mg/kg dos veces a | No controlado (nifios) n= 36 Yapicioglu y col. PaO,/FiO,: mejora
intervalos de 12 h via tubo 2003

endotraqueal

PaO,/FiO, (mmHg): Presion parcial arterial de oxigeno Vs fraccion inspirada de oxigeno (indicador respiratorio).
DSV: Dias sin ventilacién mecanica.

M: Mortalidad.
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3 CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES INTERFASIALES, MORFOLOGICAS
Y TERMOTROPICAS DE SURFACEN.

3.1 Introduccidén

Independientemente de la reconocida aplicacion exitosa de las preparaciones de surfactantes
comerciales, un estudio clinico comparativo entre SURVANTA® y CUROSURF® en neonatos
pretérminos reveld diferencias entre estas preparaciones en cuanto a los indicadores
respiratorios y de mortalidad (Ramanathan y col.,, 2004). Por otra parte la aplicacion
terapéutica de los surfactantes comerciales en el SDRA no ha sido exitosa (Anzueto y col.,

1996 y Spragg y col., 2003).

Observaciones experimentales demuestran que la composicion del surfactante natural varia
significativamente entre especies (Holm y col., 1996). A las diferencias de composicion en
funcion de la fuente utilizada se suman las diferencias debidas al método de extraccion y
produccion, y a la adicion frecuente de componentes como la DPPC o el acido palmitico. No
existe por tanto ain una composicion de surfactante universalmente aceptada (Bernhard y col.,

2000 y Riidiger y col., 2005).

Los métodos fisicos utilizados en la evaluaciéon de las propiedades tensioactivas de un
surfactante pulmonar incluyen diferentes variantes de equipos que se han disefiado con el fin
de medir la tension superficial de forma dindmica con la variacidon del area. Estos incluyen a la
balanza de superficie (Clements, 1957), el surfactometro de burbuja pulsatil (Enhorning, 1977)
y el surfactometro de burbuja cautiva (Schiirch, 1995). La mayoria de los estudios analizan las
preparaciones de surfactantes a concentraciones a las cuales ejercen su actividad surfactante,
es decir se utilizan concentraciones en exceso, de manera que no se aprecian diferencias en la
eficacia. Estudios dirigidos a evaluar estas preparaciones a menores concentraciones son los

que revelan las diferencias entre las mismas (Berhnard y col., 2000). Esto adquiere una
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importancia vital, al orientarse el uso terapéutico de dichas formulaciones a enfermedades

respiratorias donde existe la inactivacion del surfactante.

En la altima década las transiciones estructurales que adopta la pelicula de surfactante en la
interfase aire-liquido son visualizadas por microscopia de fluorescencia. Estos estudios se han
llevado a cabo fundamentalmente en sistema modelos de lipidos y proteinas para conocer el
mecanismo molecular por el cual las proteinas del surfactante modulan la dinamica de la
pelicula de surfactante (Discher y col., 1999; Piknova y col., 2001; Knebel y col., 2002 y Cruz
y col., 2004). Estudios de este tipo comienzan a realizarse dirigidos a las preparaciones de
surfactante comerciales en CLSE® (Discher y col., 1996), BLES® (Nag y col., 2002) y
SURVANTA" (Alonso y col., 2004). A partir de estas consideraciones podemos decir que se
dispone de pocos estudios comparativos estandarizados en cuanto a las diferencias
bioquimicas, funcionales y morfoldgicas de las preparaciones de surfactantes comerciales de
amplio uso clinico. En este sentido no se disponen de los estudios de las propiedades
interfasiales de SURFACEN® en balanza de Wilhelmy, ni de los estudios de las transiciones
de fases del mismo por métodos morfoldgicos y termotropicos es por esto que el objetivo de

este capitulo es:

Determinar las propiedades biofisicas de SURFACEN® teniendo en cuenta la evaluacion de
las caracteristicas interfasiales mediante isotermas presion-area (m-A), las morfologicas a
través de microscopia de fluorescencia y su comportamiento termotrépico mediante
calorimetria diferencial de barrido, en comparacion con otras preparaciones de surfactante

homologas.
3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Reactivos: Los reactivos empleados se obtuvieron de las firmas que se indican:
Cloroformo, Metanol (Laboratorios Merk, Alemania), [1-palmitoil, 6-(N-7-nitrobenz-2oxa-
1,3-diazol-4-i1)-PC (NBD- PC)] (Avanti Polar Lipid), bromuro de sodio (NaBr) (Laboratorios
Sigma, MO). El resto de los reactivos utilizados eran puros para analisis de los Merk

(Alemania) o BDH (UK).
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3.2.2 Productos utilizados:

Surfactante pulmonar natural porcino (SPNP): Se obtuvo a partir de lavados con cloruro de
sodio (NaCl) 0,15 M a pulmones porcinos (Keough y col., 1985). El lavado obtenido fue
centrifugado a 1000 x g por 10 min para eliminar el componente celular y el sobrenadante se
centrifugd a 20 000 X g por 1 h, el precipitado obtenido (surfactante) fue disuelto en una
solucion compuesta por bromuro de sodio (NaBr) al 16 % y NaCl al 0,9 %, sobre la que se
afiadi6 un volumen NaBr al 13 % y NaCl al 0,9 % para formar un gradiente de densidad
discontinuo y se centrifugd a 26 000 r.min" por 2h. El material obtenido en la interfase entre

los dos medios de diferente densidad constituye el surfactante pulmonar natural porcino.

Extracto organico de surfactante pulmonar porcino (ESPNP): El surfactante natural porcino se
usO para extraer el material hidrofobico mediante combinaciones de la mezcla cloroformo:
metanol: agua mediante el método de Bligh y Dyer (1959). El material obtenido contiene
todos los lipidos y las proteinas hidréfobas (SP-B y SP-C) presentes en el surfactante

pulmonar porcino.

SURFACEN": Es un surfactante pulmonar natural obtenido a partir de lavado pulmonar
porcino, el cual se extrae con cloroformo: metanol (2:1 v/v). Se presenta en forma de un
liofilizado estéril de color blanco que contiene 50 mg de PL, 0,3 a 0,7 mg de proteinas

hidrofobas y 2,03 a 3,03 mg de otros lipidos (Manzanares y col., 1995).

CUROSURE®: Es un surfactante pulmonar natural obtenido a partir de triturado de pulmones
porcino, el cual se extrae con cloroformo: metanol. Se presenta en forma de suspension de

color blanco-amarrilla conteniendo 120 mg de PL en 1,5 mL (Robertson y Curstedt, 1988).

3.2.3 Isotermas m-A en la Balanza de Wilhelmy

Se realizd segiin lo descrito por Clements (1977). Se depositdé lentamente las muestras
(ESPNP, SURFACEN® y CUROSURF®) entre 35 y 38 puL de muestra en disolvente organico
y 70 uL de muestra (SPNP, SURFACEN® y CUROSURF"™) en solucion acuosa, con una

microjeringa Hamilton sobre una cubeta que contiene 300 mL de una solucion amortiguadora
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Tris-HC1 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0 de una balanza de superficie (NIMA Technology,
Coventry, Inglaterra). Tras equilibrar la pelicula interfacial durante 10 min se procedio a
comprimir la superficie a 65 cm*/min (4rea maxima = 212 cm’, area minima = 40 cm?), a una
temperatura de la subfase constante a 26 + 1°C registrandose los cambios de presion

superficial. Las muestras se sometieron a 10 ciclos de compresion-expansion.

3.2.4 Isoterma de compresion m-A ¢ imagenes de transiciones de fases en peliculas

interfasiales por microscopia de epifluorescencia

Se realizd segin el método descrito por McConnell (1991). Brevemente se depositd
lentamente una solucion de 1 mg/mL en cloroformo de ESPNP, SURFACEN®, CUROSURF®
en una subfase que contenia una solucion amortiguadora de Tris 0,5 M con NaCl 0,15 M, pH
7,0 en una balanza de superficie modificada (Nima Technology, Coventry, UK). Después se
de esperar 10 min para que se evaporara el solvente, las monocapas fueron comprimidas.
Después de 10 min de equilibrio la monocapa conteniendo de PC fluorescente [1-palmitoil, 6-
(N-7-nitrobenz-2oxa-1,3-diazol-4-il)-PC (NBD- PC)] al 1 % fue transferida a ldminas de
vidrio a una velocidad de 25 cm?*/min, las cuales fueron previamente inmersas en la subfase
para formar peliculas Langmuir-Blodgett (LB). Las imdgenes de microscopia de fluorescencia
fueron obtenidas en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan II (Carl Zeiss, Jena,
Alemania) equipados con filtros de fluorescencia apropiados para la observacion (emision de

fluorescencia maxima a 520 nm).

3.2.5 Determinacion de las caracteristicas termotrdpicas

Las medidas termotropicas se realizaron mediante calorimetria diferencial de barrido VP-DSC
de MicroCal (Baltimore, MD). Las células de muestra se cargaron con 0,5 mL de cada
suspension (SPNP, ESPNP, SURFACEN® y CUROSURF®) mientras en la célula de
referencia se cargo6 con una alicuota equivalente a la solucion amortiguadora. De cada muestra

se obtuvieron 10 barridos de 5 a 60 °C a una velocidad de 1°C/min.

3.3 Analisis estadistico
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En las isotermas m-A los experimentos que se presentan en las figuras son el resultado de la
media de repetir al menos tres veces. Para el andlisis de los valores de m maxima y minima se
expresaron como la media * el error estandar de la media (x £ EEM) y se emple6 la prueba no
parametrica (Kruskal-Wallis) usando el paquete estadistico STATIGRAPHY version 3. En el
experimento de calorimetria los resultados fueron procesados por restar la linea base y estimar
la entalpia asociada a la transicion y la temperatura de transicion (Tm) utilizando el programa

Origin version 7, las curvas obtenidas son la media de al menos tres determinaciones.

3.4 Resultados

3.4.1 Isotermas m-A en la Balanza de Wilhelmy

La figura 8 muestra las isotermas de presion-area de la pelicula interfasial de SURFACEN®
(A), CUROSURE® (B), ESPNP (C) en medio organico durante 10 ciclos de compresion-
expansion a 26 °C. La presion superficial (n) es la diferencia entre la tension de superficie del
agua (70mN/m) y la tension de superficie de la sustancia que se mide: y = 70-m, por tanto, alta
presion de superficie corresponden a baja tension superficial. La presion de colapso de una
monocapa corresponde a la mayor presion de superficie (menor tension superficial) que puede
alcanzar la pelicula de fosfolipidos antes de que la monocapa se pliegue o se rompa. Se
plantea que una presion de colapso elevada (alrededor de 70 mN/m supondria tensiones
superficiales cercanas a 0 mN/m) y reproducible es esencial para minimizar el trabajo

respiratorio.

Desde el punto de vista cualitativo se observo similitud en la estabilidad de las peliculas de
SURFACEN® y del ESPNP comparadas con las de CUROSURF®. Ambos, SURFACEN® y
ESPNP alcanzan m cercanas a 70 mN/m, tienen largas mesetas de exclusion (en compresion) y
de re-insercion (en expansion), y elevada reproducibilidad. Independientemente de los valores
finales de T, en la figura 8 se observa que SURFACEN® desde el punto de vista cualitativo es
ligeramente inferior a las peliculas de ESPNP dado por una pequeiia diferencia en la

estabilidad, y menores mesetas (sobre todo la de re-insercion).
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Figura 8. Isotermas de compresion-expansion ciclica de monocapas de SURFACEN®™ (A) y
CUROSURF® (B) y ESPNP (C) en medio organico. Las monocapas se comprimieron y
expandieron a temperatura constante (25°C) durante 10 ciclos consecutivos registrandose los
cambios de presion superficial en funcion del area. Las flechas rojas con sentido hacia arriba o
hacia abajo indican el comienzo de la compresioén o expansion, respectivamente. La curva roja
representa el primer ciclo y la verde el décimo ciclo. Las curvas son el promedio de tres
repeticiones.



Las regiones de las isotermas que muestran la reinsercion de los componentes del surfactante
durante la expansion son mesetas mucho mas marcadas y extensas para ESPNP y para
SURFACEN® en comparaciéon con CUROSURF®. SURFACEN® muestré isotermas
reproducibles a lo largo de los 10 ciclos de pulsacion, con la peculiaridad de que a medida que
avanzan los ciclos se alcanzan mayores mde colapso, lo que habla a favor de la eficiente
capacidad de los componentes de SURFACEN® de reincorporarse a la interfase después del
colapso. Esta demostrado que los surfactantes que manifiestan esta propiedad son mejores
tensioactivos. Si comparamos las © maximas y minimas de cada ciclo de estas preparaciones,
podemos observar como SURFACEN® fue significativamente superior al ESPNP (p=0,002), a
pesar de que el comportamiento cualitativo de las isotermas ciclicas es mucho mas parecido e
incluso mejor para el ESPNP, asimismo estos datos muestraron la superioridad de
SURFACEN® sobre CUROSURF® (p=0,001). A su vez es interesante resaltar que en
SURFACEN® se lograron obtener m minima sostenidas al final de la expansion (figura 9).
SURFACEN® present6 un comportamiento dinamico en compresion cualitativamente similar

al del ESPNP.

Los resultados mostrados en la figura 10 representan las peliculas formadas por extension de
suspensiones acuosas de SPNP, SURFACEN® y CUROSURF® de manera que se depositan
bicapas, y la formacion de las peliculas deben empezar por la transferencia de especies
moleculares de las bicapas a la interfase. La suspension de SPNP di6 isotermas mucho mas
estables y repetitivas y SURFACEN® presentd un comportamiento similar al mismo, lo que
evidencia sus buenas propiedades como surfactante (figura 10). La muestra d¢ CUROSURE®
disuelta en solucion acuosa presentd un comportamiento mejor a medida que transcurren los
ciclos en comparacion con su forma en medio orgénico en cuanto a la presion de superficie
maxima. Sin embargo el comportamiento de disminucion de la presion de superficie minima

tanto en solucion acuosa como orgénica fue el mismo (figura 11).

3.4.1.1 Isoterma de compresion m-area e imagenes de transiciones de fases en peliculas

interfasiales

Las figuras 12, 13 y 14 muestran la isoterma tipica de compresion y sus imagenes observadas

a partir de las peliculas de A: , D . unto a la sonda
partir de las peliculas de A: SURFACEN®, B: CUROSURF" y C: ESPNP" la sond
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Figura 10 Isotermas de compresion-expansion ciclica de monocapas de SURFACEN® (A) y
CUROSURE® (B) y SPNP (C) en medio acuoso. Las monocapas se comprimieron y
expandieron a temperatura constante (25°C) durante 10 ciclos consecutivos registrandose los
cambios de presion superficial en funcion del area. Las flechas rojas con sentido hacia arriba o
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representa el primer ciclo y la curva verde el décimo ciclo Las curvas son el promedio de tres
repeticiones.
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fluorescente NBD-PC. Las isotermas muestraron un comportamiento similar presentando una
region conocida como plateau a la w de 45 a 48 mN/m. Las imagenes reflejan las transiciones
de fase durante la compresion dinamica en la interfase, cada fase de transicion es un reflejo de
estructuras lipidicas agregadas en una fase coexistiendo con la otra. De forma general
dominios oscuros representan areas de la monocapa conteniendo lipidos en fase comprimida-
ordenada y dominios brillantes representa lipidos en fase expandida desordenada. La primera
imagen que se observa de la monocapa de SURFACEN®™ corresponde con una 7 de 22,8
mN/m, a esta presion se empiezan a observar la fase de liquido condensado o dominios de
color negro que corresponde a zonas donde se excluye la sonda fluorescente. Con el
incremento de la m, imagen de SURFACEN® a 37,7 mN/m se observo un incremento en el
numero de los dominios. Un incremento mayor en la © se traduce en una disminucion de estos
dominios. A la © de 46,9 mN/m, ubicada dentro de la = de colapso se observé un cambio en
el comportamiento en las imagenes de SURFACEN®, tienden a desaparecer los dominios
condensados, conduciendo a una reduccion en las regiones oscuras y se observaron zonas
brillantes, esto es debido a que la sonda fluorescente se concentra en las regiones menos
empaquetadas. Esto ocurre debido a que la sonda se excluye de las regiones mas
estrechamente empaquetadas debido simplemente a su forma (impedimento estérico) y se
acumulan en regiones mas pequeias que por lo tanto aparecen mas brillantes. Ademds cuando
la monocapa colapsa lo suele hacer por las zona menos empaquetadas por lo que cuando esto
ocurre, las zonas de fractura o donde comienzan a producirse estructuras tridimensionales
suelen observarse mas brillantes. Un comportamiento similar se observd para las imagenes
obtenidas con CUROSURF®. Las imagenes captadas para el ESPNP revela la formacion de
dominios oscuros que coexisten en zona brillantes, lo cual coincide con lo informado por Nag

y col. (1998).

3.4.1.2 Caracteristica termotropicas

La figura 15 muestra los cambios en el calor liberado en las diferentes transiciones
termotropicas que ocurren cuando se calientan las membranas de SPNP, ESPNP

SURFACEN" y CUROSUREF". El comportamiento termotropico del SPNP, al ser una mezcla

de varios compuestos es complejo. Los datos mostrados para SURFACEN®™ experimentan una
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Figura 12. Isoterma m-A de compresion de la monocapa de SURFACEN® e imagenes a
diferentes 7.

Leyenda: Dominios oscuros representan lipidos en la fase comprimida-ordenada y dominios
brillantes representa lipidos en fase expandida.
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Figura 13 Isoterma m-A de compresion de la monocapa de CUROSURF® e iméagenes a
diferentes .

Leyenda: Dominios oscuros representan lipidos en la fase comprimida-ordenada y dominios
brillantes representa lipidos en fase expandida.
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Figura 15. Termograma de SPNP, ESPNP, SURFACEN® y CUROSURF®.
Leyenda: SPNP surfactante pulmonar natural porcino representado por SN, ESPNP extracto
de surfactante pulmonar natural porcino representado por Extracto.



fase de transicion compleja y la mas amplia comprendida entre 15 y 50°C, ocurriendo la
transicion de fases a la temperatura (Tm) de 28,05°C. El termograma de SURFACEN® mostr6

un componente entalpico a una temperatura similar al SPNP (Tm= 30,2 °C).
3.5 Discusion

Un surfactante pulmonar para ser un buen tensoactivo debe cumplir 5 indicadores: adsorberse
rapido de la subfase a la interfase, disminuir la tension superficial a valores cercanos a cero
mN/m, poseer baja comprensibilidad, capacidad de reinsertarse a la monocapa en la expansion

y ser estable a elevadas presiones de colapso (Banerjee y Bellare, 2001).

Estos resultados de las isotermas m-A apoyan a que por una parte hay que tener en cuenta el
papel de las especies mas tensioactivas (sobre todo DPPC), de las que SURFACEN® esta bien
provisto (Manzanares y col. 1995) como el surfactante pulmonar natural (SPN), papel que se
muestra sobre todo una vez que esas especies estdn ya en la interfase (experimentos de
extension de soluciones orgénicas), y por otra parte, a su vez hay que tener en cuenta todo
aquello que facilita rapidos y eficientes transitos entre bicapas y monocapas, en las dos
direcciones. El comportamiento del SPNP y ESPNP refleja la importancia de la fluidez de la
membrana que contienen CL y otros compuestos que faciliten rapidos y eficientes transitos
entre bicapas y monocapas (Bernardino de la Serna y col., 2004). En este sentido

SURFACEN® evidenci6 un comportamiento cuantitativo igual al SPNP (p=0,6) (figura 11).

La capacidad del surfactante pulmonar para recuperar las moléculas excluidas en la subfase
por readsorcion a la interfase durante la expansion, asi como para alcanzar valores méaximos
de m (minimos de tension superficial, muy proximos a 0 mN/m) en los sucesivos ciclos
respiratorios, es una propiedad fundamental de este material (Pérez-Gil y col., 1992 y

Possmayer y col., 2001).

