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Resumen

Actualmente existen escasas investigaciones donde se comparan de forma integrada
las propiedades biofisicas y bioquimicas de las preparaciones clinicas del surfactante
pulmonar, constituyendo una pregunta abierta la posible correlacion existente entre la
actividad biofisica, las caracteristicas estructurales y la eficacia clinica de estas
preparaciones. Por otra parte, existen algunos reportes de la capacidad anti patogénica
del surfactante pulmonar lo que abre nuevas perspectivas terapéuticas como farmacos
antimicrobianos o para el disefio de nuevos medicamentos para el tratamiento de
diversas enfermedades relevantes en la salud publica, no totalmente resueltas, tales
como la leishmaniosis. El objetivo del presente estudio fue caracterizar las propiedades
interfaciales y estructurales de las peliculas formadas por una preparacion de
surfactante clinico de origen porcino, Surfacen® para dilucidar la organizacion de las
nanoestructuras de las peliculas proteino-lipidicas del producto en correspondencia con
la eficacia farmacoldgica como agente de estabilizacion de la interfase aire-liquido
respiratoria. Se compard con el surfactante nativo de origen porcino y su extracto
organico, ademas se evaluaron las propiedades interfaciales, reoldgicas y el tamafio de
particula de Surfacen® y se interpretaron estos resultados en base a su composicion
bioquimica y su forma farmacéutica. Estas investigaciones se complementaron con
nuevos estudios farmacoldgicos in vitro retando el producto contra S. aureus donde se
evalud su efecto anti-inflamatorio y contra Leishmania amazonenses. Los resultados
arrojaron que las peliculas de Surfacen®, utilizando microscopia de fluorescencia,
mostraron una segregacion de las fases lipidicas condensadas mucho mayor, con
dominios ordenados significativamente mas grandes y estables, cuando son
comprimidas, en comparacion con las peliculas formadas por el surfactante nativo
enddgeno o su extracto organico, lo cual resulta un aspecto novedoso y sienta las
bases para su aplicacién clinica. Asi mismo, los resultados mostraron que Surfacen®
exhibié propiedades similares a las del surfactante porcino nativo y su extracto



orgénico, al formar peliculas de superficies activas estables y eficientes en la interfase
aire-liquido. El andlisis por microscopia de fuerza atomica de peliculas formadas por
Surfacen® o0 por su extracto organico mostraron una red similar interconectada de
nanoestructuras condensadas, lo que sugiere que la organizacion de estas peliculas en
el nivel submicroscopico constituye la caracteristica esencial que sirve de base a las
adecuadas propiedades mecanicas y de estabilidad en la interfase para facilitar el
trabajo de la respiracién. Los resultados brindan nuevos conocimientos sobre la
actividad biofisica y las caracteristicas estructurales de Surfacen®, y por tanto permite
identificar y comprender las caracteristicas esenciales del complejo sistema
surfactante, asi como proporcionar nuevos criterios para la optimizacion de nuevas
estrategias en el desarrollo de nuevos productos surfactantes de uso terapéutico mas
efectivos. Por otra parte, Surfacen® mostr6é actividad contra la forma amastigote de
Leishmania amazonensis. La proteina SP-A presentd una actividad similar contra
ambas formas del parasito, promastigote y amastigote. Al combinar ambos se obtuvo
una potenciacion en el efecto observado. Este es el primer reporte de la actividad
antileishmanial de Surfacen® y la SP-A, lo cual abre nuevas potencialidades
terapéuticas contra la Leishmania. A su vez Surfacen® inhibié la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6) en monocitos y neutrofilos estimulados con
S. aureus, microorganismo causante de enfermedades respiratorias, in vitro.

