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La administracita de surfaclanics exdpenos ¢n ¢l sindrome de dificultad respiratoria del
recién nacido cs una lerapia de pran aclualidad. Le cvaluacién biolGgica de cstos
surfactanics ¢3 un requisito provio y a la vez indispensable anles de comenzar los cnsayos
clinicos. En cstc trabajo se demucstra, mediante las curvas presidn-volumen in vitro cn fctos
de concjos inmadurcs, la clicacia bioldgica de un surfactanle matural (SURFACEN) .
oblenido en Cuba a pantir de lavados pulmonarcs de cerdo. En comparaciéa con los
coatroles los animalcs oxperimentales mostraron valores inferiores de presién de apertura
y mayorcs de volumen de cxrpansibn mdxima y volumcn de aire relenido duranic la
deflaciéa a prasibn=5 cm de 1L,0; los hallazgos analomopatolégicos sc cormaspondicron
con los resultados de las curvas presido-volumen.
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INTRODUCCION

El surfactante pulmonar es una mez-
cla compleja de fosfolipidos y proteinas
especificas en diferentes estados de agre-
gacién que recubre el interior de los
alveolos pulmonares.

Al expandirse cOmo una monocapa
en la interfase aire-liquido, ¢l sufactante
pulmonar hace disminuirla tendencia de
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los alveolosal colapsoy la trasudaciénde
fluidoen los espacios aéreos. Su deficien-
cia en la superficie alveolar, como ocurre
¢n el sindrome de dificultad respiratoria
del nifio recién nacido, provoca un grave
trastorno ¢n el intercambio gascoso que
€s causa -importante d¢ morbilidad y
mortalidad perinatales!
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Una de las estrategias actuales
para contrarrestar la deficiencia de
esta sustancia, ocasionada por inma-
durez pulmonar del nifio pretérmino,
consiste en la administracién en estos
casos de Surfactantes exégenos obteni-
dos a partir de_fuentes naturales o de
origen sintético™® Antes de administrar
cualquier tipo de surfactante al nifo
recién nacido, es absolutamente im-
prescindibie llevar a cabo una evalua-
cién experimental del nuevo fdrmaco,
la cual consta de 4 aspectos: 1) carac-
terizacion bioquimica, 2) evaluacion de
la actividad biolégica del producto,
3) evaluacién quimico-fisica y 4) prue-
bas toxicolégicas?

Para llevar a cabo la evaluacién
bioldgica, en particular, diversos mode-
los en animales de laboratorio han
sido propuestos, teniendo cada uno de
éstos ciertas ventajas, pero a la vez
algunas desventajas’” En el presente
trabajo se describen los resultados
obtenidos con un modelo de _curvas
presién-volumen (curvas P-V)* reali-
zadas con fetos inmaduros dec cone-
jo, a los cuales se les administré un
surfactante natural obtenido en el
Centro Nacional de Sanidad Agrope-
cuaria (CENSA) (SURFACEN) a
partir de lavados de pulmoén de cerdo.

MATERIAL Y METODO

En estos experimentos fueron utili-
zadas conejas de 27 dias de gestacion,
las cuales fueron sacrificadas mediante
una dosis letal de 100 mg de thiopen-
tal; transcurridos 15 min, cuando los
fetos no se movifan ya espontineamen-
te, se extrajeron por cesdreas.

Los conejitos o gazapos fueron
pesados y asignados al azar al grupo
control o al experimental. A continua-
cién la trdquea de cada feto fue ex-
puesta y una cénula metdlica de
1,1 mm de didmetro fue insertada y
fijada en ella. La cdnulas metdlicas

estaban acopladas a un tubo de nylon,
ern el cual mediante una micropi-
peta se aplicaba un volumen del
SURFACEN o del NaCl 0,15 M para
los controles. La dosis de surfactante
y ¢l volumen de la suspensién en
solucién salina variaron entre 30 y
80 mg/kg y 0,5-2,0 mL/kg, respectiva-
mente; los datos relativos al modo
de obtencién y composicion  del
SURFACEN son objeto de otro traba-
jo.