Estudios realizados por Bernhard y col., 2000 en el surfactometro de burbuja pulsatil con
ALVEOFACT®, CUROSURF®, SURVANTA® y EXOSURF®  demostraron que
ALVEOFACT® y CUROSURF® logran TSM cercanas a 5 mN/m, pero a concentraciones
diferentes y que SURVANTA® y EXOSURFE® no logran TSM cercanas a 5 mN/m aun a
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mayores concentraciones. Asimismo ninguna preparacion terapéutica de surfactante natural
fue capaz de igualarse, en cuanto a concentracion, con respecto al surfactante natural
enddgeno, en su propiedad de disminuir la TSM a valores cercanas a 5 mN/m. En el caso del
extracto lipidico de surfactante natural bovino logré valores de TSM de 0,9 mN/m a la
concentracion de 2 mg/mL, sin embargo a la concentraciéon de 1 mg/mL su TSM fue de 21,4

mN/m, lo cual coinciden con los resultados del presente trabajo.

El polimorfismo lipidico es el responsable de que los lipidos puedan encontrarse formando
diferentes estructuras y en diferentes fases, por tanto es la causa de que haya transicion lateral
de fases, que es el cambio de una fase a otra. La segregacion lateral ocurre cuando bajo
determinadas circunstancias, normalmente durante la transicion de fase coinciden en una

misma presion y temperatura, diferentes fases lo que origina la aparicion de dominios.

Piknova y col. (2002) plantearon que cuando se analiza la composicion de los lipidos del
surfactante y el comportamiento de fase de una mezcla de lipidos simples se deduce que
pueden existir tres comportamientos de fases. La DPPC componente mayoritario que segun
estimacion reciente comprende del 30 al 45 % de los PL del surfactante (Postle y col., 2001)
presenta una temperatura de transicion gel a liquido cristalino de 41°C lo que indica la
posibilidad de una fase solida a temperatura fisiolégica. Ademas de los otros PL que poseen
una temperatura de transicion mas baja, el SPN contiene colesterol, lo que implica la presencia
de dos fases fluidas, una desordenada y otra ordenada, distinguidas en parte por su contenido

en CL.

SURFACEN®, al igual que el ESPNP, presenta separacion lateral de fase, con formacién de
dominios condensados probablemente enriquecidos en DPPC. De forma general los dominios
son comunes para este tipo de preparaciones y pueden ser esenciales para la funcion

surfactante (Nag y col., 1998).

Los dominios condensados en BLES® aparecen a la presion de superficie de 12 mN/m y
crecen en tamafo segiin se va comprimiendo la pelicula. La isoterma y el patron de dominios
condensados crecen en BLES® hasta 20 mN/m y son similares a aquellos previamente

observados en peliculas de extracto de pulmoén de ternero y porcino (Discher y col., 1996;
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1999 y Nag y col., 1998). El comportamiento observado en BLES®, a su vez, es similar al de

la fraccion de fosfolipidos de ternero (Piknova y col., 2001).

SURVANTA® (Alonso y col., 2004) posee dominios discretos oscuros que coexisten con un
fondo brillante continuo similar a las mezclas de lipidos y lipidos-proteinas. Cuando la presion
superficial es incrementada los dominios oscuros incrementan, aunque la fase brillante
permanece continua hasta 43 mN/m. Los dominios son lejanamente monodispersos y la forma
es circular a eliptica. Los dominios oscuros son asumidos ser fases cristalinas que excluye a la
sonda fluorescente que no puede empaquetarse en ella. En la segunda compresion la
morfologia de la pelicula de surfactante es la misma pero hay una mayor fraccion de dominios

oscuros a la misma 7, esto es consistente con el cambio de la isoterma hacia menores areas.

Banerjee y Bellare (2001) propusieron un sistema patron para evaluar la eficacia de
preparaciones de surfactantes en condiciones estandarizadas, evalian dos surfactantes
sintéticos EXOSURF® y ALEC® con mezclas binarias de DPPC y PG. La mejor respuesta
interfasial la obtuvieron con la mezcla binaria PC: PG (2:3), lo cual coincide con los
resultados de Holm y col. (1996) que plantearon que mezcla de PL con un contenido mas bajo
de DPPC (40%) mostraron un comportamiento de las isotermas m-A mdas semejante a un

surfactante exdgeno natural (CLSE®) comparado con concentraciones mayores de DPPC.

Los resultados obtenidos en las imagenes de las peliculas de SURFACEN®, CUROSURF® y
ESPNP estan en correspondencia con lo planteado por Piknova y col. (2001) que demuestran
que monocapas conteniendo el espectro completo de los PL del surfactante estdn en la fase
expandida y persisten en coexistencia con dominios condensados hasta la © de 70 mN/m. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo revelan la coexistencia de fases de las

preparaciones de surfactantes ensayadas.

La capacidad de sostener alta 7 es caracteristica de peliculas liquido-condensada. Sin embargo
cuando el surfactante se comprime in vitro demuestra un comportamiento de fase liquido
expandida (Smith y Berg, 1980), colapsando rapidamente cuando logra una nt de equilibrio de
45 mN/m (Pison y col., 1996). Estas observaciones han conducido a la mayoria de los

investigadores ha aceptar que el surfactante sufre un proceso de refinamiento composicional
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antes de lograr la estabilidad a alta presion de superficie. Solamente la DPPC puede formar
dominio liquido condensado. La transicion de los otros lipidos ocurre a temperatura por debajo
de la temperatura ambiente. La teoria del squeeze out supone que el refinamiento de estos PL
ocurre por encima de la m de equilibrio (Clements, 1977 y Bangham y col. 1979).
Investigaciones mas recientes han sugerido que en vez de o en adicidon al squeeze out los
componentes refinados resultan a partir de una adsorcion selectiva de DPPC durante la

formacion de la pelicula de superficie activa (Schiirch, 1995).

El uso de métodos de microscopio provee un acceso directo al comportamiento de fase incluso
a mezclas tan complejas como el surfactante pulmonar. Microscopia de fluorescencia y angulo
Brewster distingue dos fases que coexisten en un amplio rango de m hasta 40 mN/m de

extracto de surfactante (Discher y col. 1996 y Nag y col., 1998).

Cruz y col. (2004) evaltan el efecto de la SP-B en sistemas modelos de fosfolipidos y
encuentran que la SP-B afecta la distribucion de regiones liquido extendida-liquido
condensado de peliculas de DPPC o DPPC/DPPG de manera que los microdominios
condensados se convierten mas numerosos, pero su tamafio disminuye resultando en una
disminucion total de la cantidad de fase liquido condensada. A nivel nanocospico SP-B causa
una marcada disminucion también de los nanodominios como condensados dentro de la fase
liquido extendida. SP-B promueve un enredado nanoscopico de nanodominios de lipidos y
lipidos-proteinas que es asociado a una resistencia a deformarse la pelicula de superficie activa.
El efecto de la SP-B en la estructura nanoscopica fue mayor en mezclas DPPC/DPPG
indicando una contribucion adicional de la interaccion electrostatica lipido-proteina. Esta
caracteristica de la SP-B le permite que simultaneamente sostenga estabilidad estructural asi
como flexibilidad dindmica en la pelicula de surfactante en las condiciones extremas
impuestas por la mecanica respiratoria. En este sentido surfactantes con mayores contenidos
en SP-B son mas eficaces en las propiedades biofisicas y SURFACEN® al ser un surfactante
obtenido de lavado pulmonar se encuentra en ventaja en comparacion con los obtenido de

triturado de pulmon.
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Estudios realizados por Nag y col. (2002) con el BLES® muestra un comportamiento termo
tropico complejo tipico de este tipo de preparaciones con un pico alrededor de los 28 °C y un
cambio de entalpia entre 10 y 35 °C. McMurchie y col. (1983) estudiaron el comportamiento
termotropico de los lipidos del surfactante procedentes de oveja, rata y conejo y encontraron
diferencias en el limite superior de transicion de fase siendo 30,1; 36,8 y 36,3 °C para oveja,

rata y conejo.

Experimentos de calorimetria de extracto de surfactante con (Dluhy y col., 1989) o sin (Ebel y
col., 2001 y Nag y col., 2002) colesterol demuestra coexistencia de fase que se extiende sobre
un amplio rango de temperatura y que finaliza justo por debajo de 37 °C. Nag y col. (2002)
analiza por calorimetria un surfactante bovino carente de colesterol y encuentran coexistencia
de fase gel-liquido cristalina y baja diferencias energética indicativo de una composicion

similar en ambas fases lo que indicaria mayor porcentaje de lipidos saturados.

Los resultados de SURFACEN® por calorimetria confirman las transiciones de fases que tiene

lugar en este tipo de preparaciones y corrobora los resultados obtenidos por epifluorescencia.

3.6 Conclusion

Se demostré que SURFACEN" presenta propiedades interfasiales similares al surfactante
natural, incluyendo la presencia de rapidas transiciones bicapa-monocapa, baja tension
superficial y estabilidad durante ciclos repetidos de compresion-expansion. Estas propiedades
resultaron ser superiores a las de un surfactante exégeno comercial. Desde un punto de vista
estructural, las peliculas de SURFACEN® muestran procesos de separacion lateral de fases
similares a los del surfactante nativo y propiedades termotrdpicas consistentes en transiciones
de fases complejas. En conjunto, estas caracteristicas funcionales y estructurales reproducen

en gran medida el comportamiento del sistema surfactante nativo.
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4. EFECTO ANTI-INFLAMATORIO Y ANTIBACTERIANO DE
SURFACEN®.



4 EFECTO ANTI-INFLAMATORIO Y ANTIBACTERIANO DE SURFACEN®

4.1 Introduccion

Historicamente el pulmoén es percibido como un d6rgano primariamente involucrado en el
intercambio gaseoso. Sin embargo el epitelio pulmonar expone una superficie media de 70 m’
(en el hombre) al contacto con el medio externo. Se hace por tanto imprescindible la presencia
de mecanismos de defensa reforzados. Ademas de constituir la primera barrera fisica para la
entrada de microorganismos, el surfactante pulmonar y mas concretamente las proteinas
hidrofilicas, interaccionan con una gran variedad de patdgenos estimulando su fagocitosis
(Crouch y Wright, 2001 y Kramer y Speer, 2003). El surfactante actia como agente
quimiotactico de macrdéfagos y otras células fagociticas, al tiempo que se le otorga un papel
inmunosupresor que parece residir en sus componentes fosfolipidicos (Wilsher y col., 1988 y
Wright, 1997). El desarrollo de ambas funciones, en principio paradojico, es fundamental para
mantener un equilibrio adecuado en la respuesta inmune, considerando el alto grado de
exposicion del epitelio respiratorio a agentes externos. Estudios mas recientes también
relacionan las proteinas hidrofobicas del surfactante con su funcion inmunorreguladora (van

Iwaarden y col., 2001; Augusto y col. 2002; 2003a y 2003b).

En enfermedades respiratorias diferentes al SDRN, tal como el SDRA existe una funcion
anormal del surfactante, esto unido a un contexto inflamatorio y a las propiedades
inmunomodulatorias del surfactante pulmonar, inici6 una serie de investigaciones a nivel
experimental y clinico dirigidas a evaluar el efecto terapéutico de las preparaciones de
surfactantes. Estudios en animales y ensayos clinicos han demostrado un efecto
inmunomodulatorio del surfactante (Woerndle y col.,, 1994) encontrdndose diferencias
significativas entre CUROSURF®, SURVANTA® y ALVEOFACT® (Tegtmeyer y col., 1996).
Asi mismo diferencias entre preparaciones de surfactantes en cuanto a las propiedades

antibacterianas son informadas (Neumeister y col., 1996 y Rauprich y col., 2000).
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Hay crecientes evidencias que especies moleculares de fosfolipidos ejercen efectos distintos
en las células del pulmon. Las especies moleculares de PC tales como la PC 16:0/12:0 y la PC
16:0/16:1, que presentan en la posicion 2, acidos grasos de longitud corta o insaturados son
capaces de suprimir la produccion del anion superdxido en células fagociticas mas
eficientemente que otros componentes como la PC 16:0/18:1 y la PC 16:0/16:0 (Ahuja y col.,
1996 y Smith y col., 1999).

SURFACEN" es reconocido por sus propiedades tensioactivas, sin embargo no estan
demostradas sus propiedades anti-inflamatorias y antibacterianas. Dado estos elementos el

objetivo de este capitulo es:

e Determinar el efecto anti-inflamatorio de SURFACEN®™ en un modelo de choque
séptico y daflo agudo pulmonar, conocer su efecto sobre el TNF a y la ICAM-1 in vitro,
asi como sus propiedades antimicrobianas en bacterias Gram positivas y Gram

negativas in vitro

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Reactivos: lipopolisacarido (LPS) serotipo 055:B5, hexadeciltrimetil amonio, o-
dianisidina, peroxido de hidrogen, hidroxitoluenobutilado (BHT), 4cido tricloroacético, acido
tiobarbitarico, medio RPMI-1640, glutamina, penicilina, suero fetal bovino, Actinomicina D
TNFa humano, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), IL-1B, forbol miristil
13-acetato (PMA) de Laboratorios Sigma (ST. Louis, MO). El resto de los reactivos utilizados

eran puros para analisis de los Merk (Alemania) o BDH (UK).

4.2.2 Animales

Los animales (ratas y ratones) fueron suministrados por el Centro Nacional para la Produccion
de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Bejucal, La Habana, Cuba). Se adaptaron por una
semana a las condiciones de laboratorio, estuvieron en un local con ambiente controlado con
una temperatura de 23 +2 °C, con ciclo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad y una humedad

relativa de 50-70 % con libre acceso a la alimentacion (dieta estindar, CENPALAB) y al agua.
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Para la administracion intratraqueal (i.t.) se realizé el siguiente procedimiento: los animales se
anestesiaron con vapores de éter dietilico hasta que su respiracion se hizo lenta, se ubicaron de
cubito supino y se practicd un pequeilo incision en la piel a nivel de la traquea, se decolo la
zona de la traquea y se inyectd el LPS, posteriormente se suturo la piel. Todos los
procedimientos fueron realizados seglin lo aprobado por los Comités Internacionales para el
Cuidado de los Animales y de acuerdo con las regulaciones nacionales para la
experimentacion animal (R 15: Cuidado y manejo de animales de laboratorio. Principios

éticos).

4.2.3 Modelo de inflamacion in vivo

4.2.3.1 Modelo de choque séptico en ratones inducido por lipopolisacarido (LPS)

Se utilizaron ratones Balb/c machos, de 20 a 22 g, se distribuyeron aleatoriamente en cinco
grupos experimentales, cada uno con 10 animales, Grupo I: Control negativo solucién de NaCl
0,9 %, Grupo II: control positivo LPS 30 mg/kg, serotipo 055:B35, por via intraperitoneal (i.p.),
Grupo III: LPS 30 mg/kg i.p. + SURFACEN® 25mg/kg i.t., 50 pL,Grupo III: LPS 30 mg/kg
i.p. + SURFACEN®™ 50 mg/kg i.t., GRUPO IV: LPS 30 mg/kg i.p. + SURFACEN® 100 mg/kg
i.t. SURFACEN®™ fue administrado 5 h después de aplicado el LPS, a los grupo I y II se le
aplico solucion de NaCl 0,9 %. A las 24 h los ratones se sacrificaron, se abrio el torax y se
extrajo el moédulo corazon-pulmon-traquea, se separd el pulmoén y se pesod en balanza analitica
(Sartorious), lo que representa el peso humedo (PH), posteriormente el pulmén se secd en

estufa (4 h a 80 °C) y se peso lo que constituye el peso seco (PS).

4.2.3.2 Modelo de dafio agudo pulmonar en ratas inducido por LPS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos, de 220 a 240g. Se formaron tres grupos de 12
ratas cada uno, Grupo I: Control negativo solucion de NaCl 0,9 % 200 pL i.t.; Grupo II: LPS 3
mg/kg i.t.; Grupo III: LPS 3 mg/kg i.t. + SURFACEN® 100 mg/kg i.t., en todos los casos se
utilizé un volumen de 200pL. SURFACEN® o solucién de NaCl 0,9 % fueron administrados
una hora después de administrado el LPS. Después de 24 h, las ratas fueron sacrificadas, se

canul6 la traquea y el lavado broncoalveolar (LBA) se realizé por instilacion de 2 mL de
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solucion de NaCl 0,9 %. El contenido de células totales se midi6 en camara Neubauer y los
valores se expresaron como numero de células/mL. Posteriormente el LBA fue centrifugado a
400 x g por 10 min, el precipitado celular se disolvié en 0,5 mL de NaCl 0,9 % y se uso para
realizar el conteo celular diferencial, segun el método de Fiill (1981). La actividad
mieloperoxidasa (MPO) fue determinada en LBA fresco mediante el ensayo colorimétrico
descrito por Goldblum y col. (1985). Brevemente, a 30 uL. de muestras, por duplicado, se le
adicion6 960 pL solucion amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM, pH 6, que contenia 0,5
% de bromuro de hexadeciltrimetil amonio y 0,167 mg/mL de o-dianisidina) y 10 pL de
peroxido de hidrogeno al 0,03 %, e inmediatamente se midié la absorbancia a 460 nm. Los
resultados se expresaron en U/mL. La determinacion de malondialdehido (MDA) se realizo
segun Gillard y col. (1994). Brevemente, a muestras procedentes de LBA se afiadié acido
tricloroacético al 15 %, acido tiobarbiturico (ATB) al 0,375 %, acido clorhidrico al 0,25 Ny
hidrotolueno butilado (BHT) al 0,01 %. Se calentdé a 95 °C, se centrifugo y se leyo la
absorbancia a 535 nm. La concentracion de MDA se calculd utilizando el coeficiente de

extincion, €s35- 1,56 x 10° M em™! y se expreso en nmol.L".

4.2.4 Modelo de inflamacion en lineas celulares

4.2.4.1 Determinacion de la concentracion de TNFa en monocitos activados por el ensayo de

citotoxicidad en la linea celular L 929

Las células mononucleadas humanas provenientes de sangre purificada (Laboratorios Betera)
fueron aisladas mediante un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque y los monocitos fueron
purificados por adherencia (Strober, 1992). Los monocitos adherentes fueron cultivados por
24 h en medio RPMI-1640 suplementado con glutamina al 1%, penicilina 2 mM y suero fetal
bovino al 10 %, mantenidos a 37°C en 5 % de CO», en presencia o ausencia de SURFACEN®
a las concentraciones de 0,25; 0,5 y 1 mg/mL, posteriormente los monocitos fueron
estimulados con LPS 10pg /mL (055:B5) por 24 h. Se tomo el sobrenadante y se centrifugo a
300 x g 10 min. El sobrenadante se conservd a -70°C. La concentraciéon de TNF o se
determino en el sobrenadante de las células empleando un ensayo de citotoxicidad en la linea

celular L 929 segun (Faggioni y col., 1994) pretratadas con Actinomicina D 1pg/mL,
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utilizando como patrén de referencia TNFo humano y se midi6 la absorbancia a una longitud

de onda de 540 nm en un lector de microplacas.