Existen dos premios anteriores ACC, uno otorgado al producto Surfacen® en 1995,
cuya reivindicacion verso sobre los conocimientos de la eficacia de Surfacen® en el
tratamiento del Sindrome de Dificultad Respiratoria del Recién Nacido (SDRN), y otro
otorgado en el 2005 donde se refrendaron aspectos vinculados con propiedades
biofisicas, inmunomodulatorias y antibacterianas, asi como las cualidades antioxidantes
de la SP-A y su efecto sobre el Surfacen®. Esta nueva propuesta se sustenta en una
caracterizacion detallada de las propiedades biofisicas y estructurales de Surfacen®
comparéandolas con su fuente de origen, a nivel estructural molecular y supramolecular
que permitié revelar nuevos hallazgos al inferir que el proceso de liofilizacion en
Surfacen® podria inducir una segregacion particularmente eficaz de dominios
condensados enriquecidos-DPPC en las membranas y peliculas de Surfacen®, que
permitié que Surfacen® sea mas eficientes en obtener presiones de superficies mas
altas durante la compresion o evitar la relajacion de las peliculas durante la expansion,
lo cual podria estar relacionado con una estabilidad relativamente mayor de las
peliculas Surfacen®. Estos hallazgos son un importante aporte al conocimiento del
surfactante pulmonar lo cual crea las bases para optimizar propiedades tales como la
estabilidad de las peliculas de surfactantes en el disefio de nuevos surfactantes,
ademéas se demostré el efecto anti-inflamatorio de Surfacen® frente a S. aureus,
microorganismo causante de enfermedades respiratorias. Por otra parte, se demostrd
una nueva propiedad farmacoldgica de Surfacen® y la SP-A como es el efecto
antileishmanial.

Comunicacién corta

Introduccion

El surfactante pulmonar enddgeno es una mezcla compleja de lipidos y proteinas
especificas que recubren el epitelio alveolar y cuya funciéon principal es reducir la



tensién superficial en la interfase aire-liquido, evitando el colapso alveolar y reduciendo
el trabajo respiratorio. Los lipidos constituyen aproximadamente un 90-92 % de la masa
de surfactante, y las proteinas el 8-10 % restante. Se han descubierto 4 proteinas,
denominadas SP-A, SP-B, SP-C y SP-D. La SP-B, SP-C so proteinas hidrofobicas, las
cuales son co-aisladas con los lipidos y forman parte de las preparaciones clinicas de
surfactante. Ninguna de estas preparaciones posee SP-A o SP-D, proteinas
oligomericas pertenecientes a la familia de las colectinas. La presencia de surfactante,
en las vias respiratorias es absolutamente necesaria, siendo su ausencia, deficiencia o
inactivacion asociada con enfermedades pulmonares graves. El Sindrome de Dificultad
Respiratoria del neonato (SDRN) se origina por una inmadurez del epitelio para
sintetizar y secretar una cantidad suficiente de surfactante pulmonar. En los afios 80,
del siglo pasado, el éxito de la aplicacion terapéutica pionera de una preparacion
farmacéutica exégena de surfactante pulmonar para tratar neonatos con RDS abrié una
nueva era en el manejo y en el cuidado de neonatos pre-términos y ha contribuido a
salvar miles de vidas desde entonces.

Es de destacar que en la década del 80 se desarrollaron las seis preparaciones de
surfactantes que hoy en dia se emplean en la préactica clinica, dentro de estos se
encuentra el surfactante cubano, Surfacen®. Todas estas preparaciones farmacéuticas
estan aprobadas para tratar a neonatos con SDRN. Las mismas difieren en método de
produccion, en la suplementacion o no con componentes lipidicos adicionales y en la
fuente animal de obtencion. Profundizar en el estudio de estas preparaciones es una
prioridad en esta temética, tanto para la obtencion de nuevas preparaciones sintéticas
lo cual, es una tarea no resuelta en la actualidad, debido a la complejidad del sistema
surfactante, asi como para poder comprender porque se han encontrando diferencias
importantes en parametros clinicamente relevantes en ensayos clinicos donde se han
empleados diferentes preparaciones de surfactantes. En este sentido estudios
comparativos sobre el comportamiento funcional de estas preparaciones, in vitro e in
vivo, son escasos, Yy los existentes brindan una informacién limitada acerca de la
asociacion entre composicion, estructura y propiedades biofisicas. Esto sugiere que un
analisis detallado de las correlacion estructura-funcion de las preparaciones de
surfactantes clinicos con respecto al surfactante nativo enddégeno funcional puede ser
de interés tanto para identificar y comprender mejor las caracteristicas esenciales del
sistema surfactante, y para optimizar nuevas estrategias en la produccion de
surfactantes terapéuticas mas eficaces.