Para lograr que estos liquidos
descendieran hasta vias aéreas de los
gazapos fue necesarioc comprimirles
suavemente el 16rax antes de la aplica-
cién. El gazapo por medio de este
tubo de nylon fue conectado al extre-
mo de una pipeta de 2 mL llena de
aire, la cual por el otro extremo esta-
ba conectada a un recipiente que
contenfa H,O (figura 1).

Un nimero méximo de 6 gaza-
pos de cada camada podian ser eva-
luados mediante este sistema en cada
experimento. A medida que el reci-
piente que contenfa H,O se elevaba a
partir del nivel 0, la presién se incre-
mentaba, y cuando los pulmones de
algdn gazapo se comenzaban a expan-
dir, el volumen de aire en la pipeta
era reemplazado por H,O. La presion
s¢ incrementa hasta 25 cm de H,O y
entonces se hacia descender hasta ¢l
nivel o de nuevo; se¢ emplearon los
siguientes valores de presion, tanto en
el ascenso como en el descenso: 0,5,
10, 15, 20, 25 ¢m, manteniendo duran-
te 1 min estable la presiébn en cada
uno de estos niveles.

Este primer ciclo era seguido por
un scgundo ciclo de compresién-des-
compresion, después del cual fue reali-
zado el examen anatomopatologico.

Se procedid, en primer lugar, a la
apertura del abdomen para descartar
con el diafragma intacto la presencia
de neumotlrax; se extrajo después el
bloque pulmonar, y se realizd una
inspeccién macroscopica para determi-
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Procedimiento F

Coneja con
27 dias de gestacion

¥

Los fetos inmaduros (gazapos) son
sacrificados intradtero después de la

inyeccidn de 100 mg de thiopental a la madre

Los fetos se pesan y traqueosiomizan

y ¢l surfactante s¢ aplica en dosis de

30-80 mg/kg y 0.5 - 2 mLskg. En los controles,
NaCl10,15 M

v

Los fetos son conectados a una pipela
de 2 mL llena con aire, la cual por el otro
extremo esld en comunicacidn con una columna

de H,0 ¢

El movimiento del agua en la pipeta fue
registrado a diferenies presiones hasta
25 cm de H,0

Curvas estticas presion-volumen {ueron
dibujadas
Evaluacién anatomopatolégica

L

_ J

FIGURA 1. Resultados satisfactorios fucron obicnidos en fetos individuales en los distintos CPETITICINGS, Eno
de los cuiales sc muestira cn esta grdfica. Lo dosis de SURFACEN fite de 45 mghg y ol volumnen de la
suspension, 2mL kg En cl comrol, al que se le aplicé un volumen idéntico de solucion salina, no se produjo
exponsion pulmonar hasta la presion de 25 cm. La presién de epernura (PA) fue £ de 15 am, of VEM de
63mLikg y la variable VyJVEM (ver tewo) aive un valor de 0,58,




nar ¢l cardcter de la acreaciébn por
I6bulos y, ademds, una prucba de
flotacién en medio acuoso.

En caso de comprobarse neumo-
térax, se descartaron los resultados de
las curvas P-V.

Posteriormente, 3 fragmentos co-
rrespondientes  al  pulmén derecho
(16bulos apical, cardfaco y diafragmdti-
co) y 2 al pulmén izquicrdo (apical y
diafragmdtico) fueron fijados en forma-
lina neutra al 10 %, con posterior
inclusién en parafina y coloracién con
hematoxilina-cosina para evaluacién
cualitativa histologica del parénquima
pulmonar. En total sc¢ llevaron a cabo
23 experimentos en los que fueron
evaluados 41 gazapos a los que se les
aplicd SURFACEN y 34 controles a
los que se les aplicd solucion salina,

Las curvas P-V fucron dibujadas a
partir de los datos de gazapos indivi-
duales y también agrupando algunos
experimentos; s¢ tuvo ¢n cuenta ¢l
valor de compresion de la columna de
airc a las distintas presiones, aunque
estos valores al compararlos con los
volimenes de aire desplazados cn los
animales experimentales, eran préctica-
mente  despreciables (a  presion=25,
0,042 mL).