4.2.4.2 Determinacion de la expresion de la molécula de adhesion ICAM-1 por el método

colorimétrico con 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

El ensayo de adhesion celular se realizd segiin (Crockectt-Torab, 1998) usando un método
colorimétrico con MTT, se utilizaron dos lineas celulares: células endoteliales de la aorta
bovina (BAEC) las cuales se activaron con TNF o 100 ng/mL e IL-13 50 ng/mL por 24 horas
en presencia o ausencia de SURFACEN® 50, 100 y 200 pg/mL, para que expresaran los
receptores de ICAM-1, paralelamente la linea celular leucémica HL-60 se marco con MTT y
se activo con forbol miristil 13-acetato (PMA) 10 " M para que expresara el contrareceptor de
ICAM-1, transcurrida las 24 horas se afiadié las HL-60 a las BAEC y se midi6 la absorbancia

a una longitud de onda de 550 nm en un lector de microplacas.
4.2.5 Actividad antibacteriana
4.2.5.1 Condiciones del cultivo y preparacion del inoculo

Los microorganismos utilizados fueron Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 y Escherichia coli ATCC 25922. Las cepas fueron cultivadas en
medio Agar Sangre, incubadas a 37 °C por 24 h y mantenidas liofilizadas a 4 °C. A las cepas
se les realizd las pruebas bioquimicas mediante sistema API (analytical prolife index,
bioM¢érieux, Francia) para su identificacion. Las cepas se diluyeron en solucion de NaCL 0,9
% y se llevaron a 3x10® UFC/mL segun la escala Mac Farland. La concentracién del inéculo
se controld realizando diluciones decimales seriadas 1:10 y sembrando 0,1 mL de las
diluciones -5,-6,-7 en dos placas de TSA que se diseminaron con la ayuda de varillas L. Las
placas se invirtieron e incubaron a 37 °C por 24 h. Todos los inoculos se utilizaron dentro de la

primera hora de preparados y se consideraron validos los conteos entre 20 y 200 UFC/mL.
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4.2.5.2 Determinacion del crecimiento bacteriano por el método de suspension cuantitativa por

dilucion y conteo

Los tubos conteniendo soluciéon de NaCL 0,9 %, suspension de bacteria en solucion salina y
SURFACEN" disuelto en agua (1, 10 y 20 mg/mL) se agitaron en zaranda horizontal a 90
r.min” durante 5 h a 37 °C (Rauprich y col. 2000). Se tom6 una alicuota de 100 uL de cada
tubo, se realizaron diluciones seriadas en solucion salina 1/10 (hasta -6) y se sembr6 en placas
de agar sangre. Después de 24 h de incubacion a 37°C se contaron las colonias y las unidades
formadoras de colonias por militro (UFC/mL) fueron calculadas a partir del conteo de colonias

y la dilucion respectiva. Se realizaron tres determinaciones independientes.

4.3 Analisis estadistico

El analisis se inici6 con la deteccion y eliminacion de los outliers. El edema pulmonar fue
evaluado por el peso himedo del pulmén (PHP) en un Modelo Lineal General utilizando la
siguiente ecuacion: T(i_sy= PH(i_s) + PS(1.28) + E, donde: T= tratamiento, PH: peso humedo, PS:
peso seco y E: error utilizando el programa SAS version 8,02 (1999-2001). Las diferencias en
el conteo de leucocitos se evaluaron a través de una prueba de comparacion de proporciones.

Los datos de ICAM-1 se expresaron como el porcentaje de inhibicion de la expresion de
ICAM-1 referidos al 100 % del estimulo (maxima expresion) y para los datos del crecimiento
microbiano, se calcul6 el logaritmo de las unidades formadoras de colonias (log;UFC/mL)
debido a que el crecimiento bacteriano sigue una curva de crecimiento logaritmica. Los
valores fueron expresados como la reduccion del crecimiento bacteriano (RCB) donde RCB =
log1oC- logiS, C: UFC del control y S: UFC en presencia de SURFACEN ®. Se consider6
efecto antibacteriano una reduccion del logaritmo del crecimiento microbiano (Russell y col.,
1982). Estos datos asi como el resto de los indicadores fueron evaluados por una prueba no
parametrica (Kruskal-Wallis). Los datos fueron procesados por el paquete estadistico
STATGRAPHICS Version 3.1 para WINDOWS. Los datos son expresados como la media +

EEM. Diferencias significativas fueron consideradas para p<0,05.

4.4 Resultados
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4.4.1 Evaluacion de SURFACEN® en un modelo de choque séptico inducido por LPS

La figura 16 muestra que administracion intraperitoneal de LPS en ratones Balb/c resultd en
un incremento en el peso humedo del pulmoén en comparacion con ratones expuesto a solucion
de NaCL 0,9 %. El tratamiento con SURFACEN® disminuy6 significativamente (p< 0,001),

de forma dosis dependiente, el peso himedo del pulmon.

4.4.1.2 Efecto de SURFACEN®™ en un modelo de dafio agudo pulmonar inducido por LPS

La inyeccion de LPS intratraqueal induce una inflamacién pulmonar caracterizada por la
extravasacion de células inflamatorias hacia el espacio alveolar, reflejado en un aumento del
numero de células totales (macrofago y PMN) recobrados en el LBA. La administracion de
SURFACEN® (100 mg/kg) una hora después de administrado el LPS redujo este incremento
(tabla 1). El conteo diferencial de células en LBA mostré que después de la instilacion de LPS,
el porcentaje de PMN incrementé dramaticamente, mientras que en paralelo el porcentaje de
macrofagos disminuy6 (figura 17). Los PMN liberan la enzima MPO, la cual se involucra
directamente en la produccion de radicales libres del oxigeno dando lugar al dafio celular en
las vias aéreas. El LPS induce un incremento en la actividad de la MPO en el LBA como un
indice de la infiltracion de los PMN y un incremento en la concentracion de MDA. La
administracién de SURFACEN® redujo significativamente (p<0,05) la actividad MPO y las
concentraciones de MDA (tabla 1).

4.4.2 Efecto de SURFACEN® en la producciéon de TNFa y en la expresion de ICAM-1

La estimulacion de monocitos humanos con LPS provoco un aumento significativo (p<0,05)
en la concentracion de TNF o. La incubacién de SURFACEN® (0,25; 0,5 y Img/mL) inhibi6

de forma dosis-dependiente la concentracion de TNF a (figura 18).
SURFACEN® (0,05; 0,1 y 0,2 mg/mL) disminuye de forma dosis dependiente la expresion de

la integrina ICAM-1, en el ensayo de adhesion de células HL-60 a células BAEC, (activadas
con PMA 10"M y con TNF a 100 ng/mL e IL-1f respectivamente) por 24 h (figura 19).
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Figura 16. Peso himedo del pulmoén (PHP) en ratones Balb/c expuesto a LPS en funcién de la
concentracién de SURFACEN®. Los datos son expresados como la media + EEM de 10
animales por grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0,001).

Leyenda:

Control: solucion de NaCl 0,9 % ip y it.

LPS: LPS 30 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.)

S25/LPS: LPS 30 mg/kg i.p. + SURFACEN® (S) 25mg/kg i.t.
S50/LPS: LPS 30 mg/kg i.p. + SURFACEN® (S) 50 mg/kg i.t.
S100/LPS: LPS 30 mg/kg i.p. + SURFACEN® (S) 100 mg/kg i.t.



Tabla 5. Conteo de células totales, actividad MPO y concentracion de MDA en el modelo de

dafio agudo pulmonar. Efecto del SURFACEN®

Células Totales x 10*/mL

MPO U/mL

MDA, nmol/L

Salina

36,67+4,56"

0,006+0,001*

0,045+0,006"

LPS

938,10+211,60°

0,412+0,120°

0,070+0,005°

LPS+ SURFACEN®

388,96+101,44°

0,134+0,020°

0,060+0,003¢
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Figura 17. Proporcion de macréfago y PMN en LBA del modelo de dafno agudo pulmonar.
Efecto del SURFACEN *.

Los datos son expresados como la media = EEM de 12 animales por grupo. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p <0,05).

MPO: Mieloperoxidasa ~ MDA: Malonil dialdehido

PMN: Polimorfonuclear LBA: Lavado broncoalveolar

1.t.: Intratraqueal

Leyenda:

Control: solucion de NaCl 0,9 % , 200 it. uL, 1h después 200 pL de solucion de NaCl 0,9 %
LPS: 3 mg/kg i.t., 200 pL, 1h después 200 pL solucion de NaCl 0,9 % i.t

LPS + SURFACEN®: LPS 3 mg/kg i.t. 200 it. uL, 1h después SURFACEN® 100 mg/kg i.t.,
200 it. puL
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Figura 18. Produccion de TNFa en monocitos humanos preincubados 24 horas con
SURFACEN® y estimulados con 10ug/mL de LPS. Los datos son expresados como la media +
EEM de 3 experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas,
p<0,05.

120
b b
;\; 100 - c
=
S 80 A a
= a
&)
- 60 -
©
S 40 -
o
>
W20 -
0 A ;
Control 0 50 100 200

SURFACEN pg/mL

Figura 19. Efecto de SURFACEN® en la adhesion de células HL 60 activadas (PMA 107) a
células BAEC activadas con TNFa (100ng/mL) e interleuquina 1 (50 U) por 24 h. Los datos
son expresados como la media £+ EEM de 3 experimentos independientes. Letras diferentes
indican diferencias significativas, p<0,05.



4.4.3 Efecto del SURFACEN® sobre el crecimiento bacteriano

La incubacién de SURFACEN® durante 5 h con las bacterias Gram positivas: Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus Aureus (figura 20A) resultd en una
disminucion dosis dependiente en las unidades formadoras de colonias expresado como un
aumento en la reduccion del crecimiento microbiano. A las concentraciones de 10 y 20 mg/mL
se observd una disminucion del crecimiento por encima de un logaritmo de reduccion.
Asimismo los resultados obtenidos con la incubacién de SURFACEN® con bacterias Gram
negativas: Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli resulté en una disminucion en las
unidades formadoras de colonias dosis dependiente expresado como un aumento en la
reduccion del crecimiento microbiano (figura 20B), lograndose una reduccion del logaritmo
del crecimiento microbiano a partir de la concentracion de 10 mg/mL. Para los
microorganismos evaluados en ausencia de SURFACEN® se obtuvo el méaximo del
crecimiento (datos no mostrados). Por otra parte en el caso de la DPPC, componente
mayoritario del surfactante pulmonar y del PG, el cual se encuentra en mayor proporcion en
SURFACEN" en comparacién con otras preparaciones de surfactantes pulmonares naturales
exogenas, fueron capaces de reducir el crecimiento microbiano en los microorganismos donde

se evaluados (figura 20 A y B).

4.5 Discusion

La instilacion de endotoxina estimula la liberacion de citoquinas inflamatorias la cual causa
secuestracion del neutrofilo al pulmoén. El neutréfilo secuestrado libera proteasas que dafian la
membrana alveolo capilar y causan edema. El fluido edematoso entra en el alveolo y desactiva
el surfactante. La inactivacion del surfactante es el ultimo evento patologico que produce el
dafio agudo inducido por endotoxina, de esta manera la administracion de endotoxinas simula
el orden de los eventos patologicos que ocurren en el SDRA (Luzt y col., 1998). Los fagocitos,
en particular los macréfagos y las células PMN, son reconocidos como los principales
componentes de la respuesta inmunoldgica e inflamatoria celular en el pulmoén (Sibille y

Reynolds, 1990).
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Figura 20. Reduccion del crecimiento bacteriano de bacterias Gram positivas (A) y Gram
negativas (B) en funcion de la concentracién de SURFACEN®, DPPC y PG. Los datos son
expresados como la media + EEM de tres determinaciones independientes. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p <0,05).
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Corteling y col. (2002) obtuvieron un incremento en el nimero de neutrofilos en el LBA,
dependiente de la dosis de LPS y el conteo de células totales es asociado con una disminucion
dosis dependiente del niimero de macrofagos. Gongalves de Moraes y col. (1996) encontraron
un aumento del nimero de neutrdfilos en forma dosis y tiempo dependiente en LBA en un
modelo animal de inhalacién de LPS en ratones. La MPO y la elastasa son dos enzimas
procedentes de los neutrofilos cuya actividad en los fluidos del LBA se correlacionan con la

extension del dafio pulmonar (Pittet y col., 1997 y Lesur y col., 1999).

Van Helden y col. (1998) utilizaron un modelo de dafio pulmonar por LPS y evaluaron el
efecto del CUROSURF®, sus resultados demostraron que CUROSURF® disminuye las células
totales, el contenido de proteinas y el edema pulmonar, otro estudio donde emplean un modelo
de dafio por LPS y el mismo surfactante encontraron que CUROSURF® fue capaz de
disminuir las células totales, la cantidad de PMN infiltrado y por tanto restablecer la relacion
macrofago: PMN e inhibir la fosfolipasa A, (Wu y col., 2002). Sin embargo Huang y col.
(1994) usando un modelo de dafo cuyo agente inductor fue la hipoxia no encontraron un
mejoramiento en el edema. Engstrom y col. (1989) en contraste a los hallazgos de Huang y col.
(1994) encontraron que la aplicacion de INFASURF® atentia el incremento en la

permeabilidad alveolar causado por la hipoxia y mejora la sobrevivencia.

La literatura plantea el empleo de varios modelos que simulan los aspectos fisipatoldgicos del
SDRA, estos utilizan diferentes agentes causales de dafio, diversas preparaciones de
surfactante y el efecto evaluado comprende desde mediciones de indicadores respiratorios, de
composicion bioquimica, de actividad biofisica, de indicadores inflamatorios hasta su
influencia en la mortalidad. Sin embargo estudios dirigidos a comparar la eficacia de una
estrategia de tratamiento con un surfactante en particular en diferentes modelos animales de
dafio pulmonar asi como varios surfactantes en un mismo modelo son escasos (Hafner y col.,

1995 y Puligandla y col., 2000).

Existen estudios donde emplean como agente causal de dafio al LPS y evaltan indicadores
claves de la inflamacion tales MPO, conteo de células totales, proporcion de macrofagos y
PMN (Xing y col., 1994; Van Helden y col., 1998; Li y col., 1998; Hecht y col., 1999; Asti y
col., 2000; Corteling y col., 2002 y Wu y col., 2002), sin embargo en solo dos de ellos se
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evaltan el efecto terapéutico del surfactante (Van Helden y col., 1998 y Kim JY comunicacion
personal). Los resultados con SURFACEN® coinciden con los obtenidos con CUROSURF ®
(Van Helden y col., 1998) y con los obtenidos con SURFACTEN® (Kim JY comunicacién

personal) excepto que este no disminuy6 el numero de células totales.

El efecto inhibitorio en los indicadores inflamatorios y el edema pulmonar, obtenido mediante
la administracién intratraqueal de SURFACEN® en los pulmones de ratas y ratones dafiados
con LPS, demuestran que este producto tiene propiedades anti-inflamatorias. SURFACEN®
demostré el mismo comportamiento que el obtenido para el CUROSURE® cuando se evalu6

en un modelo de dafio agudo pulmonar (Van Helden y col., 1998).

Por otra parte varios de los surfactantes usados como terapia de reposicion en pacientes con
SDRN han mostrado un efecto inhibitorio en la liberacion de citoquinas en ensayos in Vvitro
realizado en células inmunes. Speer y col. (1991) demostraron que CUROSURF® inhibe la
secrecion de TNF o en monocitos estimulados con LPS. Allen y col. (1995) informaron que
EXOSURF® y SURVANTA® inhibieron la produccion de IL-1p, pro- IL-1 B y TNF a en
macrofagos alveolares estimulados con LPS. Estos resultados muestran como tanto un
surfactante completamente sintético (EXOSURF®) como un surfactante natural exégeno
bovino (SURVANTA®™) que contiene las proteinas hidrofobas SP-B y SP-C presentaron este
efecto. En el caso del EXOSURFE®, Thomasen y col. (1995) mostraron que el ingrediente
activo es el tiloxapol, detergente no id6nico cuya funcién es actuar como agente dispersante
simulando el comportamiento de las proteinas hidrofobas, el cual fue capaz de inhibir la

secrecion de citoquinas asi como sus ARNm.

Antal y col. (1996) demostraron en células monociticas de la linea THP-1 que tanto
EXOSURF" como SURVANTA® ejercen este efecto mediante la disminucion de la activacién
del factor nuclear (NF)- kB, y a su vez demostraron que este efecto no es especifico del
macrofago alveolar ya que también se produce en fibroblastos. Estos resultados sugieren que
el surfactante pulmonar suprime las citoquinas a nivel transcripcional mediante la via del
(NF)- ¥B. Asimismo Baur y col. (1998) demostraron que el surfactante natural exdgeno

porcino CUROSUREF® disminuye el ARN mensajero y el receptor del TNF .
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Tonks y col. (2001) encontraron que la PC asi como la DPPC, pero no la PC 16/20:4 inhiben
la liberacion de TNF o en una linea de células monociticas y sugirieron que el mecanismo por
el cual ejercen este efecto es por alterar la fluidez de la membrana, no encontrandose efecto
por la via de la fosforilacién de la proteina quinasa. Asimismo el componente fosfolipidico
inhiben la via del factor activante de plaqueta (PAF) actuando a través de las enzimas
biosintéticas asociadas a la membrana (Tonks y col., 2003). Estudios con la SP-C evidenciaron
que cuando se asocia a vesiculas de DPPC, es capaz de inhibir la uniéon del LPS a macréfagos
RAW 264.7, a su vez inhibid tanto la produccion de 6xido nitrico como la de TNF a en
macrofagos alveolares y peritoneales (Augusto y col., 2003 b). Los resultados con
SURFACEN® reafirman los obtenidos para otros surfactantes, en cuanto a la propiedad de los

mismo de inhibir la produccion de la principal citoquina pro-inflamatoria, el TNF a.

La interaccion de leucocitos con células endoteliales vasculares es un paso esencial en el
proceso inflamatorio, de forma que la activacion de la adhesion de los leucocitos se
correlaciona con el dafio tisular asociado a numerosas enfermedades inflamatorias tales como
el dafio agudo del pulmoén (Crockectt-Torab, 1998). Existen pocos estudios donde se evaltian
el efecto de las preparaciones de surfactantes pulmonares en las moléculas de adhesion. Reiss
y col. (1995) demostraron que CUROSURF® y EXOSURF® son capaces de suprimir el
numero de células positivas a la L-selectina, sin embargo ALVEOFACT® no produjo ningun
efecto. Esto sugiere que pueden existir diferencias significativas en el efecto de los diferentes
surfactantes exdgenos naturales. A su vez se inform6 que el tratamiento con SURVANTA®
redujo la expresion de varias moléculas de adhesion, tales como CD2, CD1la, CD58 y la

molécula 1 de adhesion intracelular (Wright 1997).

Coonrod y Yoneda (1983) demostraron que la fraccion surfactante procedente de lavado de
rata causo lisis del Streptococcus pneumoniae y en otras bacterias Gram positivas tales como
Streptococcus viridans, Streptococcus pyogenes y Streptoccoccus bovis. Estos autores
especularon que el efecto bactericida qué se observo se debid a la presencia de acidos grasos
libres en esta fraccion. Los resultados en modelos animales de neumonias fueron muy
promisorios, Herting y col. (1994) utilizando tratamiento con CUROSURF® en congjos

infectados con Streptococcus grupo B, encontraron una disminucién de la proliferacion
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bacterial en homogenado de pulmén y Song y col. (1996) informaron que tratamiento con este
mismo surfactante en ratas con neumonia debido a Escherichia coli provocé una mejora en la
funcién respiratoria. Brogden y col. (1996) demostraron la presencia de un péptido
antibacteriano en el surfactante pulmonar bovino, asimismo Harwig y col. (1995) demostraron
la presencia de un péptido anidnico denominado profenina-1 obtenido de leucocitos porcinos,
que puede ser asociado a los lipidos del surfactante. Para el surfactante porcino CUROSURE®
se informo la presencia de tres péptidos derivados de la familia de las catelicidinas
pertenecientes a los péptidos antimicrobianos, son péptidos del tipo profeninas, uno contiene
79 aminodcidos y es igual al informado para el surfactante pulmonar bovino, el otro consiste
en 80 aminodcidos con un N-terminal de acido piroglutdmico y el Gltimo corresponden a un

fragmento de 18 aminoacidos de profenina (Wang y col., 1999).

