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RESUMEN

En Cuba no se dispone de un surfactante idéneo para el tratamiento del sindrome de distrés respiratorio agudo
(SDRA), y se desconoce si el SURFACEN® y la SP-A reunen las cualidades que permitan formular un producto
adecuado para tales fines. Por ello, se evaluaron las propiedades biofisicas, antiinflamatorias y antimicrobianas del
SURFACEN®, asi como la actividad antioxidante y antibacteriana de la SP-A, para determinar si constituyen bases
farmacolégicas para la nueva indicacién terapéutica. Los resultados demostraron que el surfactante cubano presenta
propiedades biofisicas similares al surfactante nativo. Se destaca por poseer propiedades interfasiales superior a
CUROSURF®, y por sus caracteristicas termotrépicas, cualitativamente diferentes en comparacioén con las preparaciones
homélogas. Asimismo, su accién antiinflamatoria en modelos in vivo disminuye el edema pulmonar, la actividad
mieloperoxidasa, las concentraciones de malondialdehido, las células inflamatorias totales y restablece la relacién
macréfago-polimorfonuclear. En un modelo de pleuresia, con una dosis de 100 mg/kg, disminuyé el grado de
exudado pleural y mostré un efecto comparable con la indometacina. En ensayos in vitro, inhibié la produccion de
factor de necrosis tumoral a (TNF a) en monocitos activados, asi como la expresion de la molécula de adhesién
ICAM-1 en células endoteliales. Los estudios con cinco cepas patégenas demostraron que posee actividad antibiética
frente a bacterias grampositivas y gramnegativas causantes de infecciones respiratorias. La SP-A porcina evidencié
actividad secuestradora para el radical hidroxilo y el dcido hipocloroso, asi como capacidad quelante de hierro,
ademds de un efecto protector a mitocondrias y microsomas del pulmén expuestos al radical hidroxilo. A su vez, la
SP-A protegié al SURFACEN® de la accién oxidativa generada por el dcido hipocloroso y por el radical hidroxilo. Esto
se constaté por la inhibicion de la peroxidacion lipidica y la menor modificacion de las propiedades tensoactivas, asi
como por la proteccién de los dcidos grasos poliinsaturados de SURFACEN®. Las nuevas propiedades biofisicas y las
inmunomodulatorias sirven de fundamento farmacolégico para una futura formulacién farmacéutica, a partir de
este surfactante y de esa proteina, para el tratamiento del sindrome de distrés respiratorio agudo. Este estudio
contribuye a la busqueda y sustentacién de una formulacién farmacéutica que pueda constituir la terapia de
eleccién a un problema no resuelto aun en nuestros dias.
Palabras claves: surfactante pulmonar, sindrome de distrés respiratorio agudo, SURFACEN®, proteina
del surfactante A, propiedades biofisicas, antiinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas

Introducciéon
1. Lewis JF, Jobe AH. Surfactant and the

El surfactante pulmonar es una mezcla compleja de
lipidosy proteinas especificas, conocidas como: SP-
A, SP-B, SP-Cy SP-D, que cubre el epitelio alveolar,
cuya funcién fundamental es disminuir la tension
superficial enlainterfaseaire-liquido en el alvéolo, y

asi evitar el colapso alveolar y permitir unarespiracion
adecuada [1]. Ademés, se le reconocen importantes
funciones en ladefensadel pulmén [2]. El surfactante
pulmonar es imprescindible: cualquier deficiencia o
inactivacion puede ocasionar graves enfermedades
pulmonares. El sindrome de distrés respiratorio del

neonato (SDRN) se caracteriza por una inmadurez
de los neumacitos tipo |1, por lo que no pueden
sintetizar y secretar las cantidades necesarias de
surfactante pulmonar. En losafios 80 del siglo XX, la

