Convencion Internacional de Salud, Cuba Salud 2018

SURFACEN: DESDE LA BIOFiSICA HASTA LA MEDICINA RESPIRATORIA

Blanco Hidalgo, Odalys'
Lugones Ladron de Guevara, Yuliannis'
Monzote Fidalgo, Lianet’
Morilla Guzman, Andrés®
Diaz Casana, Elaine'
Salomao Reinaldo*
Pérez Gil, J esus’
! Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria/Grupo de desarrollo Bio-farmacéutico, Mayabeque Cuba, email: oblanco@censa.edu.cu

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), *Hospital Angel Arturo Aballi, MINSAP, *Universidad Federal de San Pablo,
Brasil, *Universidad Complutense de Madrid, Espafia.

Resumen: La actividad surfactante adecuada sigue siendo critica para la funciéon pulmonar 6ptima
durante toda la vida, y la disfuncioén o inactivacion del surfactante secundario puede contribuir a la pa-
togénesis de enfermedades pulmonares graves, incluido el sindrome de dificultad respiratoria aguda
(ARDS) y el sindrome de aspiracion de meconio (MAS). El objetivo del presente estudio fue caracteri-
zar las propiedades biofisicas de Surfacen” y ademas estudiar el efecto de agentes inactivantes (suero,
meconio) en estas propiedades asi como las mismas pueden ser revertidas. Estas investigaciones se
complementaron con nuevos estudios farmacologicos in vitro retando el producto contra S. aureus, mi-
croorganismo causante de enfermedades respiratorias, para conocer su efecto anti-inflamatorio y
ademas contra Leishmania amazonenses. En paralelo se realizaron estudios de combinacion de farma-
cos, usados en la medicina respiratoria, con Surfacen” en la evaluacion de sus propiedades biofisicas.
Los resultados mostraron que Surfacen” exhibi6 propiedades biofisica similares a las del surfactante
endogeno, lo que avala su funcion 6ptima. El &cido hialuronico protege a Surfacen” de la inactivacién
por suero y meconio. Surfacen” demostré propiedades anti-inflamatorias y antipatogénicas. A su vez la
combinacién de Surfacen” con un anti-inflamatorio, un antioxidante y antibidticos no afecta sus propie-
dades interfaciales. En su conjunto esto estudios avalan las nuevas propiedades farmacoldgicas de Sur-
facen” para su uso mas alla del distress en el neonato.
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I. INTRODUCCION

El surfactante pulmonar es un complejo lipoprotéico esencial para permitir la apertura estable de los
espacios respiratorios pulmonares, y su falta o disfuncion esta asociada al desarrollo de patologias seve-
ras (1, 2, 3). Las preparaciones clinicas de surfactante pulmonar se utilizan habitualmente para tratar los
recién nacidos prematuros con sindrome de dificultad respiratoria, ademas estas preparaciones represen-
ta un componente crucial en el sistema inmune innato y adquirido regulando la defensa y los procesos
inflamatorios en el pulmoén. En este sentido el efecto terapéutico esta relacionado no solamente con sus
caracteristicas biofisicas, sino ademas por sus efectos anti-inflamatorios (4).

La inhibicion del surfactante incluye aquellos procesos que disminuyen la actividad de superficie del
surfactante pulmonar. Las sustancias inhibitorias fundamentales incluyen proteinas del suero, lisofos-
folipidos, y meconios entre otras. Varias investigaciones exploran el mecanismo molecular que subyace
detras de los procesos de inactivacion asi como diferentes estrategias para proteger o revertir la inacti-
vacion del surfactante pulmonar (5, 6, 7). Recientemente, se informé que la dermaserpina posee activi-
dad frente a Leishmania (8, 9). Estos hallazgos sustentan la evaluacion de las preparaciones de surfac-
tantes, frente a protozoos parasitos.

Las particulares propiedades biofisicas del surfactante pulmonar, capaces de adsorberse con muy alta
eficiencia a la interfase aire-liquido y, a través de ésta, viajar rdpidamente a las vias aéreas distales, con-
vierte al surfactante en un potencial vehiculo para la administracion de farmacos por la via pulmonar
(10).

El objetivo del presente estudio fue caracterizar las propiedades biofisicas de Surfacen” y ademas es-
tudiar el efecto de agentes inactivantes (suero, meconio) en estas propiedades asi como las mismas pue-
den ser revertidas. Estas investigaciones se complementaron con nuevos estudios farmacologicos in
vitro retando el producto contra S. aureus, microorganismo causante de enfermedades respiratorias, para
conocer su efecto anti-inflamatorio y ademas contra Leishmania amazonenses. En paralelo se realizaron
estudios de combinacion de farmacos, usados en la medicina respiratoria, con Surfacen”.

II. METODO

I-Materiales

Surfacen”, un surfactante clinico usado en la terapia de SDRN en Cuba producido por el Centro Na-
cional de Sanidad Agropecuaria (CENSA, Mayabeque). N-acetilcisteina: 100 mg/mL, 1 mL, Hidrocor-
tisona: 100 mg polvo liofilizado y Amikacina: 500mg, 2mL. Acido Hialurénico (HA, 120k) fue sumi-
nistrado por Sigma (St. Louis, MO). Meconio y suero donado por el Dr. Jesus Pérez Gil

II-MODELO BIOFiSICO: La tension superficial se evalué utilizando un surfactometro de burbuja
cautiva (CBS) controlado por un ordenador segin lo descrito por Shoel y col. (11). Los ensayos de in-
hibicion fueron realizados siguiendo la metodologia de Lopez-Rodriguez y col. 2012 (6).