Kaser y Skouters (1997) informaron que la SP-B contenida en los surfactantes naturales
exogenos presenta un 68 % de homologia estructural con el péptido antibidtico dermaseptina b
I y demostraron que la misma inhibe el crecimiento de Escherichia coli. A su vez los
fosfolipidos, particularmente la DPPC actué como inhibidor del Streptococcus del grupo A y

del B, perteneciente a la familia de los § hemoliticos (Doran y col., 2002 y Nizet y col., 2002).

Neumeister y col. (1996) estudiaron el comportamiento de tres preparaciones de surfactante
(ALVEOFACT®, SURVANTA® y EXOSURF®) en el crecimiento bacteriano de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae y
encontraron que SURVANTA® indujo el crecimiento de Escherichia coli, posteriormente
Rauprich y col. (2000) evaluan el efecto de diferentes preparaciones de Surfactante:
SURVANTA®, CUROSURF®, ALVEOFACT®, EXOSURF® y PUMACTANT® en el
crecimiento de Streptococcus grupo B, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Sus
resultados mostraron que solo CUROSURF®, fue capaz de inhibir el crecimiento de
Streptococcus grupo B, no observandose este efecto para Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. Ninguno de los surfactantes evaluados inhibio el crecimiento de Escherichia coli y
SURVANTA® lo aumenté. Los resultados obtenidos con relacion al SURVANTA® coinciden
con lo informado por Neumeister y col. (1996). Estudios realizados por Bouhafs y col. (1999)
obtuvieron un efecto bactericida de CUROSURF® frente a Streptococcus grupo B y

Escherichia coli evidenciando que ocurre una peroxidacion del surfactante debido a las
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especies reactivas liberadas por estas bacterias. Los resultados con SURFACEN® muestran el
efecto antibacteriano de esta preparacion sobre microorganismos Gram positivos y Gram
negativos y como el mismo puede ser fundamentado, en parte, a los efectos obtenidos para la

DPPC y el PG.

Junto a los procesos inflamatorios e infecciosos que tienen lugar en el pulmon de pacientes
con SDRA, se desencadenan a su vez procesos oxidativos que degradan los componentes del
surfactante pulmonar, se ha demostrado que la SP-A presenta un papel antioxidante
fundamental, de ahi que es de vital importancia conocer el efecto de la misma sobre el

SURFACEN® expuestos a dafio oxidativo.

4.6 Conclusion

Se demostr6 que SURFACEN® posee propiedades anti-inflamatorias evidenciadas en su
capacidad de disminuir el edema pulmonar, la MPO, el MDA, las células inflamatorias totales
y restablecer la relacion macréfago:PMN en modelo in vivo de inflamacion, asi como inhibir
el TNF o y la ICAM-1 in vitro. Por otra parte fue capaz de poseer un efecto antibacteriano

sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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5. EFECTO ANTIOXIDANTE DE LA SP-A SOBRE EL SURFACEN®
EXPUESTO A DANO OXIDATIVO.



5 EFECTO ANTIOXIDANTE DE LA SP-A PORCINA SOBRE SURFACEN® EXPUESTO
A DANO OXIDATIVO

5.1 Introduccion

Los radicales libres derivados del oxigeno y otras especies reactivas del oxigeno (ERO) se
producen durante el metabolismo normal de las células. Las ERO tienen algunas funciones
beneficiosas como parte de la defensa contra microorganismos y como agentes de sefializacion
celular. Sin embargo, bajo determinadas condiciones las ERO son potencialmente dafiinas
debido a su propiedad de reaccionar y alterar los componentes principales de las células,

incluyendo lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (Dennis y Shibamoto, 1989).

Las células pulmonares son las primeras en ponerse en contacto con el oxigeno inhalado y por
tanto las concentraciones de oxigeno en el pulmén son relativamente alta comparadas a sus
niveles en otros 6rganos. La generacion de ERO es a su vez incrementa por la inhalacioén de
particulas toxicas y gases. Considerables evidencias sugieren que las ERO producidas tanto
por via intracelular en las células del parénquima pulmonar como por via extracelular por
macrofagos alveolares y neutréfilos infiltrados desempefian un papel central en la patogénesis
de varias enfermedades pulmonares, tales como SDRA y enfermedades pulmonares
obstructivas cronicas, entre otras (Heffner y Repine, 1989; Barnes, 1990; Sibille y Reynolds,
1990; Kamp y col., 1992 y Kinnula y col., 1995). Las células inflamatorias producen ERO
tales como acido hipocloroso (HOCI), peroxinitrito (ONOO) en concentraciones que pueden
ser de 0,1 mM/min durante horas. En presencia de iones ferrosos, ellas son capaces de inducir
el sistema Fenton en el fluido que cubre las células epiteliales dando lugar al radical hidroxilo
(OH), uno de los mas dafinos al organismo. Los acidos grasos insaturados de los fosfolipidos
del surfactante pulmonar constituyen una diana para la reaccion en cadena de los radicales

libres y contribuyen a amplificar el dano oxidativo. Las consecuencias patofisioldgicas de la
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oxidacion del surfactante en animales experimentales y humanos incluyen colapso alveolar,

reduccion de la compliance y dafo en el intercambio gaseoso.

Los efectos de las ERO en la estructura y funcion de los componentes del surfactante in vitro
han sido estudiados (Merrit y col., 1993; Gilliard y col., 1994 y Mark e Ingenito, 1999).
Estudios dirigidos a evaluar directamente el efecto de la SP-A sobre el dafo de las ERO en los
lipidos del surfactante son escasos (Bridges y col., 2000 y Kuzmenco y col., 2004). Es
conocida la funcién antioxidante de la SP-A, sin embargo su efecto en la produccion de
radicales libres es divergente y predominan estudios dirigidos al estudio de su papel en la
generacion del radical anidon superdxido. Asimismo, su accion ha sido poco estudiada en el
sistema Fenton generador de radicales ‘OH (Bridges y col., 2000 y Kuzmenco y col., 2004).
Por otra parte, no se conoce de esta propiedad en la SP-A porcina y los mecanismos por lo
cuales ejerce este efecto estan bajo estudio. Dado estos elementos el objetivo de este estudio

€S:

e Determinar las propiedades antioxidantes de la SP-A porcina a nivel quimico, en
microsomas y mitocondrias, asi como su proteccién al SURFACEN® expuesto al dafio

oxidativo por el HCLO vy el radical ‘OH mediante ensayos in vitro.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Reactivos: Los reactivos empleados se obtuvieron de las firmas que se indican: acido
ascorbico, acido etilendiaminotetracético (EDTA), acido tiobarbitarico (ATB), dimetil
sulfoxido (DMSO), di-ter-Butilhidroxitolueno (BHT), desferroxamina (DFO), PMSF
hidroperédxido de acido linoleico (LHP), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1),
acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), 4cido linoleico (C18:2) y acido araquiddénico
(C20:4) de Laboratorios Sigma (ST. Louis, MO). SP-A porcina: Segin procedimiento descrito
por Blanco y col. (2000). El resto de los reactivos utilizados era puros para analisis de los

Merk (Alemania) o BDH (UK).
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5.2.2 Secuestro de *OH y unién al Hierro (Ensayo de la 2-desoxi-D-ribosa)

Se realizo segln el ensayo descrito por Aruoma 1994. Para el secuestro de ' OH el medio de
reacciéon contenia un volumen final de 1,25 mL de los siguientes reactivos a las
concentraciones finales que se indican: cloruro de hierro III (FeCls) 50 uM, EDTA 100 puM, 2-
desoxi-D-ribosa 2,8 mM, soluciéon amortiguadora de Na,HPO4-NaH,PO; 10 mM pH 7.4,
H,0, 67 mM y acido ascorbico 100 pM. La mezcla de reaccion se incub6 1 h a 37 °C.
Posteriormente se determinaron los productos reactivos con el acido tiobarbiturico (PRATB),
expresados en concentracion de MDA, para lo cual se mezclaron 500 puL. de las muestras
incubadas con 1,95 mL de solucidn reactivo que contenia el ATB, posteriormente se detuvo la
reaccion con 50 pL de una soluciéon de BHT. Se calentd 15 min a 100°C, se centrifugd a 3000
r.min”' 15 min y se leyo la densidad 6ptica del sobrenadante a 535 nm en espectrofotometro
Ultrospec (Buege y Aust, 1978). Se utilizo el dimetil sulféxido (DMSO) a 25 mg/mL como
control positivo. Para la evaluacién de la capacidad quelante de hierro se omitio el uso del
EDTA y se empleé como control positivo a la desferroxamina (DFO) a 0,65 mg/mL. En
ambas variantes se adiciond la SP-A porcina a las concentraciones de 0,25; 0,5 y 1 mg/mL o

agua destilada para el blanco a la mezcla de reaccion.

5.2.3 Aislamiento de mitocondrias y microsomas

Se utilizaron ratas Wistar machos de 180-220 g lo cual cumplieron los requisitos del acapite
4.2.2, se sacrificaron por dislocacion cervical y seguidamente se les extrajo los pulmones se
colocaron en frio inmediatamente y se cortaron con una cuchilla en piezas pequefias, se
lavaron extensivamente con solucion de NaCl 0,9 %. Posteriormente se homogenizd
utilizando un homogenizador potter- Elvehjem con una solucion fria de sacarosa 0.25 M, Tris-
HCI1 10 mM, pH 7,4 con PMSF 0,1 mM, durante 20 s y se transfiri6 a tubos de centrifuga. La
fraccion mitocondrial fue aislada por centrifugacion diferencial. El homogenizado se
centrifugo a 3000 x g 10 min, el sedimento se desechd, el sobrenandante se centrifugd a 20
000 x g 10 min y el precipitado mitocondrial se colectdé y resuspendid en solucion
amortiguadora de Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 con PMSF 0,1 mM. El sobrenadante post-
mitocondrial (5 mL) se aplico a una columna de Sefarosa (1,6 x 12 cm) se equilibré y eluyd

con Tris-HCI 10 mM pH 7,4 NaNjal 0,005 % para separar el material particulado del citosol
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(Tangen y col. 1973). Se colectaron 20 fracciones de 2 mL cada una, la fracciéon microsomal
aparece en el volumen muerto. Todo se realizo a 4°C, las muestras de guardaron a -84 °C hasta

el momento de su determinacion.

5.2.3.1 Peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas por el sistema Fenton

La peroxidacion fue ensayada por la incubacion de 1 mg de proteina mitocondrial y
microsomal determinada por el método de Lowry (Lowry y col., 1951), en solucion
amortiguadora de fosfato 0,01 M pH 7.4 conteniendo hierro a 2,5 uM en un volumen final de
1 mL a 37°C. La reaccion fue iniciada por la adicion de ascorbato, concentracion final de 0,4
mM e hidroperéxido de acido linoleico (LHP) a 50 nmol/mg de proteina. Simultdneamente
SP-A fue afiadida 2,5; 3,75 y 5,0 ng de SP-A en mitocondrias y 2,5; 3,75; 5,0 y 7,5 ng de SP-
A en microsomas. En todos los casos se realizd un control sin ascorbato e LHP. La
peroxidacion lipidica se midié por monitorear la emision de la luz mediante un analizador de
centelleo liquido (Packard 1900 TR), durante 180 min y expresada en cpm (Wright y col.,
1979).

5.2.3.2 Extraccion de lipidos y analisis de acidos grasos por cromatografia gaseosa

Los lipidos totales peroxidados y no peroxidados de mitocondrias y microsomas de pulmoén de
rata fueron extraidos con cloroformo: metanol 2:1 (v/v) conteniendo BHT al 0,01 % como
antioxidante. Los 4cidos grasos fueron transmetilados con Boruro de Fluor (BF3) al 20 % en
metanol (p/v) a 60 °C por 3 h bajo atmdsfera de nitrogeno. Los ésteres metilicos de los acidos
grasos se extrajeron con hexano:agua 2:1 (v/v) y fueron analizados por cromatografia gaseosa
(GC-14A, Shimadzu, Kyoto, Japan) con columna (1.80 m x 4 mm id). Se utilizd nitrégeno
como transportador de gas. La temperatura del inyector y del detector fue mantenida a 250°C.
Los picos de esteres metilicos de los acidos grasos fueron identificados por comparacion de
los tiempos de retencion con los estdndares. Los estandares utilizados fueron: acido palmitico
(C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido
linoleico (C18:2) y acido araquidénico (C20:4).

5.2.4 Secuestro de HOCL
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Para este estudio SURFACEN® fue resuspendido en NaCl 0,9 % a una concentracion final de
2 mg/mL de fosfolipidos. La SP-A porcina se afiadio a SURFACEN® al 10 % respecto a la
concentracion de fosfolipidos y previo a la adiciéon del acido hipocloroso 75 uM, generado
inmediatamente antes de ser utilizado mediante la acidificacion del NaClO con H,SO, diluido
hasta pH= 6,2 (Payad y col., 1992). Se agit6 e incub6 a 37 °C durante 40 min. El disefio
experimental fue Grupo I: SURFACEN®, Grupo II: SURFACEN® + SP-A, Grupo III
SURFACEN® + HCLO y Grupo IV: SURFACEN® + HCLO + SP-A. Posteriormente se

determino la actividad tensioactiva y la concentracion de MDA.

5.2.4.1 Actividad tensioactiva en el Surfactometro de Burbuja Pulsatil

Se realizd segin el método descrito por Enhorning (1977). Las muestras, 40 uL, se
depositaron en una celda, la cual fue introducida en la camara a 37 °C, se cre6 una burbuja de
aire la cual fue pulsada entre un radio minimo de 0,4 mm y uno maximo de 0,55 mm a 20
ciclos por min en el Surfactometro de Burbuja Pulsatil (PBS Electronics Corporation, USA).
El calcul6 de la tension superficial minima (TSM) se obtuvo mediante el empleo de la ley de

Laplace (AP = 2y/R) a partir del radio y la presion conocida.

5.2.4.2 Determinacién del MDA
Segun acapite 5.2.2

5.2.5 Peroxidacion lipidica de SURFACEN® por el sistema Fenton

La peroxidacion lipidica de SURFACEN® (1, 2 y 3 mg/mL) incubado en solucion
amortiguadora de fosfato 0,01 M, pH 7,4 (conteniendo hierro a 2,5 uM) se inici6 por afadir
ascorbato 0,4 mM en un volumen final de 1 mL a 37°C. Simultdneamente la SP-A fue afiadida
(1,2 y 4 pg/mL) sobre SURFACEN® 3 mg/mL. En todos los casos se realizo un control sin
ascorbato. La peroxidacion lipidica se midié por monitorear la emision de la luz mediante un
analizador de centelleo liquido (Packard 1900 TR), durante 180 min y expresada en cpm
(Wright y col., 1979). Las muestras fueron analizadas por analisis de 4cidos grasos segun

acapite 5.2.3.2.
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5.2.6 Determinacion de la composicion de acidos grasos de cada tipo de PL en

SURFACEN®

Los diferentes PL de SURFACEN® fueron separados y obtenidos por cromatografia en placa
delgada de silica gel G-60, con mezcla de corrida cloroformo-etanol-acido acético-agua
(30:34:8:3,5) (Touchstone y col., 1980). Los componentes separados fueron raspados y
utilizados para el andlisis de la composicion de 4cidos grasos segun se describe en el acapite

5232
5.3 Analisis estadistico

Los resultados son expresados como la media = EEM de las determinaciones practicadas. Para
el andlisis de los datos de secuestro de ‘OH y captura de hierro se expresaron en el porcentaje
de inhibicidon con respecto al blanco, el cual se realizd mediante la sustraccion del valor del
blanco al de la muestra, dividido por el valor del blanco y multiplicado por 100. Para el
estudio de la relacion existente entre los valores de concentracion y porcentajes de inhibicion
se utilizoé el andlisis de regresion y la correlacion logaritmica. El caso de los datos de
quimioluminiscencia de mitocondrias, microsomas y SURFACEN®, el calculo del porcentaje
de inhibicion se realizd considerando la suma de la quimioluminiscencia total del control
positivo (maxima peroxidacion) al 100 %. Para el analisis de los acidos grasos, el contenido de
cada acido graso individual fue expresado como el porcentaje por area de los acidos grasos
totales. Se realiz6 la prueba no parametrica de Kruskal-Wallis, el criterio estadistico de
significancia fue seleccionado a valores diferentes de p, utilizando el paquete estadistico

STATGRAPHICS Version 3.1 para WINDOWS.
5.4 Resultados

5.4.1 Efecto de la SP-A en el secuestro del radical OH y en la capacidad quelante de hierro

por el ensayo de la 2-desoxi-D-ribosa
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La incubacion de la SP-A (0,25; 0,5 y 1 mg/mL) en presencia de la mezcla de reaccion Fe''-
EDTA, H,0; y acido ascorbico, asi como en presencia de la misma mezcla en ausencia de
EDTA, resulta en una disminucion del dafio oxidativo a la 2-desoxi-D-ribosa, lo que se
evidencia por la disminucioén en la formacion de PRATB. La SP-A porcina inhibe de forma
dosis dependiente la formacion de PRATB, alcanzando un 75 % de inhibiciéon a la
concentracion de 1 mg/mL y mostrd propiedades secuestradoras de radicales ‘'OH superiores al
dimetil sulfoxido (DMSO), un clasico secuestrador de ‘'OH (Aruoma, 1994). En ausencia de
EDTA también se observo un efecto dependiente de la concentracion, obteniéndose un 48 %
de inhibicion en la formacion de PRATB a la concentracion de 1 mg/mL. Esto indica que la
SP-A tuvo un efecto significativo en la reduccion de la generacion de ‘OH a partir de H,O,

dependiente de iones metalicos, probablemente por quelacion de hierro (figura 21).

En la figura 22 se observan los efectos protectores de la SP-A sobre la degradacion de la 2-
desoxi-D-ribosa, tanto en el ensayo con EDTA como en el que este se excluye. La diferencia
de las pendientes indica que el secuestro de 'OH (ensayo con EDTA) y la unién a hierro
(ensayo sin EDTA) son atributos independientes de la SP-A. No obstante, se observa que a las
mismas concentraciones de SP-A evaluadas, a partir del punto de corte de ambas rectas se
obtienen los mayores valores de inhibicion en el ensayo en presencia de EDTA, mostrando
que la proteina es mas eficiente en el secuestro de OH que en la inhibicidon de su generacion
por su union al hierro. Este resultado puede estar relacionado con el hecho de que la
disponibilidad de un electron de los grupos funcionales de los aminoacidos mas expuestos en
la proteina para reaccionar con el ‘OH, hace mas probable la reaccion SP-A/OH que 2-desoxi-
D-ribosa//OH. Mientras que en la segunda variante del ensayo, el resultado final depende de la
competencia entre la SP-A y la 2-desoxi-D-ribosa para unirse al hierro. Estas propiedades se
muestran a concentraciones de la SP-A enmarcadas en el intervalo fisiologico, estimadas entre

0,3 y 1,8 mg/mL (Bridges y col., 2000).
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Figura 21. Concentracion de MDA en el ensayo de la degradacion de la 2-desoxi-D-ribosa en
funcién de la concentracion de SP-A. DMSO (control EDTA +) DFO (control EDTA-) Los
datos son expresados como la media £ EEM de 3 experimentos independientes. Letras
diferentes indican diferencias significativas p< 0,05.



¢ EDTA+ s EDTA-
- = = .Lineal (EDTA +) Lineal (EDTA -)

14 -
y=3.4619x + 1.6269 o

R*=09439 .-~
10 - .