. Autor de correspondencia

aplicacion terapéutica de un surfactante pulmonar,
obtenido de fuente animal, SURVANTA ®, apacientes
con SDRN resulto eficaz [3]. Posteriormente, se han
fabricado unas pocas preparaciones farmacéuticas,
conocidas como surfactantes naturales modificados
o surfactantes naturales exdégenos, entre ellas,
SURFACTANT TA® (Tokoyo Tanabe, Japdn),
ALVEOFACT® (Boehringer Ingelheim, Alemania),
CUROSURF® (Chiesi Pharmaceuticals, Italia),
INFASURF® (Laboratorios Forest, EE.UU.), BLES®
(BLES Biochem, Canadd), que han mostrado su
eficaciaen este sindrome[4, 5]. Estas preparaciones
sediferencian en su fuente y método de obtencién, lo
cual repercute en su funcion tensoactiva [6] y de
defensa[7].
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El sindrome de distrésrespiratorio agudo (SDRA)
se caracteriza por un dafio en el parénquima
pulmonar, que compromete larespiracién normal en
estos pacientes. Es un evento complejo, en el cual
intervienen procesos inflamatorios, infecciosos y
oxidativos. Ello representa un serio compromiso para
lavidade estos pacientes; setratade un problemano
resuelto, con una mortalidad del 40% en paises
altamente desarrollados[8]. El surfactante pulmonar
se afecta seriamente desde el punto de vista
bioguimico y biofisico [9, 10], lo que a su vez,
perturba la respuesta defensiva en el pulmén. Esto
se debe a que los mediadores proinflamatorios y las
proteinas plasmaticas asociadas al edema que se
liberan a los espacios alveolares, asi como los
productos oxidativos, desencadenan una inhibicién
severa del sistema surfactante. Esto justifica la
necesidad de una preparacion de surfactante, capaz
de solucionar esta afeccion. A pesar de que se han
realizado algunos ensayos clinicos con las diferentes
preparaciones, estas no han sido eficaces [8].
Recientes estudios han mostrado que muchas de las
preparaciones de surfactante, utilizadas en ensayos
clinicos, son marcadamente més susceptibles a la
inhibicion por componentes plasmaticos que el
surfactante natural [11].

En tal sentido, se plantea que estas preparaciones de
surfactantes son «subOptimas», y se ha subvalorado la
importanciade algunos componentes, asi como laforma
en que estos quedan ensamblados. Por tanto, un
surfactante que seasemegiemésa natural, tendramayores
posibilidades de ser eficaz en €l tratamiento del SDRA.
Cuba dispone de un surfactante de origen natural,
SURFACEN®, quehademostrado ser eficazenel SDRN
[12] y que presenta peculiaridades en su composicién
bioguimica en relacion con otros surfactantes, lo que
hace suponer que pueda ser un buen candidato para el
tratamiento del SDRA. Sin embargo, sus propiedades
biofisicas no se han caracterizado detalladamente, sobre
todo aconcentracioneslimitantes, como las que pueden
estar digponibles en losespaciosaveolaresen condiciones
deinactivacion. Tampoco se han evaluado |as propiedades
antiinflamatoriasy antibacterianasde SURFACEN®, las
cuales son devital importanciaparasu futuraaplicacion
en e SDRA. Ademés, es necesario tener en cuenta
efecto de la adicion de la proteina SP-A a las
preparaciones de surfactante. Esta proteina no esta en
ningunade | as preparaciones de surfactantes comerciaes,
aunque realiza funciones esenciales en la defensa
pulmonar: opsoniza, aumentalafagocitosisy alteralos
mediadores de la respuesta inflamatoria [5]. Sus
propiedades anti oxidantes adquieren especid relevancia
en el SDRA, aungue se han presentado resultados
contradictorios en cuanto a su efecto en las especies
reactivas del oxigeno [2]. El efecto dela SP-A, obtenida
especificamente de pulmones porcinos, no se conoce.
De ahi que entre los objetivos de esta investigacion
estuviera determinar las bases cientificas que sustenten
el empleo deun buen candidato terapéuticoen el SDRA,
yaque estereline las mejores propiedades farmacol dgicas,
de acuerdo con lafisiopatologiadel SDRA.

Materiales y métodos

Ladefinicion delos modelosin vitro del estudio dela
actividad biofisica, comprende la evaluacion de las
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caracteristicas interfasiales y morfoldgicas, asi como
Su comportamiento termotrdpico, en comparacion con
otras preparaciones de surfactante homologas. La
definicion delosmodelosinvitro ein vivodel estudio
de la actividad antiinflamatoria y antioxidante se
fundamento en la seleccion de aguellos relacionados
con algunos de los mediadores proinflamatorios y
prooxidantes de mayor potencialidad de dafio.