Debe fijarse la atenci6n sobre’ las
siguientcs variables: 1) presion  de
apertura (PA), que es aquélla a la
cual comienzan a expandirse los pul-
mones, 2) volumen de expansién mdxi-
ma (VEM), que es el volumen de aire
en mL por kg de peso del gazapo, a
los 25 cm de presién y 3) la relacion
entrc ¢l volumen de  aire retenido
durante la deflacién a presion de 5 ¢cm
de H,O y ¢l volumen de expansion
méxima (Vs/VEM).

Se¢ consider6 efecto positivo del
SURFACEN cuando una adecuada
curva P-V en el primer ciclo se co-
rrespondié con una bucna acreacion
del tejido pulmonar.

En las comparaciones estadisticas
rcalizadas se utilizaron el chi-cuadrado
y la t de Student.

RESULTADGS

Aunque hubo algunas diferencias
de peso cntre los gazapos de distintos
experimentos o incluso dentro de un
mismo experimento, en conjunto, el
peso de los animales asignados al
grupo control (X=296 DE=49) no
fue significativamente diferente al de
los experimentales (X=230,7 DE=4.5).

De la figura 2 a la 6 se exponen
los resultados mds significativos obte-
nidos con las curvas P-V. D¢ mancra
general resalta la notable diferencia
hasta la presién de 25 cm entre los
controles y los fetos experimentales; en
algunas figuras no fue posible dibujar
la curva P-V para los controles.

En los pies de cada figura se
pueden leer las principales informa-
ciones particulares relativas a cada
experimento.

En total, ¢ SURFACEN fue
aplicado e¢n 41 gazapos y mostré un
notable cfecto positivo en 37, sin
embargo, en ninguno de los 34 con-
troles se pudo demostrar un aceptable
grado dec acreacion, ni en el andlisis
de las curvas presion-volumen ni en el
examen anatomopatologico, tanto ma-
Croscdpico como microscopico (p<0,001
al realizar prucba de chi-cuadrado).

Los animales que recibieron el
SURFACEN mostraron ¢n la evalua-
cion morfol6gica una clara tendencia
a la presentacion de estados de acrea-
cion pulmonar de tipo lobular, con
clara demarcacién de lobulillos y ex-
pansi6n alveolar uniforme, caracterizada
esta Gltima por la presentacién de un
epitelio simple plano en 31 gazapos
sin dafio ¢n las células epitcliales de
la pared sepial (figura 7).
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FIGURA 2. Resultedos mds significativos obicnidos con las curvas de P-V.
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FIGURA 3. En este experimenio (el miimero 11 de la serie) se muestran las curvas PV en 2 ciclos de
inflacidn-deflacidn. La dosis wilicada en este caso fiue de 60 mgikg y el volurmen, 18 mlikg Obsérvese la
amplia histéresis de ambus curvas,
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FIGURA 4. Cuanedo se wilizaron 2 dosis de SURFACEN, de 30y 60 mgtkg y un volwmnen de 2 mLikg las
ctirvas que se ebivicron e ef primer cicle son las mostradas en esia figura, Se repite la yran difercncia con
respecio a fos controles de los pardmerros principales de estas cunvas P-V.
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FIGUIRA 8 Esia grdflca se obnve agnipando los resultados de varlos expevimentos levados a cabo o
condiciones similares: fas curvas s¢ obivieron al wnlr loy valores medios deol volumen de aire pulmonar para
cada presicn vy ademnds se ntestran far desviaciones exvdnedar medianee lineas verticales. La dosis de
SURFACEN oseild en ol rango e 4560 mghkg v of volumen de la suspensidn enire 0.5 il'; 20 il ik
Diferencias muiy significativas se obnivicron (prucba 1 de Student) en particidar para VEM y V/VEM enire
animales conproles y experimentales. Este dithne pardmetro alean2d un valor de 0,69 en log experimentales.
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FIGURA 6. En le fase final ol producio fuc esterilizado mediante un filro bioldgico, pusierionnenie liofilizado
y envasado en vigles que contenfan 100mg Con uno de cstos viales 3¢ realizé el experimenio, cuya curva
P-V en un primer y también scgundo ciclo se muestra en esta figura, La dosis wiilizada fue de mghg v «l
velteten, 16 mLiky