12

y = 1.6225x + 4.6402

desoxi-D-ribosa (1/DO 535 nm)
oo
|

Inhibicién del dafio oxidativo a la 2-

6 - o. " R?=0.9975

4 -

2

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.5 1 15 2 25 3 3.5

SP-A (mg/mL)

Figura 22. Comparacion del efecto de la SP-A en la capacidad secuestradora de ‘OH (EDTA
+) y el efecto quelante (EDTA -). Los datos son expresados como la media + EEM de 3
experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas p< 0,05.



5.4.2 Efecto de la SP-A en la peroxidacion lipidica estimulada por hidroperoxido de acido

linoleico

La adicion de Fe™ "-ascorbato mas hidroperoxido de 4cido linoleico (LHP) a mitocondrias y
microsomas aislados de pulmon de rata resulté en una peroxidacion lipidica evidenciada por la
emision de la luz (quimioluminiscencia). Las mitocondrias y microsomas de pulmoén de rata se
trataron con 2,5; 3,75 y 5,0 ug de SP-A en el caso de los microsomas se empleo ademas 7,5 ug
de SP-A. En ambos casos, en ausencia de acido ascorbico y LHP, la emision de la luz fue muy
baja (grupo control). La adicion de acido ascoérbico solo al sistema, causd un pequefio
incremento en la quimioluminiscencia. La adicion de LHP, junto al sistema Fe™ -ascorbato, a
mitocondrias y microsomas caus6 un incremento en la emision de la luz (peroxidacion
lipidica). La emision de la luz incrementd gradualmente y logré el valor méximo a los 60 min
de incubacion. Un pico de quimioluminiscencia mucho mayor ocurrié en los microsomas

(pico méaximo de 148,986 a los 60 min).

En la figura 23 se muestra la quimioluminiscencia total de mitocondrias y microsomas de
pulmon de rata respectivamente con diferentes cantidades de SP-A. Cuando las membranas
fueron peroxidadas con Fe" -ascorbato + LHP la quimioluminiscencia total se incrementa.
Adicion de SP-A resultod en una disminucion de la quimioluminiscencia total. En mitocondrias
se observd una disminucién de forma proporcional a la concentracion de SP-A. En
mitocondrias con 5 pg de SP-A el cpm fue similar al control, obteniendo una proteccion
antioxidante del 100 %. En microsomas con 7,5 ug de SP-A se obtuvo una proteccion del
51,25 + 3,48 %. Si se compara la quimioluminiscencia total de la peroxidacion con Fe™ -
ascorbato + LHP la induccién producida en microsomas es mayor que en mitocondrias y el
efecto inhibitorio de la SP-A es mayor en mitocondrias que en microsomas. En ambos casos
muestras sin SP-A y tratadas con 2,5 ug SP-A presentan diferencias altamente significativas
(p<0,001) con respecto a la emision de luz de las muestras controles. Por otra parte en

mitocondrias se observan diferencias altamente significativas entre el grupo peroxidado sin

tratar con SP-A y el grupo tratado con 3,75 ugy 5 ug de SP-A.
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Figura 23. Quimioluminiscencia Total |I| producida en mitocondrias (A) y microsomas (B) de
pulmoén de rata por el sistema Fe' -ascorbato-LHP y porcentaje de inhibicion ~* en
funcion de la concentracion de SP-A. Los datos son expresados como la media + EEM de 3
experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas, p<0,05.



5.4.2.1 Composicion de acidos grasos de los lipidos presentes en mitocondrias y microsomas

de ratas.

El contenido y composicioén de los lipidos totales recobrados en mitocondrias y microsomas
dié como resultado que el 16:0 fue el acido graso predominante (30- 34%), seguido por 18:1n-

9 (19 %), 18:2 n-6 (14-15 %), 18:0 (11-12 %), 20:4 n-6 (7-9 %) y 22:6 n-3 (2-2,5%).

En la tabla 6 se muestra el contenido de acidos grasos del total de lipidos provenientes de
mitocondrias de pulmoén de rata: sin peroxidar, peroxidada y peroxidada en presencia de 2,5;
3,75 y 5,0 ng de SP-A. En los grupos sin peroxidar y peroxidados en presencia y en ausencia
de SP-A 2,5 g, existio diferencias significativas (p<0,05) en el contenido de &cido
docosahexaenoico (22:6 n-3). El 4cido docosahexaenoico (22:6 n-3) disminuy6 marcadamente
cuando la mitocondria es preoxidada de 2,5 + 0,24 % a 0,73 £ 0,57 %. La disminucién que se
observd en los otros acidos grasos poli-insaturados (PUFA) no fue estadisticamente

significativa.

En la tabla 7 se muestra el contenido de acidos grasos del total de lipidos provenientes de
microsomas de pulmon de rata: sin peroxidar, peroxidada y peroxidada en presencia de 2,5;
3,75; 5,0 y 7,5 ng de SP-A. Se observo cambios en el perfil de 4acidos grasos de los lipidos de
microsomas sin peroxidar y peroxidado. Los principales PUFA afectados por la peroxidacion
lipidica fueron 18:2 n-6, 20:4 n-6 y 22:6 n-3, los cuales disminuyen considerablemente. Como
consecuencia se produce un incremento relativo en el porcentaje de acidos grasos saturados y
monoenoicos. En los grupos sin peroxidar, peroxidados y peroxidados tratados con SP-A 2,5
ug, existi6 diferencias significativas (p< 0,05) en el contenido de 4cidos peroxidables. Por
ejemplo, el contenido de acido araquidonico en el grupo control fue de 7,39 + 1,14 % y
disminuy6 a 3,21 £ 0,77 % y a 2,67 £ 0,94 % en el grupo peroxidado y peroxidado + 2,5 pg

de SP-A respectivamente.
Los resultados en la determinacion del indice de insaturacion (I.I), mostraron que el LI en

mitocondrias fue 110,62 + 10,1 y cuando estas son peroxidada disminuy6 a 94,07 = 15,36. En

microsomas, este indicador se afectd profundamente cuando se compara el grupo no
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Tabla 6 Composicion de acidos grasos del total de lipidos de mitocondrias (mit) de pulmon de ratas controles y peroxidados con y sin
diferentes concentraciones de SP-A. Diferencias significativas entre grupo control y grupos peroxidados son indicados por * p<0,05

(Prueba Kruskal-Wallis).

Mit control (sin

Mit peroxidada

Mit peroxidada

Mit peroxidada

Mit peroxidada

Actdos grasos (%) peroxidacién) | (Fe™ +Asc. +LHP) | ¢ yg/rJrrlL SP-A 3,75ﬂg/:l-‘lL SP-A Syg/mT_ SP-A
16:0 30,53 + 1,04 29,74 + 6,07 30,64 + 3,64 34,96 + 2,85 35,95 +5,32
16:1 3,38 £0,24 1,89 + 1,42 4,75+ 0,41 2,94 1,89 3,50 £ 0,96
18:0 10,93 + 0,09 13,51 + 2,47 14,13 +2,02 13,68 + 1,38 12,30 £ 0,78
18:1n-9 19,74 + 1,86 28,74 + 8,23 2539+2.42 24,63 + 0,34 19,94 £ 2,61
18:2n-6 15,44 + 2,49 17,83 + 5,04 11,60 +2,01 13,57 £ 0,45 13,96 + 3,67
18:3n-3 0,96 +0,77 0,17 0,23 0,03 + 0,04 0,09 0,13 0,06 £ 0,08
20:4n-6 9,68 + 1,60 5,72+ 1,64 4,55 +0,83 5,89 £ 1,30 9,41 +3,29
22:6n-3 2,50 + 0,24 0,73 £0,57" 0,22+0,31" 1,39 0,89 1,73 40,29
Saturado 41,46 + 0,99 43,25+ 4,76 44,77 + 5,49 48,64 +4,21 48,26 +4,75
Monoinsaturado 23,12+ 1,84 30,52 + 6,77 30,13 +2,06 27,57 £2,18 23,45+ 3,54
Poli-insaturado 28,59 + 2,87 24,45+ 7,43 16,41 + 0,99 20,95 + 1,56 25,16+ 1,75
Total de Insaturaciones 51,70 + 4,48 54,98 + 4,27 46.54 + 2,89 48,53 +2,29 48,60 + 3,01
Saturados vs. Insaturado 0,81+ 0,07 0,79+ 0,15 0,97 +0,18 1,01 £ 0,12 1,00 £ 0,16
Indice de Insaturacion 110,62 £10,10 94,07 + 15,36 72,97 + 1,30° 93,45+ 5,25 99,55+ 5,13

Leyenda: Fe"™'+ Asc. + LHP: sistema hierro- 4cido ascorbico- hidroperdxido de 4cido linoleico.




Tabla 7 Composicion de acidos grasos del total de lipidos de microsomas (mic) de pulmén de ratas controles y peroxidados con y sin diferentes
cantidades de SP-A. Diferencias significativas entre el grupo control y los grupos peroxidados son indicas por * p<0.005 y b p< 0,05; entre grupos
peroxidados sin SP-A y peroxidados con SP-A por p<0,05; entre grupo peroxidado con 2,5 ug de SP-A y con 7,5 pg de SP-A por d p<0,05. (Prueba de

Kruskal-Wallis).

) Mic control (sin Mic peroxidado | Mic peroxidado | Mic peroxidado | Mic peroxidado | Mic peroxidado
Acidos Grasos (%) eroxidacion) (Fe+ Asc. + + + + +
P LHP) 2.5 19 SPA 3.75u0 SP-A 5.0 SP-A 7.5ug SP-A
16:0 34,06 + 3,30 46,76 + 5,29 49,18 + 4,63 43,92 +3.64 42,74 + 1,41 41,24 +2,11
16:1 2,64 + 1,68 2,94 +2,09 2,41 +1,99 0,89 +1.27 3,65+ 1,86 4,47+0,78
18:0 11,32 + 1,68 12,87 + 1,87 12,73 £2,07 12,98 +1.32 15,25 £0,71 12,05 £ 1,71
18:1n-9 19,49 + 1,30 24,50 + 1,66 22,83 +2.66 26,90 £ 2.94° 23,14 £2,09 20,61 £ 1,74
18:2n-6 14,43 £ 3,54 7,45 +0.21° 7,80 £ 1,35° 9,98 + 1.24° 10,14 +0,69° | 13,35+ 1,09%
18:3n-3 1,17+ 1,05 - - - - 0,02 + 0,03
20:4n-6 739+ 1,14 3,21+0,77° 2,67 +0,94° 4,05+ 1.06° 3,66 +0,56° 5,95+ 0,73¢
22:6n-3 1,96 + 0,65 0,08 £0,11° 0,08 £ 0,10° 0,47 + 0.66° 0,28 +£0,19° 0,51 +0,24°
Saturado 4538+ 3,68 | 59,62+4,05° | 60,24+331° | 56,90+235° | 57,41+2,92° | 5329+380
Mono-insaturado 22,14 + 1,50 27,45+ 1,09 25,24 + 3,85 27,77 +1.92 26,79 + 0,29 25,08 +1,99
Poli-insaturado 24,95 + 4,04 10,73 + 1,06" 10,47 +0,79° 14,42 +2.76" 14,08 +0,60° | 19,82 +0,94%¢
Total de Insaturaciones 47,09 £ 4,91 38,18 £1,97 35,71 £ 4,61b 42,26 +3.08 40,87 + 0,74 44,90 + 2,69
Saturacione vs. Insaturaciones 0,97 + 0,09 1,57+0,18 1,73 + 0,33b 1,36 £ 0.16 1,42 + 0,07 1,19+ 0,16
Indice de Insaturaciones 95,83 + 11,64 55,64 + 4,66" 51,98 +£5,36° | 66,75+10.00° | 63,36+ 1,10° 77,19 + 2,88

Leyenda: Fe""'+ Asc. + LHP: sistema hierro- 4cido ascorbico- hidroperdxido de 4cido linoleico.




peroxidado y los grupos peroxidados. La SP-A fue mas efectiva en incrementar el I.I en
mitocondrias que en microsomas, de modo que con 5,0 ug de SP-A se produjo un incremento

del I.I a 99,55 + 5,13.

Los resultados demostraron que la SP-A inhibi6 la peroxidacion de lipidos mitocondriales y
microsomales de pulmoén de rata inducidos por el sistema Fe™ -ascorbato dependiente de
hidroperoxido de 4&cido linoleico. Esta proteina fue mas efectiva en inhibir la peroxidacion
lipidica de los lipidos mitocondriales que los microsomales, y el LHP es mas activo en
producir quimioluminiscencia en microsomas de pulmon de rata. La SP-A inhibe la oxidacion
de membranas en forma dosis dependiente para mitocondrias, siendo la concentracion
inhibitoria media de 3,25 pg y la total de 5 ug en mitocondrias. Para microsomas la adicion

de 7,5 png lograun 51,25 £ 3,48 % de inhibicion.

El perfil de acidos grasos en mitocondria de pulmon de rata no difiere sustancialmente del de
microsomas, ambos son ricos en PUFA de la familia n-6, como el 18:2n-6. Microsomas tienen

relativamente menos 20:4n-6 y 22:6n-3 que la mitocondria.

Los resultados demuestran que los cambios en la composicion de los lipidos de mitocondrias y
microsomas expuestos a estrés oxidativo, se manifiestan como una disminucién del contenido
de 4cidos grasos poli-insaturados y un incremento en la concentracion de los acidos grasos
saturados. Estos cambios fueron menos pronunciados en presencia de SP-A. Estas alteraciones
que tienen lugar en la composicioén de acidos grasos de mitocondrias y microsomas pulmonar

pueden jugar un papel esencial en el mecanismo de dafio pulmonar.

5.4.3 Efecto protector de la SP-A sobre el SURFACEN® expuesto a HCLO

En la figura 24 A se observa que la adicién de la SP-A a SURFACEN® control provoco a
partir de 15 ciclos de pulsacion de la burbuja una disminucién significativa (p<0,05) en la
TSM a valores cercanos a cero. El efecto de la SP-A porcina purificada por un método que no
incluye solventes organicos ni detergentes sobre la actividad tensioactiva de SURFACEN®
coincide con lo previamente informado para la SP-A porcina purificada por precipitacion con

butanol (Manzanares y col., 1994). La figura 24B se muestra que la incubacion de
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Figura 24 A. Comportamiento de la tension superficial minima (TSM). Efecto de la SP-A Los
datos son expresados como la media + EEM de 3 experimentos independientes. Letras

diferentes indican diferencias significativas P < 0,05.
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Figura 24B. Valores de TSM a los 5 min de pulsacion. Efecto de la SP-A Los datos son
expresados como la media + EEM de 3 experimentos independientes. Letras diferentes indican

diferencias significativas P < 0,05



SURFACEN® (2 mg de PL/mL) en presencia de HCLO provocé inhibicion en las propiedades
tensioactivas del surfactante, que se evidencia en el aumento de TSM durante los 100 ciclos de
pulsaciones de la burbuja en el Surfactometro, alcanzando un valor de 27,55 + 0,4 mN/m a los
cinco minutos de registro, que resultd significativo (p<0,05) cuando se compara con muestras

controles de SURFACEN® que mostraban lecturas de TSM de 19,55 £ 0,6 mN/m.

Cuando la SP-A es afiadida previa a la incubacion de SURFACEN® con HCLO reduce el
nimero de pulsaciones requeridas para alcanzar la TSM correspondiente a esta concentracion
de fosfolipidos del surfactante y se observd una disminucion significativa (p< 0,05) en los
valores de TSM a los 5 min de registro que alcanzé los valores del SURFACEN® control
(figura 24B). Solo una pequefia fraccion de la proteina total que no fue dafiada puede
promover las propiedades tensioactivas del SURFACEN® y es la responsable de la pequefia
disminucién de la TSM después de cinco minutos de pulsaciones. Estos resultados indican que
la proteina tiene propiedades antioxidantes por actuar como un secuestrador de iones
hipocloroso y que es capaz de proteger al SURFACEN® de la inactivacién oxidativa por esta

ERO.

El agente oxidante provoco la peroxidacion lipidica del surfactante que se evidencia por un
aumento significativo (p<0,05) en la concentracion de MDA, cuando se compard con muestras
controles no expuestas HCLO , la adiciéon de la SP-A porcina previo a la incubacion del
SURFACEN" con el agente oxidante disminuy6 significativamente (p<0,05) la concentracion
de MDA a valores que no se diferencian significativamente de los encontrados en
SURFACEN control (figura 25) lo que significa un 72,4 % de proteccion de los lipidos
insaturados de SURFACEN®. Estos resultados indican que la proteina tiene actividad

antioxidante por actuar como un inhibidor de la peroxidacion lipidica.
5.4.4 Efecto protector de la SP-A sobre SURFACEN® expuesto al radical OH
La incubacion de SURFACEN® (1, 2 y 3 mg/mL de fosfolipidos) en presencia de Fe™ -

ascorbato resultd en una peroxidacion lipidica evidenciada en la emision de la luz

. .o . . ey, 4+, . , . .
(quimioluminiscencia). La adicion de Fe "-dcido ascérbico produce un considerable
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Figura 25.Concentracion de MDA en el ensayo del HCLO. Efecto de la SP-A. Los datos son
expresados como la media £ EEM de 3 experimentos independientes. Letras diferentes indican
diferencias significativas P < 0,05.
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incremento de la quimioluminiscencia cuando se compara con la muestra control incubada sin

acido ascorbico. La emision de luz fue concentracion dependiente (figura 26A).

La SP-A porcina (2 y 4 pg/mL) en presencia de SURFACEN® expuesto al sistema Fenton
inhibid la peroxidacion lipidica evidenciada en la disminucion de la quimioluminiscencia que
fue dosis dependiente con un 60 % de inhibicion a la concentracion de 2 pg/mL y de un 73,6

% de inhibicion a la concentracion de 4 pg/mL (figura 26B).

La peroxidaciéon lipidica de SURFACEN® por el sistema Fe™-ascorbato provocé una
profunda modificacion en la composicion de los acidos grasos, con una disminucién de los
PUFA 18:2 n6 y 20:4 n6 (tabla 8). Cuando la SP-A se uso6 a baja concentracion (1 y 2 ug/mL)
no se observaron cambios en la composicion de acidos grasos, a mayor concentracion (4
ng/mL) se logré una proteccion del 20:4 n6 (tabla 9). Por lo tanto cuando SURFACEN® es
oxidado se observa una disminucion de los PUFA (18:2 n6 + 20:4 n6) de 7,22 £ 0,17 a 5,31 +
0,29. El efecto fue revertido casi completamente por la adicion de 4 ug/mL de SP-A. A la
mayor concentracion de SP-A usada se observo una buena relacion entre la proteccion de los

PUFA y la inhibicion de la emision de la luz.

5.4.4.1 Composicion de los acidos grasos de cada tipo de PL presente en SURFACEN®

La tabla 10 muestra el perfil de 4cidos grasos por especie fosfolipidica que contiene
SURFACEN®. La PE es el PL que presenta el mayor porcentaje de PUFA, le sigue el P y la
EM. Este comportamiento es similar a lo informado para otros surfactantes (Riidiger y col,

2005).

5.5 Discusion

Cifuentes y col. (1995) evaluaron la propiedad potencial que tenian tres surfactantes:
Surfactante Pulmonar Natural (SPN), Exosurf® y Survanta™, para secuestrar los radicales
hidroxilos, los dos ultimos surfactantes no mostraron capacidad de captura de 'OH, en cambio
una concentracion de 40 uM de SPN disminuy6 significativamente la concentracion de ‘OH,

sugiriendo una probable interaccion del ‘OH con los grupos sulfhidrilos de la proteina SP-A
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Figura 26 B. Quimioluminiscencia Total |I| producida en SURFACEN® (3mg/mL) por el
sistema Fe™ "-ascorbato y porcentaje de inhibicion —* en funcién de la concentracion de SP-
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Tabla 8. Composicién de acidos grasos (area %) de SURFACEN® sin peroxidar (-Fe"/Asc) y peroxidado (Fe™"/Asc).