Propiedades biofisicas

Las propiedades interfasiales se realizaron mediante
isotermas presion-area (p-A) en la balanza de
Wilhelmy, en medio organico y acuoso [13]; las
interfasiales-morfol dgicas, mediante isoterma p-A de
compresiony obtencién delasimagenesdetransiciones
de fases por microscopiade epifluorescencia[14]; las
caracteristicas termotropicas (temperatura de
transicion de fase: Tm), mediante calorimetria
diferencial de barrido. Se emplearon los siguientes
productos: surfactante pulmonar natural porcino
(SPNP), extracto organico de surfactante pulmonar
porcino (ESPNP), SURFACEN® y CUROSURF®.

Efecto antiinflamatorio, antibacteriano y
antioxidante de SURFACEN®

La determinacion de las propiedades antiinflamatorias
se realiz6 mediante un modelo de choque séptico por
lipopolisacérido (LPS) enratonesBalb/c, y sevaloré e

edema pulmonar por € método gravimétrico. Se empled
un modelo de dafio agudo pulmonar en ratas, inducido
por LPSy se evaluaron los siguientes indicadores de
dafio: células totales, diferencia celular [15], actividad
mieloperoxidasa (MPO) [16] y concentracion de
malondia dehido (MDA) [17]. Ademés, se determind
la concentracion de TNFa en monocitos activados,

mediante &l ensayo de citotoxicidad enlalineacelular L

929 [18], asi como la expresidon de la molécula de
adhesion ICAM-1, por e método colorimétrico con 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
[19]. En laevaluacion de la actividad antibacteriana, se
determiné € crecimiento bacteriano por € método de
suspension cuantitativapor diluciény conteo [20, 21].

Laactividad antioxidante se midié por e secuestro del

anion superdxido, generado por @ sistemaxantinalxantina
oxidasa[22].

Efecto antioxidante y antibacteriano de la SP-A

Ladeterminacidn delaactividad antioxidante serealizd
mediante el ensayo de la 2-desoxi-D-ribosa [23], la
peroxidacion lipidica de mitocondrias, microsomasy
SURFACEN® por €l sistema Fenton [24], seguido por
la extraccion de lipidos, € andlisis de &cidos grasos
por cromatografia gaseosa, el secuestro de acido
hipocloroso (HOCL) [25], ademés de |a actividad
tensioactiva en € surfactometro de burbuja pul sétil
[26]. La determinacion de la actividad antibacteriana
serealizd mediante el ensayo del halo deinhibicién del
crecimiento microbiano [27].

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como lamediay el error
estandar de esta (EEM). Los datos se evaluaron
estadisticamente por una prueba no paramétrica
(Kruskal-Wallis). Las diferencias significativas se
consideraron para p menor que 0.05 (paquete
estadistico STATGRAPHICS, version 3.1 para
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Windows). En el experimento de cal orimetria se utili-
z6 el programaOrigin, versién 7. En € edemapulmonar
se utilizo el Modelo Lineal General: PS.x= PH .+
Tas + E, donde: T es el tratamiento, PH es el peso
himedo, PSesel peso secoy E esdl error. Paraello se
utilizé el programa SAS, version 8,02 TS nivel 02MO
(de 1999 a 2001).

Resultados y discusién

Propiedades biofisicas

Los resultados de la evaluacion de SURFACEN®

mostraron que lasisotermas p-A se caracterizan por
curvas reproducibles, con mesetas de exclusion
(compresién) y de reinsercién (expansion) largas,

similaresal extracto organicoy a surfactante natural,

y con presiones de superficie maxima cercanas a 70
mN/m, similaresal SN. Se destacala superioridad de
las isotermas p-A de SURFACEN ® sobre las de
CUROSUREF (figural). Si se comparan lasp méximas
y las minimas de cada ciclo de estas preparaciones,