La investigacion en el area del surfactante pulmonar, en los Ultimos afios se ha
concentrado principalmente, en obtener una descripcion de las interacciones
moleculares y la organizacion de las estructuras surfactantes bajo condiciones
funcionales relevantes. Un hallazgo importante fue que la composicién lipidica
particular del surfactante es evolutivamente optimizado para sostener la segregacion en
membranas de surfactante y peliculas de fases ordenadas y desordenadas, que se ha
relacionado con las propiedades particulares del surfactante en términos de dinamica y
estabilidad mecanica. Algunos pocos estudios han analizado hasta qué punto los
surfactantes clinicos presentan este sello estructural del surfactante nativo y como la
existencia de la segregacion de fase de las membranas podria ser también, asociado



con adecuadas propiedades funcionales. En la misma linea de pensamiento, un estudio
reciente comparé en detalle la estructura de peliculas formadas por diferentes
surfactantes clinicos, por microscopia de fuerza atomica (AFM). Sin embargo, se
carece de estudios que aborden la comparacién directa de la estructura y las
propiedades biofisicas de surfactantes clinicos con respecto a las de su fuente de
origen, lo cual seria importante ya que ilustraria en qué medida los procedimientos
industriales necesarios para convertir un material derivado de una fuente animal en un
producto clinico, puede modificar su estructura y comportamiento funcional.

El surfactante, ademas representa un componente crucial en el sistema inmune innato
y adquirido regulando la defensa y los procesos inflamatorios en el pulmén. En este
sentido el efecto terapéutico estd relacionado no solamente con sus caracteristicas
biofisicas, sino ademas por sus efectos anti-inflamatorios. En base a estos
mecanismos, una preparacion de surfactante Optima debe ser aquella que se
caracterice por presentar propiedades anti-inflamatorias. El SDRN, asi como otras
enfermedades pulmonares, tales como SDRA, neumonias, enfermedades obstructivas
cronicas, entre otras, estan caracterizadas por una inflamacion intensa asociada con un
flujo de neutréfilos, monocitos y macréfagos hacia el alveolo, como resultado se
incrementa la liberacibn de citoquinas y especies reactivas del oxigeno. El
Staphylococcus aureus (S. aureus) permanece como la causa principal de infecciones
humana, con un aumento de su virulencia, encontrandose nuevas cepas resistentes a
diversos farmacos, lo que hace su tratamiento muy dificultoso, destacandose la
infeccion por este microorganismo en el tracto respiratorio bajo.

Leishmania es un protozoo intracelular obligado del sistema reticulo-endotelial, que
causa diferentes enfermedades conocidas por leishmaniosis. Esta parasitosis
constituye una de las seis enfermedades tropicales mas importantes segun la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas contra la leishmaniosis es una necesidad urgente. Asi mismo, constituye
un modelo factible para explorar la actividad antiprotozoaria y sSus mecanismos.
Teniendo en cuenta que, estudios recientes demuestran que las colectinas pulmonares
son expresadas en sitios extra-pulmonares, promueve el interés de estudiar si las
mismas podrian ser beneficiosas para el tratamiento de enfermedades infecciosas en
otros drganos. A su vez, la SP-B, la cual esta presente en las preparaciones clinicas de
surfactantes, posee homologia estructural con el péptido antimicrobiano dermaserpina,
lo que sirvi6 de base para investigar las propiedades antibacterianas de la SP-B
Recientemente, se informd que la dermaserpina posee actividad frente a Leishmania.
Estos hallazgos sustentan la evaluacion de las preparaciones de surfactantes, asi
como de las colectinas pulmonares frente a protozoos parasitos.

El objetivo del presente estudio fue caracterizar las propiedades interfaciales y
estructurales de las peliculas formadas por una preparacion de surfactante clinico de
origen porcino, Surfacen® para dilucidar la organizacidén de las nanoestructuras de las
peliculas proteico-lipidicas del producto en correspondencia con la eficacia
farmacoldgica como agente de estabilizacion de la interfase aire-liquido respiratoria. Se
compar6 con el surfactante nativo de origen porcino y su extracto organico, ademas se



evaluaron las propiedades interfaciales, reologicas y el tamafio de particula de
Surfacen® y se interpretaron estos resultados en base a su composicién bioquimica y
su forma farmacéutica. Estas investigaciones se complementaron con nuevos estudios
farmacoldgicos (efecto anti-inflamatorio) in vitro retando el producto contra S. aureus,
microorganismo causante de enfermedades respiratorias y contra Leishmania
amazonenses.