Diferencias significativas entre el grupo peroxidado y sin peroxidar son indicadas por * p<0,05.(Prueba de Kruskal -Wallis).

SURFACEN® (mg/mL)
2

Acidos Grasos (%) -Fe"™"/Asc Fe™"/Asc -Fe"™"/Asc Fe™"/Asc -Fe"™"/Asc Fe™"/Asc
C 16:0 62,29 + 1,31 62,17 £ 0.78 62,00 + 1.88 64,7+ 1.59 62,58 + 2,24 65.91 £ 0.88
C16:1 3,31+0,72 3,29+ 0.92 3,87+0.27 3,91+0.22 3,51+ 0,20 3.49+0.19
C 18:0 7,38+ 0,19 7,73 £0.36 7,59 £0.62 7,13 £0.06 7,31 £0,24 6.95£0.13
C18:1 15,04 £ 0,73 15,7+ 1.24 15,08 £1.26 14,72 £ 0.75 15,38 £ 0,51 14.6 £ 0.35
C18:2 3,43+0,16 3,02 +£0.21 3,09 +.0.47 2,91 +0.12 3,33£0,08 2.79+£0.17
C20:4 3,82+ 0,20 291+0.22* 3,77£0.03 2,47+ 0.06 * 3,89 £ 0,09 2.52+0.12 %
Saturados 69,67 + 1,50 69,9+ 1.14 69,59 + 1.65 71,83 £ 1.65 69,89 + 2,48 72.86 £ 1.01
Mono-insaturados 18,76 £ 1,04 19,62 £+ 1.53 18,95 £ 1.53 18,63 £ 0.97 18,89 £ 0,71 18.09 + 0.54
Poli-insaturados 7,25+ 0,37 599+0.42 * 7,24 +0.12 538+0.18 * 7,22 +0,17 531+0.29 *
Insaturacion Total 26,01 £ 1,47 25,61 £1.95 26,19 £ 1.65 24,01 £1.15 26,11 £ 0,88 23.4+0.83
Saturados/insaturados 2,67 2,72 2,67 2,99 2,68 3.11

I 40,49 36,67 40,21 34,33 41,11 33,75

T - - . N
Fe " "-Asc: Sistema hierro-acido ascorbico.




Tabla 9. Composicion de acidos grasos (area %) de SURFACEN® sin peroxidar (-Fe™"/Asc) y peroxidado (Fe™/Asc),con o sin diferentes
concentraciones de SP-A. Diferencias significativas entre el grupo peroxidado y sin peroxidar son indica * p<0,05 (Prueba de Kruskal-Wallis).

SP-A porcina (zg/mL)

1 2 4

;A;/z;dos Orasos -Fe""/Asc Fe™"/Asc Fe'""/Asc Fe'""/Asc Fe™""/Asc
C 16:0 62,58 £2,24 65,91 £ 0,88 65,5+ 1,1 66,6 £ 0,95 64,37 £ 1,03
C 16:1n7 3,51£0,21 3,48+0,19 3,23+0,14 3,17+£0,13 2,97 +0,74
C 18:0 7,31 £0,24 6,95+ 0,13 6,96 £ 0,14 6,99 £ 0,21 7,19 £0,23
C18:1n9 15,38 £0,51 14,06 £ 0,35 15,53 £ 1,71 13,97 £ 0,61 15,19 £ 0,04
C 18:2n6 3,33 £0,09 2,79 £ 0,05 2,93 £0,11 2,72 £0,01 3,26 £0,18
C 20:4 n6 3,89 +£0,12 2,52 £0,12* 2,45+£0,17* 3,00+ 0,24* 3,41 +£0,22
Saturados 69,89 + 2,48 72,86 £ 1,01 72,46 £ 1,24 73,59 £ 1,16 71,56 £ 1,26
Mono-insaturados 18,89 £ 0,71 18,09 + 0,54 18,76 + 1,85 17,14 £ 0,74 18,16 £ 0,78
Poli-insaturados 7,22 +0,17 5,31 £0,29* 5,38 £0,28* 5,72 £ 0,25% 6,67 +0,4
Insaturacion Total 26,11 £0,88 23,4+0,83 24,14 £2,13 22,86 £ 0,99 24,83 £1,18
Saturados/insaturados 2,68 3,11 3,00 3,21 2,88

1.1 41,11 33,2 34,42 34,58 38,32

R

Fe"'/Asc: Sistema hierro-acido ascorbico.




Tabla 10. Composicion de acidos grasos (area %) de SURFACEN" y sus diferentes tipos de fosfolipidos.

ACidOS grasos (%) SURFACEN | LPC SM PC PS Pl PE PG otro

C 1618 62,4412.24 (32,5512 | 54,26+1,5 | 67,23+1,8 | 34,06%1,1 | 27,4513 | 30,741,9 | 44,18%1,5 | 33,5+1,9
C16:3 3411021 [1,1£ 0,26 | 7,510,28 | 3,9140,20 1,7940,25 | 3,4240,30 | 6,9310,20 | 3,4510,20
C18:¢ 7,35+ 0,24 [20,55% 0,3 | 10,71+ 0,4 | 6,941 03 | 12,97+ 0,25 | 27,31 0,30 | 14,7£ 0,3 |23,91£ 0,3 | 21,74+ 0,31
C18:1 15,2140,51 | 32,610,46 | 9,58+0,50 | 8,6310,48 | 33,0910,30 | 25,8+0,41 |30,1740,46 | 17,7810,35 | 21,67£0,40
C 1815 3,38+ 0,09 3,691 0,09 | 1,84+ 0,12 | 3,352 0,15 | 3,97+ 0,20 | 7,47 0,18 | 3,694 0,20 | 2,561 0,23
C 201(‘)1 3,861 0,12 2,84+ 0,15 | 0,31 0,16 4,8+ 0,20 | 3,69 0,25 | 1,04+ 0,18 | 0,67+ 0,15
Saturados 69,7912.48 | 53,11+1,50 | 49,18%1,9 | 74,18%2,1 | 42,03+1,35 | 54,8+1,60 | 4544+2.2 | 68,69£1,8 | 52,2612,21
Mong-insaturados 18,6240,71 | 33,7+0,72 |15,9240,78 | 12,5510,68 | 33,09+0,30 | 27,5£0,66 |33,59+0,76 | 15,82+0,55 | 25,12+0,60
Poli-imsaturados 7,244 0,17 6,5310,24 | 2,0+0,28 3,35+0,15 | 8,77+0,40 | 11,16+0,43 | 2,36£0,38 | 3,23+0,38
Insatfiraciones Totales 25,8610,88 | 33,740,72 |22,46+1,02 | 14,5510,96 | 36,4410,45 |36,36£1,06 | 4475+1,19 | 18,18£0,93 | 28,36+0,98

1

dilcolina

PI: Fosfatidilinositol

SM: Esfingomielina
PC: Fosfatidilcolina
PS: Fosfatidilserina

Los datos son expresados en % de la cantidad total de PL de tres determinaciones independientes.

PE: Fosfatidiletanolamina

PG: Fosfatidilglicerol




presente en el SPN. La capacidad secuestradora de 'OH demostrada para la SP-A porcina en
nuestro trabajo, es una probable explicacion a los resultados de investigadores previamente
mencionados, ya que la SP-A so6lo estd presente en el SPN.Se ha informado que los
aminodcidos mas susceptibles al dafio oxidativo por el 'OH son el triptéfano, tirosina,
fenilalanina, metionina y cisteina (Aruoma, 1994). En otro estudio se sefiala la afectacion en la
estructura de la SP-A después de su exposicion a radicales 'OH. El andlisis de “Western Blott”
de la SP-A, procedente del surfactante de ternero, sometida a un sistema generador de
radicales ‘'OH mediante la reaccion de Fenton, demostré modificacion de la proteina con la
generacion de agregados de mayor y menor masa molecular indicando que el ‘OH ataca los
puentes disulfuro de la proteina que son importantes en mantener la configuracion del
complejo hexamérico de la SP-A, por tanto el proceso de oxidacion-reduccion de los enlaces
disulfuro intracatenarios mediados por radicales libres es uno de los eventos responsables de

los cambios en la estructura de esta biomolécula (Mark e Ingenito, 1999).

Las propiedades secuestradoras de radicales hidroxilos de la SP-A porcina podemos deducir
que pueden explicarse por un mecanismo en el que la proteina actia como “suicida”
neutralizando los radicales ‘OH, mediante la interaccion de este radical libre con las cadenas

laterales de los aminoacidos mas sensibles a él.

En la variante del experimento para detectar la capacidad quelante de hierro de la SP-A,
cuando los iones férricos son afladidos a la mezcla de reaccion como cloruro de hierro III en
vez de en forma de complejo con el EDTA, algunos de los iones forman un complejo con la
desoxirribosa. Este complejo puede ser reducido por el ascorbato a hierro II, el cual puede
permanecer unido a la desoxirribosa y posteriormente reaccionar con el perdxido de hidrogeno.
Esta reaccion produce los radicales ‘OH, los cuales inmediatamente comienzan la degradacion
de la desoxirribosa de una manera sitio especifico. Las moléculas que pueden inhibir la
degradacion de la desoxirribosa son aquellas que tienen la capacidad de unirse al hierro y
pueden capturar los iones hierro de la desoxirribosa y rendir complejos inactivos o pobremente

activos en la reaccion de Fenton (Aruoma, 1994).
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Hasta el momento no se ha informado la capacidad de la SP-A de unirse a los iones hierro.
Solo se conoce la existencia de al menos dos sitios de unién al Ca®"en el DRC ubicado en la
zona C-terminal de la SP-A y que un gran numero de las funciones en las que participa el
DRC son dependientes de calcio (McCormack 1998). Otro trabajo informa cambios en las
propiedades interfaciales del surfactante de ternero, en presencia del sistema Fenton, siendo
necesario un incremento de un 30 a un 70% en el radio de compresion de la burbuja para
alcanzar los mismos valores de tension superficial minima que las muestras no tratadas. La
adicion de SP-A purificada al surfactante de ternero al 5 % en peso elimind la disfuncion
cuando los radicales ‘OH son generados a partir del Fe’*, pero no cuando se emplea Cu®",
sugiriendo que los sitios especificos de reactividad pueden ser diferentes (Mark e Ingenito

1999).

Bridges y col. (2000) realizaron varios experimentos para dilucidar el mecanismo antioxidante
por el cual la SP-A de rata inhibe la peroxidacion lipidica inducida por Cu®" en una mezcla de
lipidos saturados e insaturados que estan presentes en el surfactante, ellos no encontraron
afectacion de las propiedades antioxidantes de la proteina cuando el ensayo se realizd en
presencia de calcio 2 mM , quedando saturado el llamado sitio de unién a calcio de la SP-A.
La proteina mostro la actividad con igual eficacia cuando fue dializada extensivamente contra
Tris 5 mM o sulfato de cobre 20 uM. Ademas se observd que la SP-A inhibid la peroxidacion
lipidica en presencia de cloruro de hierro (III) y pirofosfato de hierro (III) + acido ascérbico.
Con estos datos los autores concluyen que el mecanismo de proteccion no es especifico al

cobre, ni depende de la quelacion de cobre por la proteina.

Arbibe y Touqui (1998) encontraron que la SP-A actiia como un inhibidor de la actividad de la
fosfolipasa A, de secrecion (sPLA;) por un mecanismo de interaccidn proteina-proteina
dependiente del ion calcio (Ca’"), que también ocurrid en presencia de otros cationes
divalentes como manganeso (Mn*") o bario (Ba®"), pero no con magnesio (Mg ?*); este mismo

comportamiento se observa en la asociacion de la SP-A a carbohidratos.
El andlisis de los resultados de los autores mencionados anteriormente sugiere la posibilidad

de unidn de otros cationes, entre los que podria incluirse el hierro, al llamado sitio de unién a

calcio de la proteina. Como vemos no existen elementos suficientes para plantear un posible
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mecanismo por el cual la SP-A quela el hierro, por lo que se requieren estudios adicionales en

esta direccion.

El estudio de los efectos de la SP-A en el modelo de la 2-desoxi-D-ribosa permitié conocer
que tanto su union al hierro como el secuestro directo de radicales 'OH conducen a una
disminucién en la generacion de 'OH. Este radical, considerado como el mas reactivo, esta
comprometido con el dafo oxidativo que tiene lugar en las diferentes biomoléculas durante el
estrés oxidativo, por lo que resulta de particular interés su intervencion en los procesos

inflamatorios (Aruoma, 1996).

Yang y col. (2003) demostraron que la destruccion peroxidativa de membranas celulares
internas, como las de las mitocondrias puede conducir a pérdida de su integridad funcional. Se
ha postulado que una produccion de radicales de oxigenos incrementada en las células
pulmonares puede ser un factor importante en la etiologia del dafio pulmonar por hiperoxia.
Freeman y Crapo (1981) brindan evidencias de una asociacion entre la hiperoxia y la
produccién incrementada de ERO parcialmente reducidas en el pulmén y en la mitocondria
del pulmoén. En el pulmoén de rata sujeto a hiperoxia, se induce la superoxido dismutasa CuZn

en citoplasma y mitocondrias como consecuencia de una respuesta adaptativa.

La SP-A se une avidamente a la DPPC. También se ha informado que se une a la EM, pero no
se une a otros componentes PL presentes en el surfactante como el PG, el PI, la PE y la PS.
Kuroki y Akino (1991) demostraron que el sitio de union a lipidos en la SP-A se localizé en la
region cuello, lo cual es de esperar por la naturaleza hidrofobica de esta region, pero también
se demostrd que el DRC es el principal sitio de unidn a lipidos. A su vez Bridges y col. (2000)
encontraron que la actividad antioxidante de la SP-A esta localizada en esta region.
Rodriguez-Capote y col. (2003) demostraron que la SP-A puede revertir los efectos
perjudiciales en las propiedades biofisicas del surfactante oxidado por un mecanismo que es

dependiente de la formacion de puentes disulfuros y del dominio de uniéon a PL.
Aunque el mecanismo por el cual la SP-A reduce la peroxidacion lipidica permanece

desconocido, un mecanismo posible es que la SP-A pueda limitar la propagacion de la

reaccion en cadena de radicales libres por secuestrar los radicales peroxil lipidicos y por lo
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tanto bloquea la reaccion de peroxidacion lipidica protegiendo a los acidos grasos poli-

insaturados del dano oxidativo.

Para dilucidar el mecanismo antioxidante de la SP-A, se necesitan realizar investigaciones que
involucren interacciones de la proteina con el hierro, antioxidantes y intermediarios de
radicales libres tales como hidroperoxidos de 4cidos grasos. En este ensayo la SP-A minimiza
el dafio mitocondrial y microsomal causado por un hidroperéxido de 4acido graso en
proporcion a la cantidad de proteina, en células pulmonares la SP-A pudiera tener un efecto
similar y por tanto proteger contra el efecto citotoxico potencial durante el estrés oxidativo en
las membranas pulmonares, donde hidroperoxidos de acidos grasos pueden estar presentes.
Los resultados sugieren que una funcion de la SP-A es actuar como un secuestrador de
radicales libres, lo cual ha sido demostrado en el ensayo de la 2-desoxiribosa, protegiendo las
membranas de un efecto perjudicial expuestas a peroxidacion lipidica y por tanto presenta un
papel fisiolégico importante como antioxidante al proteger al pulmoéon durante el estrés
oxidativo debido a una inhalacion de oxigeno, agentes nocivos o a la inflamacion en el

pulmon.

El pulmon esta expuesto a estrés oxidativo mediante la inhalacion del oxigeno presente en la
atmosfera, la exposicion a trazas de metales y a otros componentes en el aire contaminado; asi
como a radicales libres liberados por macréfagos y neutrofilos al espacio alveolar (Mark e
Ingenito, 1999 y Bridges y col., 2000). Aunque el surfactante es inherentemente resistente a la
oxidacion debido a que en ¢l predominan los PL saturados, el CL oxidable y los fosfolipidos
insaturados representan aproximadamente el 35 % del peso del surfactante, y el 15 % de todos

los PL del surfactante contienen dos o mas dobles enlaces (Postle y col., 1999).

Existen investigaciones que registran una interrelacion entre la peroxidacion lipidica y la
inhibicién de la funcion biofisica del surfactante. Merrit y col. (1993) encontraron afectacion
de la actividad tensioactiva después de la exposicion a acido hipocloroso en tres surfactantes:
Surfactante Pulmonar Natural (SPN) humano, SURVANTA® y el surfactante KL,
(SURFAXIN®), pero no en EXOSURE®, ellos sugieren que la ausencia de fosfolipidos

insaturados en EXOSURF™ es la responsable de su  resistencia a la alteracion de  sus
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propiedades tensioactivas, porque el acido hipocloroso produce clorohidrinas a partir de los
acidos grasos poli-insaturados. Ellos demostraron que el acido ascorbico y el glutation
protegieron al surfactante de la inactivacion, lo que sugiere que el 4cido hipocloroso producido
por los neutrofilos activados en el compartimiento alveolar del pulmén en estados
inflamatorios como es el caso del SDRA daia el surfactante endogeno y afecta la funcion de
los surfactantes exdgenos administrados, especialmente si las concentraciones del acido
ascorbico y el glutation en el pulmoén son subnormales, como es conocido en el caso de

algunas enfermedades inflamatorias del pulmon.

La exposicién de un extracto de surfactante de pulmon de ternero a peroxinitrito y Fe** +
EDTA, inhibi6 su capacidad de alcanzar valores minimos de tension superficial durante la
compresion dinamica. Se comprobd que el dafio ocurrid en los lipidos y ademds en las
proteinas hidréfobas. La exposicion de una mezcla de estas proteinas hidrofobicas a
peroxinitrito inhibidé la propiedad que tienen estas biomoléculas de disminuir la tension

superficial de los lipidos del surfactante (Haddad y col., 1993).

Se ha informado que la adicion de la SP-A a SURVANTA® potencia el efecto terapéutico del
surfactante mejorando la estabilidad pulmonar estatica y dinamica del pulmoén de conejos
recién nacidos prematuros ventilados (Yamada y col., 1990). Cockshutt y col. (1990)
encontraron que la adicion de la SP-A a un extracto de surfactante bovino (BLES®) disminuye
el tiempo necesario para alcanzar tensiones superficiales cercanas a cero mN/m durante la
compresion dindmica. Sun y col. (1997) informan que la adicién de la SP-A porcina al 5 % en
peso al CUROSURF®, a una concentraciéon de 1 mg/mL de PL, provocé una disminucién de
los valores de TSM de 16,3 + 3,9 mN/m a 8,4 + 3,6 mN/m y fue similar al informado para el
SPNP 7,5 + 5,5 mN/m. En estudios in vivo se ha demostrado que la SP-A se une a los lipidos
y promueve junto con la SP-B la formacién de la mielina tubular, aumenta la velocidad de
adsorcion de los lipidos a la monocapa en la interfase aire-liquido del alvéolo, ademas por
unioén a fosfolipidos especificos como la DPPC e induce estabilidad superficial de los lipidos
del Surfactante (Possmayer y col., 2001). Estudios para determinar los dominios de la SP-A
involucrados en la disminucion de la tension superficial revelan la importancia de la
oligomerizacion dependiente del DRC y el dominio N-terminal en las asociaciones fosfolipido

- SP-A (Yu y col., 1999). Aunque in Vvitro esta estructura no esta presente, si se han brindado
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resultados que la SP-A manifiesta su propiedad biofisica en condiciones de concentracion
disminuida de surfactante (Sun y col., 1997 y McCormack, 1998), lo cual adquiere una

relevancia importante en el SDRA.