FIGURA 7. En la figura 74 se aprecia la imagen histoldgica del 1ejido pulmonar de los anfmales ratados
con SURFACEN, a 2 auwmenvos distintos, 125y 310. En la figura 78 y a los mismos aumentos, la imagen
histoldgica pulmonar de los gazapos controles. Tincidn con hematoxlina-eosina,

Se observaron 6 fetos con aerea-
cién irregular, caracterizada por éreas
de expansién pulmonar, muchas veces
enfisematosas, alternando con zonas de
atelectasia y s6lo en 4 casos fueron
observados pulmones tipicamente feta-
les con predominio de atelectasia.

“Los pulmones de los controles
tratados con solucién salina presenta-
ron un aspecto tfpicamente fetal, con
predominio de atelectasia y marcado
engrosamiento de los septos interal-
veolares.

DISCUSION

Los nifios pretérmino, en particular,
aquéllos con edad gestacional inferior
a 32 semanas, frecuentemente se ven
afectados por el sindrome de dificultad
respiratoria (SDR). Este trastorno,

seglin se conoce actualmente, es causa-
do principalmente por la deficiencia
del surfactante pulmonar.'

Desde el afo 1980 en que Fuji-
wara® public6 los primeros resultados
alentadores para el tratamiento del
SDR con la aplicacién de un surfac-
tante exdgeno, creciente interés ha
despertado en el mundo cientifico esta
nueva terapéutica,

Desde esa fecha algunos ensayos

clinicos con surfactantes naturales o
artificiales se han completado o ejecu-

tan actualmente en diversos pafses;
también un conocimiento bastante
completo se ha ido adquiriendo acerca
de la composicion, metabolismo, méto-
dos de obtencion y evaluacidn experi-
mental del surfactante pulmonar’
Este dltimg aspecto es de extra-
ordinario interés, ya que antes de
llevar a cabo un ensayo clinico con.
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cualquier tipo de surfactante exdgeno
resulta  imprescindible, entre  otras
cvaluaciones  experimentales, realizar
ensayos biolégicos en animales de
laboratorio que permitan demostrar su,
eficacia farmacolégica.

Varios han sido los modelos
propuestos para tal fin, entre los cua-
les se encucntra el de las curvas P-V
estdticas. En cste modelo ¢s posible
utilizar pulmones aislados dc¢ algin
animal adulto, por ejemplo, rata o©
perro®'? usualmente, en los cuales el
surfactante pulmonar e¢s climinado
mediantz lavados repetidos con solu-
cion salina; posteriormente, los pulmo-
nes son comprimidos manualmente
para eliminar todo el aire de su inte-
rior y s¢ conectan con un sistema que
permita medir el volumen de aire que
penetra a diferentes presiones y dibu-
jar con csos dutos curvas P-V,

Una alternativa a estc proceder,
que ha sido la empleada en esie tra-
bajo, elimina la manipulacién mecdnica
y, por lo tanto, ¢l posible dafio histico,
es ¢l modelo de curvas P-V en fetos
de conejo extrafdos de la cavidad
uterina a los 27 dias de edad gestacio-
nal.” En esta variante nl ser los fetos
sacrificados intradtero, los puimones
permanccen  llenos de  liquidos sin
ningin grado de acreacion y la aplica-
cién intratraqueal de un producto
surfactante permite la expansion pul-
monar. Resulta posible comparar ¢l
efecto resultante en los animales expe-
rimentales con ¢l obtenido en los
controles seleccionados de la misma
camada.

Utilizando  este rocedimicnto,
Enhorning y Robertson” fucron los
rimeros en demostrar incremento de
a expansion pulmonar en animales
prematuros después de la instilacion
traqucal de un surfactante natural
obtenido de lavados pulmonares de
conejo aduﬂﬁ; mas recientemente
Revak et al'' demostraron la eficacia
biol6gica de surfactantes artificlales
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obtenidos a partir de mezclas de lipi-
dos sintéticos con proteinas hidrofébi-
cas de 6 KDa vy dc 28-36 KDa.