SURFACEN ® fue significativamente superior al

ESPNP (p=0.002), apesar de que el comportamiento
cualitativo de las isotermas ciclicas es més parecido
e, incluso, mejor en el ESPNP. Estos datos mostraron
la superioridad de SURFACEN® con respecto a
CUROSURF® (p = 0.001). A su vez, es necesario
resdltar que al final delaexpansion selogro obtener p
minimas sostenidas en SURFACEN®. Esta prepa
racion presentd un comportamiento dindmico en
compresion cualitativamente similar al del ESPNP
(figura 2). Desde el punto de vista estructural, se
comprob6 que SURFACEN® muestra dominios
condensados que se inician ala p 22 mN/m, lo que
indica la presencia de dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) en coexistencia con una fase fluida, los que
desaparecen a la p de 40 mN/m. Presenta un
comportamiento de coexistencia de fase gel-liquido
cristalina, similar a las preparaciones homdlogas

ensayadas. Se determiné que las propiedades
termotrépicas de SURFACEN® se caracterizan por

poseer una fase de transicién amplia entre 15 y 50
°C, con una Tm de 28.05 °C. Estos resultados avalan

que las peliculas de SURFACEN® muestran procesos
de separacion lateral de fases similares a los del

surfactante nativo y propiedades termotrépicas
consistentes en transiciones de fases complejas. En

conjunto, estas caracteristicas funcionalesy estruc-
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turales reproducen en gran medida el comportamien-
to del sistema surfactante nativo.

Efecto antiinflamatorio, antibacteriano y
antioxidante de SURFACEN®

Los resultados de |a evaluacion de SURFACEN? en
el model o de shock séptico por LPS en ratones Balb/
¢, mostraron que €l tratamiento con SURFACEN?
Ilevé aunadisminucion significativadel peso himedo
del pulmén [28]. La evaluacién de SURFACEN® en
un modelo de dafio agudo pulmonar en ratas indic
gue el tratamiento con SURFACEN ®, una hora
después de administrado el LPS, disminuyé el nimero
de células inflamatorias y restablecié la proporcion
de macrofagos y polimorfonucleares, inhibio la
actividad de la enzima MPO y, ademas, disminuyo
las concentracionesde MDA (Tabla1). Laevaluacidn
de SURFACEN? en el modelo clésico deinflamacion
local agudasistémica(pleuresia), indico quealadosis
de 100 mg/kg disminuyd el grado de exudado pleural
en ratas, al provocar un efecto comparable con la
indometacina. Este resultado constituye la primera
demostracion del efecto antiinflamatorio del
surfactante pulmonar fuera del pulmén [29].
SURFACEN? inhibi6 la produccion de TNF a en
monocitos humanos estimulados con LPS, y
disminuy6 la expresiéon de ICAM-1, importante
mol éculade adhesion queinterviene en lainteraccion
deleucocitos con células endoteliales vascul ares, paso
esencia en el proceso inflamatorio [28]. Laincubacion
de SURFACEN® con las bacterias grampositivas:
Streptococcusagal actiae, Sreptococcus pneumoniae
y Staphylococcus aureus, y con las bacterias
gramnegativas: Klebsiella pneumoniae y Escherichia
coli provocéd una disminucion de las unidades
formadoras de col onias dosi s dependientes, expresada
como un aumento en la reduccion del crecimiento
microbiano [30]. A la concentracion de 2.5 mg/mL,
SURFACEN? inhibié la produccién de aniones
superéxido en 61%.

Efecto antioxidante y antibacteriano de la SP-A

La SP-A porcinainhibe, de forma dosis dependiente,
laformacion de especiesreactivasen el ensayo dela2-
desoxi-D-ribosa, a acanzar el 75% de inhibicién ala
concentracion de 1 mg/mL y mostré propiedades
secuestradoras de radicales hidroxilo (OH) [31]. La
SP-A porcinatuvo un efecto significativo enlareduccion
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Figura 1. Isotermas de compresion-expansién ciclica de monocapas de SURFACEN® (A) y CUROSURF® (B) y ESPNP (C) en medio
orgdnico. Las monocapas se comprimieron y expandieron a temperatura constante (25 °C), durante 10 ciclos consecutivos, y se
registraron los cambios de presién superficial en funcién del érea. Las flechas con sentido hacia arriba o hacia abajo indican el
comienzo de la compresién o expansién, respectivamente. La curva roja representa el primer ciclo y la verde el décimo ciclo. Las

curvas son el promedio de tres repeticiones.
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Figura 2. Valores de presién de superficie méxima (p) y minima de ESPNP, SURFACEN® y CUROSURF® en solucién organica,
obtenidos a partir de las isotermas p-A en funcién del numero de ciclos. Los datos se expresan como la media + EEM de tres
experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

de la generacion de OH' a partir de H,O, dependiente
deiones, probablemente por quelacién de hierro [31].
Ademés, fue capaz derevertir el dafio ocasionado por
el &cido hipocloroso en el SURFACEN?, que provocé
un aumento en latension superficial, al restablecerlaa
los valores normales presentes en SURFACEN?[32].
Estos resultados contribuyen ala comprension de los
mecanismos de accion de la SP-A a sugerir que la
proteinaactiiacomo secuestrador deradicaleshidroxilo
e hipocloroso y que presenta una posible actividad
quelante de hierro, teniendo en cuentaque € mecanismo
por el cud la SP-A reduce la peroxidacién lipidica no
esta bien establecido.