El efecto de la SP-A porcina sobre las propiedades biofisicas del SURFACEN®™ oxidado con
HCLO coincide con lo informado por Rodriguez-Capote y col. (2003) para la SP-A bovina y
el surfactante bovino BLES®. Resultados similares han sido obtenidos por otros autores con
otras ERO. Amirkhanian y Merrit (1998) compararon el efecto inhibitorio del radical hidroxilo
en la actividad tensioactiva de dos preparaciones de surfactante y encontraron un aumento de
la TSM en SURVANTA®, surfactante bovino natural exégeno de composiciéon bioquimica
similar al SURFACEN®, mientras que en el surfactante natural (SPN) este efecto no fue
significativo a similares concentraciones de fosfolipidos. Estos investigadores refieren que la
presencia de SP-A y el contenido de catalasa en el SPN pueden tener un efecto protector en la

inactivacion del SPN por ERO.

La actividad secuestrante que muestra la proteina sobre el HCLO pudiera explicarse por un
mecanismo en el que la SP-A actua como diana competidora con el propio surfactante para
neutralizar este agente oxidante, basado en que Halliwell y Gutteridge (1990) demostraron que
el acido hipocloroso reacciona con los grupos sulthidrilos, metionina, triptéfano y aminos
proteicos, modificando la estructura de las proteinas y alterando asi su funcion bioldgica.
Varios trabajos informan acerca de la modificacién de la estructura de la SP-A después de su
exposicion a radicales libres, sugiriendo la idea que la accion protectora de la SP-A al dafio
oxidativo por las ERO tiene lugar mediante un mecanismo en el que la proteina actia como
suicida para neutralizar los radicales libres. En uno de estos estudios se indica que la
exposicion de la SP-A canina a ozono provoc6 un aumento del peso molecular aparente de la
forma monomérica, detectaindose oxidacion de los aminoacidos metionina y triptéfano

(Oosting y col., 1991).
La SP-A de rata inhibi6 la oxidacién de una mezcla de lipidos saturados e insaturados que

estan presentes en el surfactante, que fue determinado por una disminucién de la formacion de

PRATB y bloqued6 de la formacion de dienos conjugados en particulas de lipoproteinas de baja
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densidad, en ambos experimentos la oxidacion fue inducida por cobre y la SP-A mostré un

efecto dependiente de la dosis (Bridges y col., 2000).

La SP-A inhibe la oxidacion casi instantdneamente cuando es afiadida en la fase de
propagacion de los radicales libres, sugiriendo la hipotesis de que la proteina interfiere en la
oxidacion de los lipidos por inhibir la formacion de los radicales lipidicos o por actuar como
un terminador de las reacciones en cadena de los radicales libres mediante eventos de

reconocimiento, aproximacion y extincion de los radicales lipidicos (Bridges y col., 2000).

Recientemente Kuzmenko y col. (2004) analizaron la capacidad de la SP-A de inhibir la
oxidacion de una mezcla de PL del surfacante inducida por CuSO4 y concluyeron que la SP-A
inhibe la oxidacion de lipidos de una manera dosis dependiente por un mecanismo que incluye

modificaciones oxidativa de la SP-A.

Los metales de transicion han sido implicados en el dafio del surfactante por radicales libres,
debido a que ellos pueden promover la formacion de especies quimicas reactivas. En adicion,
se ha demostrado la presencia de hierro activo redox en fluido broncoalveolar a partir de
fuentes enddgenas en pacientes normales. La propiedad de la SP-A de inhibir la fase de
propagacion de la reaccion en cadena de radicales libres puede prevenir la peroxidacion

lipidica.

La disfuncion del surfactante es un importante factor que contribuye a la fisiopatologia del
SDRA (Hallman y col., 1989; Goode y Wesbter, 1993 y Lewis y col., 1993). Se han propuesto
varios mecanismos para explicar los cambios observados en las propiedades interfaciales,
estos incluyen interacciones biofisicas con las proteinas del suero en los procesos de edema y
membrana hialina, disminucién del contenido de proteinas del surfactante debido a la
degradacion de estas por proteasas liberadas de los leucocitos y alteracion en la composicion
de los lipidos y proteinas del surfactante causado por radicales libres (Ryan y col., 1991 y
Pittet y col., 1997). Un mejor conocimiento en la contribucion relativa de estos mecanismos

pudiera ser Util para el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento del SDRA.
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Los resultados del presente trabajo contribuyen al conocimiento de este proceso al caracterizar
especificamente las alteraciones en los 4cidos grasos del SURFACEN® expuesto a radicales
libres y demuestra como estas alteraciones pueden ser revertidas en presencia de SP-A

porcina.
5.6 Conclusiones

e Se demostr6 que la SP-A porcina posee propiedades antioxidantes, evidenciadas por su
capacidad secuestradora del ‘OH, su posible actividad quelante de hierro y su
proteccion a mitocondrias y microsomas en los modelos in vitro evaluados, asimismo
la SP-A porcina protege al SURFACEN® de la accion oxidativa ejercida por el HCLO
y el ‘OH debido a la inhibicidn de la peroxidacion lipidica lo que se refleja en la menor

modificacion de las propiedades tensioactivas y en la proteccion en los PUFA.
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6. DISCUSION GENERAL

Recientes estudios han demostrado que la composicion del surfactante natural varia entre
especies (Bernhard y col., 2000). Estas diferencias en composiciéon se acentian cuando se
comparan diferentes preparaciones de surfactante de origen animal actualmente utilizadas en
clinica. A las diferencias en el procedimiento de extracciébn y produccion de la fraccion
tensioactiva del material pulmonar se suma la adicion de proporciones variables de algunos
componentes supuestamente beneficiosos como es DPPC suplementaria o 4acido palmitico

(Bernhard y col., 2000 y Riidiger y col., 2005) (tabla 11).

Los resultados de esta Tesis con relacion a las isotermas presion-area evidencian una superioridad
aparente de las propiedades interfaciales de SURFACEN sobre las de CUROSUREF. Este
comportamiento puede adquirir relevancia fisiolégica en el tratamiento de enfermedades
respiratorias donde la inactivacion del surfactante probablemente impone reducciones en su
disponibilidad para la interfase, y para cuyo tratamiento pueden requerirse no so6lo preparaciones
de surfactante que funcionen Optimamente sino que lo hagan a las menores concentraciones

posibles.

Alonso y col. (2004) han caracterizado las isotermas presion-area de SURVANTA y discuten que
las curvas se desplazan progresivamente hacia area mas pequefias, lo que es indicativo de que la
pelicula de surfactante se hace mas rigida con el tiempo, lo que sin duda va asociado a la pérdida
también progresiva del material fluido. En los resultados de esta Tesis, se observa que
CUROSUREF presenta un comportamiento similar al planteado por Alonso y col. (2004) con
SURVANTA. Mucho son los factores que pueden desencadenar este fenomeno ademas de la
presencia de componentes extraiios o ajenos a la composicion original del surfactante, afiadidos
durante el proceso de produccion. Las proteinas hidrofobicas del surfactante, SP-B y SP-C, son

responsables de estabilizar los reservorios de lipidos fluidos en la vecindad de la interfase (Ding y

80



Tabla 11. Composicion lipidica (% p/p del total de lipidos) del surfactante natural y de preparaciones de surfactante comerciales

SN CUROSURF® SURFACEN® | SURVANTA® ALVEOFACT® | INFASURF® | BLES®
(1,3,8,10,11) (5) (1,8,9,10,11) (1,11,12) (2,4,6,7) (13)
®
PL 80-90 99,0 91-95 84,0 88,0 NI NI
PC 70-85 78,0 65,0-71,4 62,0-87,0 82,0+1,4 70,0-83,0 79,0+ 1,6
-DPPC (%PC) | 36-54 31,0-56,0 44,3-46,8 70,0 39,0 41,0 41,6
PI 4-7 3,3-7,2 11,4-13,3 0,5 0,5+0,2 5,0 (PS)* 1,8 +0,3
PG 7-10 1,2-3,5 5,4-7,7 2,5-3,2 90+ 1,3 6,0 11,3+0,5
PE 3,0 4,5-7,5 3,7-4,8 2,2 3,0+£04 3,0 3,5+0,5
PS 5,0 1,2+1,1 1,1-1,8 3,7-4,8 NI NI NI
LPC 0,2 <1,0- 6,9 0,6-1,5 2,2 4,0+0,2 <1,0 1,5+£04
SM 2,0 1,84 £ 0,3 -|3,6-5,1 0,79+0,15- 4,8 | 0,46+ 0,09 2,0 2,6 0,5
8,1
CL 5,0 0,0 0,3-1,6 0,0 3,0 5,0 NI

1 Bernhard y col., 2000

2 Bloom y col, 1997

3 Chiesi Farmaceutici

4 Kahn y col., 1995

5 Manzanares y col., 1995

6 Notter y col., 1985

7 ONY L

Nota:

NI: No informado, *: el valor corresponde a PI+PS
SN: Surfactante Natural

8 Robertson y Taeusch, 1985
9 Ross, 1999

10 Rudiger y col., 2005

11 Seeger y col., 1993

12 Wauer y col., 1998

13 Yuy col, 1983

PL: Fosfolipidos

PC: Fosfatidilcolina

DPPC: Dipalmitoilfofatidilcolina
PI: Fosfatidilinositol

PE: Fosfatidiletanolamina

PS: Fosfatidilserina

LPC: Lisofosfatidilcolina

SM: Esfingomielina

CL: Colesterol



col., 2001; Takamoto y col., 2001 y Ding y col., 2003). De forma general los surfactantes
clinicos producidos a partir de fuentes naturales se caracterizan por un contenido mas bajo de
SP-B en comparacion a su material de partida. SURVANTA® posee la concentracion més baja
de SP-B en comparacion con ALVEOFACT®, y a su vez en comparacion con CUROSURF®
(Bernhard y col., 2000; Taeusch y col., 2002 y Riidiger y col., 2005) y posiblemente con
SURFACEN", ya que proviene de lavado pulmonar. Asi por ejemplo la adicion de SP-B a
SURVANTA" hace que la fase fluida permanezca a una alta presion de superficie lo que se
traduce en mejores propiedades tensioactivas durante la compresion y expansion dinamica
(Ding y col., 2001). Asimismo Notter y col. (2002) muestran como la SP-B es crucial para las
propiedades tensioactivas, incluyendo promover la adsorcion interfacial, disminuir la tensién
de superficie de forma dindmica y optimizar las curvas presion volumen durante ciclos de
compresion-expansion. SURVANTA®, al tener un 45 % menor en contenido de SP-B
comparado al surfactante natural de origen, presenta una menor capacidad de adsorcion, una
tension de superficie minima mayor y un menor efecto en las curvas presion-volumen de
animales deficientes en surfactante. Es interesante que la adicion de SP-B al 0,05% a
SURVANTA®™ no mejora estos indicadores, los cuales si fueron mejorados con la adicion de

0,7 % de la proteina.

Hay evidencias de que los surfactantes de origen natural actualmente disponibles presentan
diferencias importantes en sus efectos terapéuticos. La eleccion de un surfactante ideal puede
estar también determinada por la busqueda de un efecto terapéutico inmediato. Un ensayo
clinico aleatorizado dirigido a recién nacidos con SDRN donde se emplearon dos surfactantes
comerciales exégenos, BLES® y SURVANTA®, no mostré diferencias aparentes en la
respuesta al tratamiento, medida como mortalidad, dias en los que se requirié ventilacion o el
desarrollo de enfermedades cronicas. Sin embargo, los infantes tratados con BLES®™ mostraron
una respuesta clinica mas rapida en términos de mejora del indice de oxigenacion (Lam y col.,
2005). Asimismo otro ensayo clinico comparativo entre CUROSURF® y SURVANTA"
evidenci6 una menor fraccion de oxigeno inspirado en pacientes tratados con CUROSURF®
con relacion a los tratados con SURVANTA®™ (Ramanathan y col., 2004). Resultados con

SURFACEN® en un ensayo clinico comparativo con SURVANTA® realizado en neonatos
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con SDRN mostraron que a los 5 minutos de administrado el producto hubo una mejor
respuesta en la presion parcial de oxigeno en nifios prematuros a los cuales se les administro
SURFACEN® con relacion al grupo que recibi6 SURVANTA® (comunicacién personal). El
comportamiento superior de SURFACEN® con relacién a CUROSURF™ en las propiedades
interfaciales que se han analizado en esta Tesis, junto con los resultados por Alonso y col.
(2004) con SURVANTA® puede sustentar, al menos en parte, los resultados logrados en el

ensayo clinico comparativo con SURFACEN®.

El componente lipidico mayoritario y esencial en las preparaciones de surfactante comerciales
es la DPPC (Notter, 2000). Existen diferencias en su contenido, de manera que INFASURE®
tiene un 40 % de DPPC, SURVANTA"™ un 70 % (Berharnd y col., 2000) CUROSURF®
alrededor de un 35 % (Robertson y Curstedt, 1988 y Riidiger y col., 2005) o un 56 %
(Berharnd y col., 2000), BLES con un 41,6 % (Yu y col., 1983) y un 45 % en SURFACEN®
(Manzanares y col., 1995). Un estudio referido por Holm y col. (1996) demuestran que
mezclas de lipidos que contienen DPPC al 40 % en comparaciéon con un 60 y 80 % presentan
la isoterma presion-area mas favorable con respecto a las obtenidas con mayor proporcion de
DPPC, sugiriendo que surfactantes con relativamente menores contenidos en DPPC pudieran
servir como mejores surfactantes exdgenos. Estos resultados sustentan que a pesar de que la
DPPC es el componente tensioactivo mayoritario en el surfactante, la eficiencia de este
material para estabilizar la dinamica respiratoria es estrictamente dependiente del
mantenimiento de la complejidad composicional y estructural completa del sistema. Teniendo
en cuenta estos resultados podemos decir que la DPPC se encuentra probablemente en
SURFACEN® en una proporcién mas adecuada si se compara con la proporcién de DPPC en
SURVANTA®.

Parece importante la presencia en el surfactante de una proporcidon suficiente de especies
fosfolipidicas insaturadas. Esta fraccion insaturada dota al sistema surfactante de la suficiente
fluidez para desarrollar su papel dindmico en las diferentes estructuras en las que se
interconvierte el surfactante en el ciclo metabdlico alveolar. Un adecuado balance de especies

saturadas e insaturadas seria ademas responsable de la organizacion lateral de las membranas
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para generar la coexistencia de regiones ordenadas y desordenadas (Nag y col., 1998 y
Bernardino de la Serna y col. 2004). Las regiones ordenadas, constituidas esencialmente por
DPPC y una contribucion importante del colesterol, serian las responsables de estabilizar las
peliculas interfaciales a las mas bajas tensiones superficiales, al final de la espiracion. Las
regiones mds desordenadas y fluidas serian las directamente responsables de facilitar las
transiciones bicapa-monocapa tanto durante la adsorcion y formacion de la pelicula interfacial
como durante los procesos de re-extension de la pelicula interfacial previamente comprimida,
en las subsecuentes etapas de expansion, durante la inspiracion. Los resultados en esta Tesis
muestran que SURFACEN®™ y CUROSURF® presentan coexistencia de dominios condensados
con fase fluida, lo que esta probablemente determinado en esencia por el contenido en DPPC
y las especies insaturadas (Tabla 12). Esta coexistencia de fases ordenadas y desordenadas es
probablemente de diferente caracter que la que se observa en el surfactante natural en
presencia de un 5-10 % de colesterol, ya que la presencia de colesterol en SURFACEN® es
de s6lo alrededor del 1,3 % (Manzanares y col., 1995), siendo completamente nula su
presencia en CUROSURF™.

Recientemente Riidiger y col. (2005) han correlacionado la presencia de ciertas especies
lipidicas minoritarias, por ejemplo la fraccion de PL de acidos grasos poli-insaturados (PL-
PUFA), el colesterol, o los plasmaldgenos, con la formacion y sostenimiento del reservorio de
surfactante asociado a la superficie activa (Schiirch, 1995). Estos lipidos parecen promover la
formacion de estructuras lipidicas de tipo fase hexagonal invertida (Hy) (Yeagle, 1986), como
las que podrian requerirse para facilitar el transito de lipidos desde y hacia el reservorio
interfacial. Por otra parte, muchas de estas especies lipidicas minoritarias podrian ser también
importantes para mantener una baja viscosidad, lo que facilitaria el flujo y re-extension del
material tensioactivo a lo largo de todos los espacios alveolares. El estudio de Riidiger y
colaboradores encuentra diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas de viscosidad
de CUROSURFE®, ALVEOFACT® y SURVANTA®. Las menores cantidades de
plasmalogenos, PL-PUFA y colesterol d¢ SURVANTA hacen que éste alcance la menor
tension superficial con una relativamente elevada viscosidad, mientras CUROSURF®, con

mayores concentraciones de PL-PUFA y plasmalogenos, puede alcanzar la menor tension
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Tabla 12. Patrén de insaturaciones totales de SURFACEN®, CUROSURF® y SURVANTA" y
de sus PC y PE.

Acidos grasos (%) | SURFACEN® | CUROSURF®' | SURVANTA™"
Mono-insaturaciones 18,62 39,0 28,0
Poli-insaturaciones 7,24 26,0 6,0
Insaturaciones totales 25,86 68,0 34,0

PC
Mono-insaturaciones 12,55 16,7 9,1
Poli-insaturaciones 2,0 9,8 1,2
Insaturaciones totales 14,55 24,17 10,3
PE
Mono-insaturaciones 33,59 28,2 37,4
Poli-insaturaciones 11,16 40,0 15,4
Insaturaciones totales 44,75 68,2 52,8

' Rudiger y col., 2005
Los datos son expresados en % de la cantidad total de PL



superficial con una menor viscosidad. Es de destacar que CUROSURF® posee el mayor
porcentaje de fosfolipidos con 4cidos grasos mono-insaturados y poli-insaturados con relacion
a SURFACEN® y SURVANTA® (tabla 12). Este tipo de propiedades reoldgicas de los
materiales surfactantes terapéuticos estarian también asociadas a la existencia en los
surfactantes de un balance adecuado de fosfolipidos saturados e insaturados. SURFACEN®™
podria contener en este sentido un equilibrio de especies saturadas/insaturadas cercano al
natural, lo cual se asocia sin duda con el mejor comportamiento de sus propiedades
interfaciales. Estudios preliminares del comportamiento reologico de SURFACEN® a la
concentracion de 25 mg/mL mostraron que esta preparacion presenta una baja viscosidad y
exhibe un comportamiento aparentemente Newtoniano (datos no presentados), lo que sin duda

es favorable para su aplicacion por administracion a los pacientes por via endotraqueal.