En nuestros experimentos llevados
a cabo con fetos de conejo y como se
aprecia cn varias de las figuras de
resultados, la PA ¢s mayor de 10 cm
de H,0, entre 15 y 20 em de H,0,
cn los animales tratados con surfactan-
te. En los controles ni con presiones
de 25 cm de H,O se produjo expan-
sién alveolar importante, y ¢sta ¢s la
razon por la cual es perfcctamente
explicable la no aparicién del patrén
caracterfstico de las curvas P-V en
€$108 gazapos.

Nohara ¢t al'? si demuestran
alguna expansién en los fetos contro-
les, pero s6lo a presiones mayores de
25 cm de H,0.

Al estar flenos de lfquido los pul-
mones al inicio del experimento, cl
gradientic dec presion (P) requerido
para mover la intcrfase aire-liquido
hasta ¢l nivel alveolar es dircctamente
proporcional a la tension superficial
(S) del liquido ¢ inversamente relacio-
nado con el radio capilar (r) de los
bronquiolos terminales, de acucrdo con
la ley de Laplace (P=2S/r).

Ha sido calculado incluso este
gradiente de pr%slén en el pulmén
neonatal humano,” asumicndo un radio
de 50 micras para ¢l bronquiolo termi-
nal y una tension superficial de equili-
brio de 25 mN/m para el liquido que
contiene surfactante, entonces el gra-
diente de presion para vencer la resis-
tencia a la acreacion es solo de
1 000 N/m 2, 1o cual ¢s cquivalente a
10,2 ¢cm de H,0, valor algo menor al
encontrado e¢n los experimentos de
nuestro trabajo con gazapos,

Esta variable, la presidn de aper-
tura (PA), ¢s una de las mds impor-
lantes @ tencr en cuenta en cste tipo
de diagramas: los productos con bucna
actividad tensoactiva hacen disminuir
notablemente su valor en relacion con
el control, tal como ocurrid con ¢l
SURFACEN.



También se ha propuesto’ te-
ner en cuenta el VEM, el cual estuvo
como promedio entre 35 y 40 mL/kg
y el indice Vi/VEM que ¢s la rela-
cibn entre ¢l volumen a presion
= 5 c¢m durante la deflacion y ¢l
VEM. Segin ha sefialado Gorree,* s6lo
los surfactantes de bucna calidad,
capaces de producir una adecuada
estabilidad alveolar, muestran valores
de cste indice superiores a 0,5. Como
se cvidencia, sobre todo en la figura 5
que resume varios ¢nsayos experimen-
tales, el SURFACEN cumple con este
requisito.

La histéresis que muestran las
curvas P-V es debida a que ¢n la
primera fase de reduccién de presion
en la deflacion, ¢l volumen de expan-
sibn mixima se mantienc constante e
incluso puede incrementarse indicando
un reclutamiento de nuevos alveolos:

En todos los experimentos reali-
zados en este trabajo se¢ emplearon
dosis de surfactante entre 30 y
80 mg/kg. aplicadas en un volumen
de suspension  salina  de  0,5-
-2,0 mL/kg; las dosis wutilizadas en
diversos ensayos clinicos son algo mds

elevadas Y fluctdan cntre 60 v
200 mgkg "> en un volumen de
1r4'4 TI'ILﬁCg.

Al comparar los cortes histicos de
pulmén de fetos tratados con surfac-
tante con los de fetos tratados con
salina se apreciaron notables difceren-
cias (figura 7): escasa expansion alveo-
lar y el engrosamicnto septal predomi-
né en los animales controles, mi¢ntras
que exactamente ¢l patrén contrario
predominé ¢n los tratados con surfac-
tante. En este Gltimo grupo no fue
detectado dafio del epitelio alveolar, lo
que podria apuntar a un ¢fecto 16xico
local del producto. Los efectos adver-
s0s que mds se destacan al revisar la
literatura concerniente al surfactante
pulmonar, son la persistencia del duc-
tus arteriosus y €l riesgo potencial de
inmunizacién contra proteinas heter6-

logas al administrar surfactantes natu-
rales a ninos recién nacidos; sin em-
bargo, en relacién con este Gltimo
riecsgo no se han reportado compli-
caciones alérgicas, quizds debido a la
limitada capacidad de respuesta inmy-
nol6gica en este periodo de la vida.®

De cualquier manera ¢s necesario
llevar a cabo pruchas de toxicidad
aguda, subaguda y cronica con el
producto SURFACEN, lo cual no fue
realizade en este trabajo.