La SP-A porcinainhibe la oxidacién de los &cidos
grasos poliinsaturados (peroxidacion lipidica)
presentes en SURFACEN?, principalmente el &cido
araguidonico, en formadosis dependiente. De manera
gue se obtuvo el 60% deinhibicidn alaconcentracién
de 2.0 ug/mL y el 73.6 % de inhibicién a la
concentracion de 4.0 ug/mL, lo queseevidenciéenla
inhibicion de la emision de la luz (figura3) y en €
andlisis de la composicién de acidos grasos [33].
Estos resultados demostraron que la SP-A porcina
protege los fosfolipidos del surfactante del dafio
oxidativo; ejerce un efecto inhibitorio en la
peroxidacién de membranas celulares (mitocondrias
y microsomas), con un efecto dosis dependiente y
logralos mayores valores en mitocondrias. De manera
gue 5 mg de SP-A provocan €l 100% de inhibiciony
con 7.5 mg de SP-A se produce el 51.2 + 3.48% en

Tabla 1. Conteo de células totales, actividad MPO y
concentracién de MDA en el modelo de dafo agudo
pulmonar. Efecto del SURFACEN®

Células totales MPO MDA,

e 10°/mL U/mL nmol/L

Solucién B 0.006 +  0.045 +
salina 36.67 £4.56 0.001°  0.006°
LPS 938.10 + 0.412+  0.070 +
211.60° 0.120° 0.005°

LPS+ 388.96 + 0.134%  0.060 +
SURFACEN® 101.44¢ 0.020¢ 0.003¢
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microsomas [34]. Estos resultados sugieren que la
SP-A porcina puede gjercer proteccion no solamente
al sistema surfactante, sino que, potenciamente,
puede ampliar su accién a las mitocondrias y los
microsomas del pulmon.

LaSP-A porcina(0.25; 0.5y 1 mg/mL) ocasiong,
en forma dosis dependiente, un halo de inhibicién
de 22, 26 y 31 mm, respectivamente, frente a
Escherichia coli.

Conclusiones

Losestudiosbésicosdel producto cubano SURFACEN®
permitieron aportar una caracterizacion, en detalle, de
|as propiedades biof isicas de SURFACEN®, demostrar
por primera vez las propiedades antiinflamatorias. Es
necesario destacar que este es el primer resultado
internacional del efecto antiinflamatorio del surfactante
pulmonar fueradel pulmaén, asi como e amplio espectro
de accion antibacteriano que posee con respecto aotros
surfactantes. Ademas, se demostraron las propiedades
antioxidantes de la SP-A porcina, cuyos datos

=
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Figura 3. Quimioluminiscencia total IIT producida en
SURFACEN® (3 mg/mL) por el sistema Fe***-ascorbato y el
porcentaje de inhibicién - , en funcién de la concentracion
de SP-A. Los datos se expresan como la media = EEM de tres
experimentos independientes. Las letras diferentes indican
diferencias significativas, p < 0.05.
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Reportes

Reports

experimentales contribuyen a la comprension de su
mecanismo de accion. Los resultados de este trabgjo,
tanto las propiedades biofisicas como las antiinfla-
matoriasy antibacterianas, hacen de SURFACEN® una
preparacion potencialmente Util para el tratamiento de
pacientes con SDRA. Su enriquecimiento con SP-A
permitiradisponer de unapreparacion farmacéuticamés
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eficiente. Todos estos datos son de muchaimportancia
yaqueinternacional mente no se dispone de unaterapia
definitiva y, por tanto Cuba se ubica entre 10s pocos
paises del mundo que posee este tipo de preparacion
farmacéutica. Estacongtituye un reclamo estatal, lo cua
servirg, sin duda, como una terapia complementaria,
necesaria para estos pacientes.
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