Cada componente del surfactante tiene su propio papel, pero todos en su conjunto contribuyen
a su funcion comun. La PC es el componente principal en la disminucion de la tension
superficial. Sin embargo, la PC sola no puede servir como un sustituto del surfactante
pulmonar debido a que ésta no se extiende en la interfase aire-liquido rapidamente a la
temperatura fisiologica. El PG y el PI, pero no otros PL anidnicos, tienen propiedades
equivalentes en cuanto a promover buen comportamiento tensioactivo en el surfactante,
probablemente por actuar en cooperacion con las proteinas hidrofobicas SP-B y SP-C, que
favorecen el transito de las moléculas tensioactivas desde las estructuras en bicapa en que se
ensamblan y almacenan en los neumocitos, hasta la interfase aire-liquido respiratoria (Pérez-
Gil y col., 1992 y Pérez-Gil y Keough, 1998). SURFACEN® se caracteriza por presentar en
su composicion bioquimica el mayor contenido de PG que se haya informado para todos los
surfactante exdgenos comerciales y a su vez el mayor de PL anionicos (Manzanares y col.,
1995), esta particularidad puede contribuir a las mejores propiedades interfaciales de
SURFACEN® registradas en esta tesis. Es de particular interés este elevado porcentaje ya que
en pacientes con SDRA, la concentracion de PG se encuentra disminuida (Gunther y col.,
2001) por lo que una preparacion con mayor contenido del mismo podria ser especialmente

beneficiosa.
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SURVANTA", al igual que CUROSURF™, se obtiene a partir de macerados de pulmén, por lo
que son surfactantes con una proporcion relativamente elevada en PG y contaminantes de las
membranas, tales como PE, EM o LPC (Taeusch y col., 2002), los cuales no son considerados
buenos agentes tensioactivos. En este sentido SURFACEN® presenta las menores
concentraciones de estos contaminantes (Manzanares y col., 1995). A su vez, SURVANTA®
esta suplementado con DPPC, AP y TP, lo que puede acentuar aun mas un comportamiento
tensioactivo subdptimo comparado con el surfactante natural, como ha sido ya planteado por
Notter (2000) quien sugiere que la adicion de lipidos puede alterar la propiedad de los
surfactantes de disminuir la tension superficial a valores cercanos a cero en la compresion y de
promover histéresis reproducibles en ciclos repetidos de expansion y comprension. LoS
resultados de la presente Tesis en cuanto a la comparacion de las propiedades interfaciales
de SURFACEN® y CUROSURF® pueden estar también relacionados con una mayor
presencia de PL contaminantes de membrana en CUROSURF® (Tauesch y col., 2002).

Los pocos surfactantes enteramente sintéticos ensayados hasta ahora, como es el caso de
EXOSURF® y ALEC®, contienen esencialmente DPPC y PG, con una mayor proporcion de
DPPC en comparacion a los naturales, aproximadamente un 40 % mas. Estos surfactantes han
resultado ser poco efectivos en la terapia de enfermedades respiratorias (Anzueto y col., 1996
y Ainsworth y col., 2000) lo cual esta probablemente mas relacionado con la ausencia de las

proteinas hidréfobas en ellos.

Junto a su propiedad de disminuir la tension superficial en el pulmon, el surfactante pulmonar
tiene una funcion fundamental en la defensa pulmonar, aprovechando que se ubica sobre la
superficie alveolar. Algunos de los componentes del surfactante pulmonar que resultan ser los
responsables de la accion biofisica son los mismos que van a poseer propiedades relacionadas

con la defensa pulmonar.
En cuanto al TNF «, la principal citoquina pro-inflamatoria, los surfactantes evaluados han

mostrado la misma respuesta. Los resultados con SURFACEN® confirman lo referido en la

literatura al inhibir la produccion de TNF «. Tonks y col. (2001) demostraron que la DPPC
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inhibe significativamente la liberacion de TNF o en una linea de células monociticas y
sugirieron que el mecanismo por el cual se ejerce este efecto debe estar relacionado con la
alteracion de la fluidez de la membrana, ademas de que el componente fosfolipidico inhibe
tanto la actividad de la enzima NADPH oxidasa como la via del PAF actuando a través de las

enzimas biosintéticas asociadas a la membrana (Tonks y col., 2003).

La sepsis causada por microorganismos Gram negativos en pacientes con SDRA constituye la
principal causa de mortalidad, por lo que el empleo de modelos animales que reproduzcan los
aspectos fisiopatologicos del SDRA, es de vital importancia para completar la valoracion de la
actividad anti-inflamatoria de los surfactantes pulmonares. Los resultados con SURFACEN®™
evidencian sus propiedades anti-inflamatorias, puesto que resulta inhibir de forma significativa
indicadores claves de la inflamacién. Los resultados con SURFACEN® coinciden con los
obtenidos en el estudio del efecto de otros surfactantes tales como CUROSURF®, que también
han manifestado propiedades anti-inflamatorias (Van Helden y col., 1998 y Wu y col., 2002)
y que apoyan un papel protagonista de los lipidos y las proteinas hidrofobicas. En este sentido
se han obtenido resultados que sustentan el papel de las proteinas hidréfobas en la modulacion
de la funcién inmunolégica. Epaud y col. (2003) utilizando ratones transgénicos encontraron
que aquellos en los que se produce una sobreexpresion en los niveles de SP-B son los que
tienen reducidos los niveles de células inflamatorias y de citoquinas pro-inflamatorias. A su
vez se ha informado que la SP-C es capaz de unir y eliminar el LPS (Augusto y col., 2002 y
2003a).

SURVANTA" es capaz de inhibir la produccion de 6xido nitrico y el componente responsable
es la SP-B, la cual ejerce su efecto a nivel de la 6xido nitrico sintasa (Miles y col., 1999).
También se ha informado que el CUROSURE® inhibe la expresion de la SPLA, en un modelo
animal de dafo agudo pulmonar y el mecanismo por el cual ejerce este efecto es a través de la

disminucion del TNF a (Wu y col., 2002).

Existe una estrecha relacion entre los indicadores inflamatorios evaluados in vitro en esta

Tesis y los procesos sépticos que ocurren en el pulmon. Asi por ejemplo, la emigracion de los
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neutrofilos al sitio de inflamacion aguda ocasionada por la Escherichia coli es mediada por
una compleja adhesion de leucocitos (CD11/CD18). La molécula de adhesion ICAM-1 es un
ligando endotelial inducible para CD11a/CD18 y para CD11b/CD18. Asi, la endotoxina de
Escherichia coli incrementa la expresion de ICAM-1 produciendo emigracion a través de un
mecanismo dependiente de CD18 en pulmon de conejo, y sugirieron que el mecanismo de
adhesion puede ser regulado por la expresion de moléculas de adhesion endotelial. Durante los
procesos de neumonias y dafio agudo pulmonar existe un incremento en la expresion de
ICAM-1, evidenciando que esta molécula constituye un marcador temprano de dafio pulmonar
(Burns y col., 1994). Los resultados logrados con SURFACEN® muestran que es capaz de
inhibir la expresion de ICAM-1. Sin embargo, en la literatura se refieren pocos resultados y a
su vez contradictorios en cuanto al comportamiento de los surfactantes y las moléculas de

adhesion.

Los surfactantes exdgenos manifiestan un comportamiento variable cuando se enfrentan a
patogenos causantes de enfermedades pulmonares. Los resultados en esta Tesis muestran que
SURFACEN® posee propiedades antibacterianas intrinsecas frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas. En la actividad antibacteriana de las preparaciones de surfactantes
parece tener una importante contribucion el contenido en SP-B, y la presencia de péptidos
anti-microbianos. La SP-B presenta homologia secuencial con un péptido de reconocida
actividad antibacteriana siendo capaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli (Kaser y
Skouters, 1997). Considerando que el contenido en SP-B en las diferentes preparaciones de
surfactante es muy variable (Bernhard y col., 2000 y Taeusch y col., 2002), parece justificado
que aquellos surfactantes con menor contenido en SP-B, como es el caso de SURVANTA®,
sean menos efectivos como agentes antipatogénicos. La presencia adicional de péptidos
antimicrobianos ha sido confirmada en el surfactante porcino CUROSURF® (Harwig y col.,
1995 y Wang y col., 1999). Por otra parte se ha informado que la DPPC es capaz de reducir la
toxicidad celular asociada a las citolisinas producidas por Streptococcus del grupo B (Nizet y
col.,, 2002). Los resultados de la presente tesis muestra que la DPPC, no solo inhibe el
Streptococcus del grupo B sino ademas puede exhibir este efecto en otros microorganismos, a

su vez se informa el efecto antimicrobiano del PG. Sin embargo, no todas las preparaciones de
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surfactante inhiben el crecimiento de este patdogeno, de manera que puede inferirse que en lo
que se refiere a esta actividad, el comportamiento de la DPPC depende del contexto

composicional de cada surfactante particular.

El analisis de los 4cidos grasos del principal componente PL, la PC de SURFACEN® (tabla
12) y los de CUROSURE" referidos por Riidiger y col. (2005) muestra que la PC de
SURFACEN® posee un 14,55 % de PUFA mientras que la de CUROSURF® posee un
24,17 %. Asimismo ¢l contenido de PUFA en la PC de SURFACEN" es de 2 % siendo de un
9,8 % para la de CUROSURF". El surfactante pulmonar enddgeno se caracteriza por un
contenido relativamente bajo de PL-PUFA (aproximadamente un 35 % del peso del
surfactante), lo que esta asociado con su funcion. Sin embargo este porcentaje no escapa a la
peroxidacion lipidica debido a que el pulmoén estd expuesto a estrés oxidativo asociado a la
inhalacion del oxigeno presente en el aire, a la exposicion a trazas de metales y a otros
componentes en la contaminacion ambiental. EI menor porcentaje de insaturaciones
encontrado en las fosfatidilcolinas de SURFACEN® en comparacién con CUROSURF® puede
sugerir que SURFACEN® estaria menos expuesto al dafio oxidativo, lo cual lo haria méas
eficiente en condiciones de inactivacion del surfactante. Ello se sumaria a las mejores
propiedades interfaciales evidenciadas por SURFACEN® en comparacion con las de

CUROSURF®, lo que se deduce de los resultados de este trabajo.

En el contexto del estrés oxidativo que ocurre en el SDRA el efecto antioxidante que pueda
ejercer la SP-A reviste especial importancia en las enfermedades respiratorias de caracter
inflamatorio. Los resultados de esta Tesis muestran el efecto antioxidante de la SP-A porcina,

comprendido en el intervalo fisiologico.

Los estudios llevados a cabo en esta Tesis demuestran por primera vez los cambios en la
composicién de los lipidos de SURFACEN®, asi como en mitocondrias y microsomas de
pulmén sometidos a condiciones de estrés oxidativo, manifestado en una disminucion de los
acidos grasos poli-insaturados. Las alteraciones que tienen lugar en la composicion de los

acidos grasos de mitocondrias y microsomas juegan un papel importante en los mecanismos
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de dafio celular. Asimismo la peroxidacion de los acidos grasos de los PL del surfactante
pulmonar conlleva a una alteracioén potencialmente importante de las propiedades estructurales
y funcionales de las membranas y peliculas tensioactivas. Es importante destacar que la
composicion de 4cidos grasos de SURFACEN® difiere de la de las membranas mitocondriales
y microsomales, como se ha visto en los analisis de composicion de estas membranas.
SURFACEN" contiene un 69,67 + 1,5 % de PUFA, principalmente acido palmitico, y
solamente 7,25 + 0,37 % de PUFA, mientras que los microsomas y mitocondrias de pulmoén de
rata contienen 24,95 + 4,04 % y 28,59 + 2,87 % de PUFA, respectivamente. Estos resultados
sugieren que la SP-A porcina es capaz de ejercer proteccidon no solamente al sistema
surfactante, sino que potencialmente puede ampliar su accion a las mitocondrias y microsomas

del pulmon.

El mecanismo por el cual la SP-A reduce la peroxidacion lipidica no estd bien establecido.
Estudios dirigidos por McCormack revelan que la SP-A puede limitar la reaccion en cadena de
los radicales libres por actuar como secuestrador de radicales peroxil lipidicos, y por tanto
bloquear la peroxidacion lipidica protegiendo los acidos grasos poli-insaturados del dafio
oxidativo (McCormack, 1998). Los resultados del presente trabajo contribuyen a la
comprension de los mecanismos de accién de la SP-A al sugerir que la proteina actia como
secuestrador de radicales hidroxilos e hipocloroso y que presenta una posible actividad
quelante de hierro. En las células pulmonares la SP-A puede tener un efecto similar al
observado sobre mitocondrias y microsomas, protegiendo del efecto citotoxico producido
durante el estrés oxidativo a las membranas pulmonares, donde los hidroperoxidos de acidos

grasos pueden estar presentes.

La aplicacion terapéutica de las preparaciones de surfactante dirigidas a pacientes con SDRA
han transitado por informe de casos, tratamientos clinicos no controlados y pequefios y
estudios clinicos controlados, aleatorizados y multicéntricos. Informes de caso demostraron
que la administracién de preparaciones de surfactante exdgeno administrado a pacientes con
severo SDRA result6 en un mejoramiento inmediato de la oxigenacion y la radiologia (Spragg

y col., 1994). Subsecuentes ensayos donde se involucran un mayor nimero de pacientes
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confirmaron estas observaciones (Willson y col., 1996). Posteriormente se han realizado
ensayos clinicos controlados, aleatorizados y multicéntricos para conocer si este tratamiento
puede influir en indicadores mas relevantes como dias sin ventilacion o la mortalidad. En este
sentido se han realizado tres ensayos clinicos relevantes. En un primer estudio con
EXOSURF®, no se obtuvieron diferencias en la respuesta fisiologica, en los dias sin
ventilacion y la mortalidad (Anzueto y col., 1996). Posteriormente se realizd un ensayo clinico
de fase II en el cual se empleo SURVANTA®, que permitio detectar diferencias en la
mortalidad a favor del grupo tratado (Gregory y col., 1997). Sin embargo, posteriores ensayos
clinicos no han mostrado diferencias significativas en los indicadores mencionados, como por
ejemplo en un ensayo clinico de fase III con el surfactante recombinante VENTICUTE
(Spragg y col., 2003). No obstante es interesante destacar que un analisis post hoc demostrd
diferencias en la mortalidad en el grupo de pacientes con dano directo producido por agentes
tales como neumonias o aspiracion. De estos resultados se infiere que un surfactante natural
como es SURVANTA® presenta mayores posibilidades de ser eficaz en enfermedades
respiratorias mas complejas en comparacion con los sintéticos. Un estudio en animales de
experimentacion evidencio que el BLES® era capaz de lograr una mejor respuesta en el
intercambio gaseoso en comparacién con SURVANTA® (Lewis y col., 1996) corroborando la
ventaja de los surfactantes obtenido de lavados sobre los producidos a partir de tejido

pulmonar triturado.

Las diferencias mencionadas en lo que se refiere a los resultados clinicos (SDRN y SDRA)
sugieren que el disefio y optimizacion de preparaciones tensioactivas mejoradas, mas
semejantes a los complejos de surfactante natural que las actuales preparaciones de uso
clinico, es factible. La utilizacion de mejores preparaciones podria ofrecer mayores
posibilidades terapéuticas al tratamiento de enfermedades pulmonares, donde dichas
diferencias deben quedar mas manifiestas en aquellas enfermedades respiratorias donde la
inflamacion y el estrés oxidativo suponen elementos adicionales de reduccion de la cantidad

de material surfactante operativo disponible.
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Aunque aun no esta todavia claro si la mortalidad del SDRA pueda ser reducida con la terapia
con surfactante, si esta claro que mejora la oxigenacion, mejora la compliance pulmonar y
disminuye la necesidad de soporte ventilatorio. A su vez hay que tener presente que la
efectividad de una preparacion de surfactante depende de muchos factores ademas de su
composicion bioquimica en lo que se refiere a la proporciéon de fosfolipidos de mayor
capacidad tensioactiva o al porcentaje de proteinas. El nimero de dosis de surfactante ex6geno
aplicadas, la técnica utilizada para su administracion o la presencia o no de sustancias
inactivantes en las vias aéreas son elementos adicionales que van a influir en la respuesta al
surfactante exdgeno (Lewis y Veldhuizen, 2003). Por tanto se necesitan estudios mas extensos
para dilucidar estos aspectos, asi como profundizar en el estudio de la funcion del surfactante

en la regulacion inmune del pulmon.

Los resultados de esta Tesis, tanto en las propiedades biofisicas como en las anti-
inflamatorias y antibacterianas, permiten proponer que SURFACEN® es una preparacion
potencialmente Gtil para el tratamiento de pacientes con SDRA, por otra parte su
enriquecimiento con SP-A permitira disponer de una preparacion farmacéutica mas eficiente.
Los datos brindados son de vital importancia teniendo en cuenta que no se dispone a nivel
internacional de una terapia definitiva y por tanto Cuba se ubica entre los pocos paises del
mundo que puede disponer de este tipo de preparacion farmaceutica y que por demas
constituye un reclamo a nivel estatal, lo cual servird sin duda, como una terapia

complementaria necesaria para este tipo de pacientes.
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7. CONCLUSION GENERAL.



7. CONCLUSION GENERAL

e Se comprueba que SURFACEN® posee cualidades biofisicas, anti-inflamatorias y
antibacterianas que lo hacen un buen candidato como medicamento a evaluar en
ensayos clinicos del Sindrome de Distres Respiratorio Agudo. A la vez que la adicion

de la SP-A puede resultar conveniente para la innovacion futura de SURFACEN®.
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8. RECOMENDACIONES.



8. RECOMENDACIONES
1. Iniciar los ensayos clinicos con SURFACEN® dirigidos a pacientes con SDRA.
2. Desarrollar investigaciones tendientes a disponer de una SP-A apta para los fines de
innovar el producto.

3. Continuar profundizando en los siguientes aspectos:

Caracterizacion de la composicion bioquimica de SURFACEN, especificamente de las
especies moleculares de la fosfatidilcolina y de los lipidos minoritarios, asi como su
relacion con las propiedades interfaciales y morfologicas.

Corroborar los hallazgos del efecto antibacteriano de SURFACEN en modelos de
infeccion in vivo.

Valorar la eficacia de la mezcla SURFACEN-SP-A porcina en el tratamiento del dafio
agudo pulmonar en un modelo in vivo.
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GLOSARIO

ADNCc: acido desoxiribonucleico complentario
ARNm: acido ribonucleico mensajero

BAEC: Células endoteliales de la aorta bovina
BHT: Di-ter-butilhidroxitolueno

CL: Colesterol

CLS: Surfactante natural de ternero

CLSE: Extracto de surfactante pulmonar de ternero
cpm: centelleo por minutos

DAP: Dafio agudo pulmonar

DG: Diacilglicerol

DMSO: Dimetilsulféxido

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina

DPPG: Dipalmitoilfosfatidilglicerol

DRC: Dominio de reconocimiento de carbohidrato
EEM: Error estandar de la muestra

ERO: Especies reactivas del oxigeno

ESPNP: Extracto surfactante pulmonar natural porcino
FRA: Fallo respiratorio agudo

HCLO: Acido hipocloroso

ICAM-1: Molécula de adhesion celular integrina-1
IL-1B: Interleuquina 1

LB: Langmuir-Blodgett

LBP: Lavado pulmonar porcino

LPC: Lisofosfatidilcolina

LPH: Hidroperoxido de 4cido linoleico

LPS: Lipopolosacarido

MDA: Malonil dialdehido

MPB: Proteina unidora de manosa

MPO: Mieoloperoxidasa

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NBD-PC: [1-palmitoil, 6-(N-7-nitrobenz-2o0xa-1,3-diazol-4-i1)-PC (NBD- PC)]
NF-«B: Factor nuclear Kb

OH: Radical hidroxilo

ONOQO: Radical peroxinitrito

PAF: Factor activante de plaquetas

PC: Fosfatidilcolina

PG: Fosfatidilglicerol

PI: Fosfatidilinositol

PL: Fosfolipidos

PL-PUFA: Fosfolipidos con acidos grasos poli-insaturados
PMA: forbol miristil 13 acetato



PMN: Polimorfonuclear

PRATRB: Productos reactivos al acido tiobarbitarico
PS: Fosfatidilserina

PUFA: Acidos grasos poli-insaturados

SDRA: Sindrome de Distress Respiratorio Agudo
SDRN: Sindrome de Distress Respiratorio del Neonato
SM: Esfinomielina

SP-A: Proteina del surfactante A

SP-B: Proteina del surfactante B

SP-C: Proteina del surfactante C

SP-D: Proteina del surfactante D

sPLA,: Fosfolipasa A, de secrecion

SPN: Surfactante pulmonar natural

SPNP: Surfactante pulmonar natural porcino

TA: Triacilglicerol

Tm: Temperatura de transicion de fases

TNFa: Factor de necrosis tumoral

TSA: Agar triptona soya

TSM: Tension superficial minima

UFC: Unidades formadoras de colonia