La principales ventajas de este
modelo, sepiin nuesira experiencia y
los reportes de otros autores, han
consistido fundamentalmente ¢n su
simplicidad, ¢l requerimicnto de un
pcquuﬁn volumen de surfactante, ¢n ¢l
rango de 0,6 a 6,0 mL/kg de peso del
feto, y ademds una bucna correlacién
ha sido hallada con los resultados
obtenidos en otros modelos con cl
animal in vivo."™

Las curvas P-V en fetos de congjo
inmaduros podrian scrvir como una
primera prucba de actividad bioldgica
de cualquier producto surfactante y ¢n
dependencia de los resultados probar
0 no el producto ¢n otros modclos
mds caros y complejos con ¢l animal
in vivo, 1ales como ¢l del lavado pul-
monar en curicles, fetos de congjo
ventilados o carncros inmaduros.’

Debe tenerse en cucnta que ¢l
aspeclo mds controvertido en la eva-
luacién experimental de  cualgquier
surfactante ¢s precisamente ¢l de su
evaluacion bioldgica y, por lo tanto, es
preferible oblener ¢l mdximo posible
de evaluaciones en diferentes modelos
de animales de laboratorio.

_ Aunque se¢ ha recomendado prin-
cipalmente la utilizacién del surfactante
pulmonar en ¢l SDR del nifio recién
nacido, nuevas perspectivas terapéuticas
s¢ abren cn ¢l futuro para esta sus-
tancia, como son: el sindrome de
ﬁiiﬁ:ultad respiratoria del adulto y las
infecciones  pulmonares? El modelo
biolégico presentado e¢n  este  trabajo
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y otros quc s¢ aproximen lo mds tales como ¢l SURFACEN, quizds
posible a cada una de estas condicio-  surfactantes artificiales ¢ incluso surfac-
nes patolégicas, seguramente continua-  tante obtenidos por técnicas de inge-
rén siendo imprescindibles en ese  nierfa genctica y biotecnologfa.

futuro para evaluar productos naturales

SUMMARY

Administration of exogenous surfactants in respiratery distress syndrome of the newborn is a current
therapy. Biological evaluation of these surfactanis is a preliminary and cssential requirement before
starting clinical trials. In this work biological efficiency of a naturally occurring surfactant (SURFACEN)
obtained in Cuba from pulmonary washings of swine is documented by means ol in vitro pressure-volume
curves of immature rabbit fetuses. Controls compared to experimental animal models showed lower values
of opening pressure and higher values of maximal volume expansion and retained air volume dunng
deflation at 5 em H, O pressure, Anztomopathological indings are consistent with pressure-volume curves
results,

RESUME

L'adminisiration de surfactant exogéne pour le syndrome de difficulté respiratoire du nouveau-né est unc
thérapie de grande wiilité. L'évaluation biologique de ces surfactants est une condition préalable et, au
méme temps, indispensable avant de commencer les essais cliniques. Dans ce travail on démentre,
moyennant les courbes pression-volume in vitro chee les foctus immatures de lapin, l'efficience biologique
d'un surfactant naturel (SUFACEN), obtenu 3 Cuba 3 paniir de lavages pulmondires de porc. En
comparant lc contréles, les animaux expérimentaux ont montré¢ des valcurs inféricurs de pression de
rentrée ct plus grandes de volume d'expansion maximale et de volume d'air retenu pendant la déflation
A pression = 5 em de H,O; les trouvailles anatomiques pathologiques onl &1& en rapport avec les
resultats des courbes pressionvolume.
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