Materiales y Métodos

Farmaco:

Surfacen®: se obtiene a partir de extracto organico de lavados broncoalveolares
porcinos, que son sometidos a precipitacion con acetona para reducir su contenido de
lipidos neutros. Se presenta como un liofilizado blanco estéril, dosificado en 50 mg de
fosfolipidos por vial. Producido por el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA). Surfactante clinico usado en el tratamiento del Sindrome de Dificultad
Respiratoria del Neonato desde 1995 y recientemente se emplea en dos nuevas
indicaciones terapéuticas, el Sindrome de Dificultad Respiratoria agudo en adulto
(2010) y en pacientes pediatricos (2014).

La definicion de los modelos in vitro del estudio de la actividad biofisica comprende la
evaluacion de las caracteristicas interfasiales en el surfactometro de burbuja cautiva, el
cual reproduce las condiciones de humedad, temperatura y concentracion fisiolégica de
surfactante que tiene lugar en el pulmdn, constituyendo la metodologia mas completa
para la evaluacion de las propiedades biofisicas del sistema surfactante pulmonar, las
medidas estructurales se realizaron a nivel submicrométrico y nanométrico mediante
microscopia de fluorescencia y de fuerza atémica, las cuales fueron comparadas con
las de su fuente de origen. La evaluacion in vitro de la actividad anti-inflamatoria se
realiz6 en células mononucleadas de la sangre humana periférica estimuladas con S.
aureus. La evaluacion in vitro de la actividad antileishmanial se realiz6 en un modelo de
macroéfagos peritoneales infectados con Leishmania amazonensis.

Estudios bioquimicos: El andlisis del contenido de proteinas en Surfacen® y las otras
muestras de surfactante se llevé a cabo por electroforesis en condiciones reductoras y
posteriormente western blot con anticuerpos especificos a las proteinas del surfactante,
SP-By SP-C.

Modelos biofisicos: La presion superficial de los diferentes surfactantes se evalué
utilizando un surfactometro de burbuja cautiva (CBS) completamente controlado por un
ordenador. Las medidas estructurales se realizaron mediante microscopia de
fluorescencia y de fuerza atébmica (AFM).

Modelos quimico-fisico: Las medidas reoldgicas se realizaron en un reémetro
(Haake, modelo RV20) empleando el sistema de mediciéon M5 y el sensor NV std. Las
medidas de tamafio de particula se realizaron en un analizador de tamafo de particula
por difractometria Laser tipo Coulter.



Modelo farmacoldgico in vitro con células mononucleadas de sangre humana
retadas con S. aureus: Se realizo el aislamiento de las células mononucleadas a partir
de sangre humana por el método del gradiente con Ficoll, las cuales fueron
estimuladas con S. aureus y pre incubadas con Surfacen®. La determinacion de
citoquinas (TNFa e IL-6) se realiz6 por el método de ELISA segun instrucciones del
fabricante.

Modelo farmacoldégico de macr6fagos infectados con Leishmania amazonensis:
Se determind la actividad antileishmanial del Surfacen® y la SP-A al tratar cultivos in
vitro de promastigotes de L. amazonensis por un método colorimétrico utilizando una
sal de tetrazolio (MTT) y frente a amastigotes intracelulares en macréfagos peritoneales
de ratdbn BALB/c previamente infectados con L. amazonensis. En paralelo, se
determiné la citotoxicidad de ambos productos frente a macréfagos peritoneales de
ratbn BALB/c sin infectar, mediante un ensayo colorimétrico utilizando el MTT.
Posteriormente, se analiz6 la actividad de ambos productos al adicionarlos de forma
combinada frente a amastigotes intracelulares de L. amazonensis y frente a
macrofagos peritoneales de ratén BALB/c.

Resultados

Resultados del Estudio Bioquimico: El andlisis por western blot que compara el
contenido relativo de proteinas SP-B y SP-C en las diferentes muestras estudiadas
demostré que Surfacen® contiene proporciones bien detectadas de ambas proteinas,
estando en el orden de 0,7% de SP-C y 0,4% de SP-B con respecto a fosfolipido en
masa, comparable en términos generales a las cantidades de SP-B y SP-C presente en
un surfactante clinico bien conocido como Curosurf  Blanco O y col. 2012 Biochemica
Biofisica Acta.

Impacto cientifico
Estos resultados avalan por primera vez la cuantificacion de las proteinas SP-B y SP-C
presentes en Surfacen®.

Resultados de la evaluacion de las propiedades biofisicas: Surfacen® exhibid
propiedades similares a las de surfactante porcino nativo o su extracto organico al
formar peliculas de superficie eficientemente activas y estables, en la interfase aire-
liquido, siendo capaz de alcanzar tensiones superficiales por debajo de 5 mN/m en
repetitivos ciclos de compresion-expansion. Peliculas de Surfacen®, sin embargo,
mostraron una segregacion de fases lipidicas condensadas, significativamente mas
grandes y estable, cuando son comprimidas en comparacion con las obtenidas por las
peliculas formadas por el surfactante nativo enddgeno o su extracto organico,
evidenciado por microscopia de fluorescencia. Por otra parte, el analisis por
microscopia de fuerza atdbmica de peliculas formadas por Surfacen® o por el extracto
organico de surfactante porcino nativo revela una red similar interconectada de
nanoestructuras condensadas, lo que sugiere que la organizacién de las peliculas en el
nivel submicroscopico constituye la caracteristica esencial que sirve de base a las
propiedades mecanicas y la estabilidad adecuada permitiendo a las peliculas



surfactante en la interfase facilitar el trabajo de la respiracion. Blanco O y col. 2012
Biochemica Biofisica Acta.

Impacto cientifico

Estos resultados avalan por primera vez que Surfacen® presenta un comportamiento
biofisico 6ptimo evidenciado por la metodologia-equipamiento gold estandar para este
tipo de preparaciones. Por otro lado los estudios estructurales permitieron inferir que el
proceso de liofilizacion puede justificar el comportamiento observado en los estudios
estructurales y por ende estar relacionado con las excelentes propiedades mecanicas y
la eficacia clinica de Surfacen®. Estos hallazgos son un importante aporte al
conocimiento del surfactante pulmonar lo cual crea las bases para optimizar
propiedades tales como la estabilidad de las peliculas de surfactantes, condicion que
impone la dinAmica respiratoria, en el disefio de nuevos surfactantes. A nuestro
conocimiento este es uno de los pocos estudios, en el cual las propiedades
estructurales y funcionales de un surfactante clinico son comparadas en detalle con las
del material de origen del cual procede, ofreciendo una buena oportunidad para
analizar en qué medida los procedimientos involucrados en la extraccion, manipulacién,
produccién y almacenamiento de un surfactante clinico preserva las propiedades
funcionales del nativo.

Resultados del andlisis quimico-fisico: Se describi6 el perfil reolégico y el tamafio de
particula de Surfacen® y se estudid el efecto de la liofilizacibn en dicho
comportamiento. Surfacen® mostré una viscosidad de 2,54 y 1,98 mPa.s a 23 y 37 °C,
respectivamente. El andlisis del didametro de la particula evidencioé tres poblaciones de
particulas en los intervalos de 0,04-0,4 um, 2-15 pym, y de 40-200 pym. Surfacen mostro
una dependencia minima de la viscosidad en funcién del gradiente de velocidad de
cizalla, con una tendencia a un comportamiento newtoniano. El proceso de liofilizacion
disminuy® la viscosidad de la formulacién. Blanco O y col. 2008 Lat. Am. J. Pharm.

Impacto cientifico

Estos resultados avalan por primera vez el comportamiento reolégico de Surfacen®,
resultando en una formulacién de baja viscosidad, siendo un candidato atractivo para el
suministro por via intratraqueal.

En su conjunto, el impacto cientifico de estos resultados develan un valor agregado que
tiene Surfacen®, expresado integralmente en sus propiedades biofisicas, reoldgicas,
bioquimicas y farmacéuticas, evidenciandose la relevancia de la formulacion
farmacéutica y el proceso de liofilizacion (Unico surfactante clinico natural en forma de
liofilizado), lo que contribuyo por una parte, en disponer de una formulacion con baja
viscosidad lo que la torna adecuada para su suministro como medicamento y atractivo
para futuras formulaciones farmacéuticas con la adicion de nuevos principios activos y
por otra parte, los estudios funcionales biofisicos arrojaron una segregacion de fases
lipidicas sostenida en funcién de la presion de superficie, lo que explica la gran
estabilidad mecénica observada, pudiendo estar relacionada con el proceso de
liofilizacion y su composicion bioquimica.



Resultados del efecto de Surfacen® sobre TNF-a e IL-6 en PMBC estimulado con
S. aureus

Una supresion dosis-dependiente de la liberacion de TNF-a se observé cuando las
PBMCs fueron pre-incubadas con diferentes concentraciones de Surfacen® y retadas
con S. aureus por 4h. Los niveles de TNF-a disminuyeron hasta un 60 % en células
inducidas con S. aureus cuando fueron incubadas con Surfacen® por 4 h. Cuando las
células fueron incubadas por 24 h, la reduccion de los niveles de TNF-a fue menos
marcada, con una disminucion significativa solamente a las mayores concentraciones
de Surfacen®. Se observd una disminucion de IL-6 dosis-dependiente después de las
4h de estimulacion con S. aureus cuando las PBMCs fueron preincubadas con
Surfacen®. Cuando las células fueron estimuladas por 4h, Surfacen® a la
concentracion de 0.5 mg/mL induce una inhibicién de alrededor de un 40 % de la IL-6
inducida por S. aureus. Lugones Y. y col. 2014 International Immunopharmacology.

Impacto cientifico

Estos resultados sustentan por primera vez el efecto anti-inflamatorio de Surfacen®
frente a un patégeno que permanece como la causa principal de infecciones humana,
con especial relevancia en el tracto respiratorio bajo.

Resultados del efecto de Surfacen® y la SP-A en macré6fagos infectados con
Leishmania amazonensis

Surfacen® mostré actividad contra la forma amastigote de Leishmania amazonensis,
inhibiendo el porcentaje de macréfagos infectados y el nUmero promedio de amastigote
por macrofagos. La concentracion inhibitoria media (C150) fue de 17.9 £ 3.0 pg/mL, sin
encontrarse efecto téxico. Surfacen® mostrd una actividad similar a medicamentos de
primera linea empleados para esta enfermedad. Blanco y col. 2011 Revista do Instituto
de medicina tropical de Sao Pablo.

La SP-A presenté una actividad similar contra ambas formas del parasito, con una CI50
de 34.0 £ 3.1 y 33.6 + 1.1 uyg/mL contra promastigote y amastigote, respectivamente.
La SP-A fue moderadamente citotéxica en macréfagos peritoneales con una CI50 de
172.0 £ 6.1 yg/mL. Lugones Y. y col. 2012 Biotecnologia Aplicada.

La combinacién de ambos productos resulté en un efecto farmacolégico sinérgico dado
por un indice de concentracion inhibitoria fraccional menor de 0.5. La combinacién mas
eficaz fue con la relacion 4:1 de Surfacen y la SP-A respectivamente. El efecto
farmacolégico de Surfacen y la SP-A como compuestos antileishmanial fue
demostrado, con una potenciaciéon de la actividad cuando fueron incubados en
conjunto. Lugones Y. y col. 2013 Chemotherapy.

Impacto cientifico

Estos resultados avalan por primera vez la actividad antileishmanial de Surfacen y la
SP-A, siendo a nuestro juicio el primer reporte internacional de dicho efecto. Nuestros
resultados sugieren la exploracion de estos productos en el disefio de nuevas
formulaciones contra Leishmania. Estos resultados brindan sustentacion practica a los
recientes reportes que demuestran que las colectinas pulmonares son expresadas en



sitios extra-pulmonares, lo que promueve el interés de estudiar si las mismas podrian
ser beneficiosas para el tratamiento de enfermedades infecciosas en otros 6rganos, asi
como que la proteina hidrofobica, SP-B, presente en las preparaciones clinicas de
surfactante posee homologia estructural con la dermaserpina, y recientemente a esta
altima se le demostré actividad frente a Leishmania.
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