III-MODELO FARMACOLOGICO IN VITRO CON CELULAS MONONUCLEADAS DE
SANGRE HUMANA (PMBC) RETADAS CON S. AUREUS: Se realizo6 el aislamiento de las células
mononucleadas a partir de sangre humana por el método del gradiente con Ficoll, las cuales fueron es-
timuladas con S. aureus y pre incubadas con Surfacen”. La determinacién de citoquinas (TNFa e IL-6)
se realiz6 por el método de ELISA segun instrucciones del fabricante.
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IV-MODELO FARMACOLOGICO DE MACROFAGOS INFECTADOS CON LEISHMANIA
AMAZONENSIS: Se determin6 la actividad antileishmanial del Surfacen” al tratar cultivos in vitro de
amastigotes intracelulares en macrofagos peritoneales de raton BALB/c previamente infectados con L.
amazonensis, por un método colorimétrico utilizando una sal de tetrazolio (MTT) (12). En paralelo, se
determind la citotoxicidad de ambos productos frente a macrofagos peritoneales de raton BALB/c sin
infectar, mediante el mismo método.

V-ESTUDIO VEHICULIZADOR DE FARMACOS

Los ensayos de la evaluacion del efecto de los medicamentos (NAC, HCORT y AMIK) en la propie-
dad interfasial de Surfacen” (cinéticas de spreading), se realizaron en la balanza de Langmiur. Surfa-
cen® y las diferentes mezclas aplicaron en la interfase y fueron registrados los cambios en la presion
superficial (17 del material de superficie activa en funcién del tiempo

VI-ESTADISTICA: II-Los datos representan la media + DE después de promediar los datos de tres
experimentos independientes, experimentos de compresion-expansion en CBS se ilustran como isoter-
mas representativas de cada material surfactante. III-El anélisis estadistico fue realizado usando en
software SPSS 21.0. Los datos fueron expresados como la media +EEM y analizado con un ANOVA
simple y el ensayo post hoc LSD. Un valor de probabilidad de p< 0.05 se considerd estadisticamente
significativo. IV- Los datos fueron procesados por el paquete estadistico STATGRAPHICS Version 3.1
para WINDOWS por una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) y expresados como la media = DE.
Diferencias significativas fueron consideradas para p<0.05. V- El analisis estadistico se realizé median-
te el software SPSS 21.0. Los datos fueron expresados como la media + DE y analizados por un
ANOVA simple (one way) con un analisis LSD post doc. Un valor de probabilidad de p < 0.05 fue con-
siderado estadisticamente significativo.

III. RESULTADOS

Inhibicion de Surfacen por suero y por meconio y su reversion con acido hialuronico

La figura 1 ilustra como Surfacen en ausencia de suero reduce rapidamente la tension superficial (ts)
a24,4+1,4 mN/m alos 5 min en la adsorcidn inicial y después de expandir la burbuja. Cuando Surfacen
fue aplicado alrededor de la capa de suero que cubre la interfase, no ocurri6é adsorcion ya que la tension
superficial fue de 43,2+2,3 mN/m, igual a la del suero. Después de la expansién, la ts no cambia, indi-
cando que Surfacen no fue capaz de competir eficientemente con los componentes del suero para lograr
la interfase. En contraste la aplicacion de Surfacen pre-mezclado con HA restablece la habilidad del
surfactante de lograr la interfase y disminuir la (ts) a valores de 25,6+0,6 mN/m aun en presencia de
suero.

En relacion a las isotermas de compresion-expansion, en ausencia de suero, las isotermas ciclicas de
Surfacen exhiben un comportamiento optimo, al final del 4° ciclo la ts fue de 3,0+0,8 mN/m con una
reduccion del area de 20 %. En los ciclos dinamicos Surfacen mostré una funcién normal en ausencia
de suero, con una ts de 3,1+0,7 mN/m. Cuando Surfacen fue aplicado alrededor de la capa de suero que
cubre la interfase, no fue capaz de disminuir la ts por debajo de 20,6+1,6 mN/m (Q-estatico) y
13,945,8 mN/m (dindmicos ciclos) aun después de una reduccion del 4rea de mas de un 50%. Sin em-
bargo la aplicacion de Surfacen pre-mezclado con HA es capaz de restablecer la habilidad de Surfacen
de obtener una ts minima en los ciclos cuasi-estatico y dinamicos.
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Fig. 1 Inhibicion de Surfacen por suero y su reversion con acido hialuronico (HA): (A) Adsorcion interfacial (B) Isoter-
mas ciclicas de compresion-expansion en ausencia y presencia de suero

La figura 2 muestra como Surfacen expuesto a meconio se adsorbe tan rapido como Surfacen solo,
sin embargo se obtiene una ts mayor 33,5+9,4 mN/m. Re-adsorcion del exceso de material en la expan-
sion de la burbuja muestra resultados similares, aunque la variabilidad entre las muestras es mayor, de-
bido probablemente a la naturaleza heterogénea del meconio. Las isotermas ciclicas de Surfacen ex-
puestas a meconio exhiben alta variabilidad y no son reproducibles. Tres experimentos representativos
de tal comportamiento son representados en los ciclos cuasi-estatico y dindmicos. En los ciclos cuasi-
estatico la histéresis fue pequefia pero se necesita mucha mayor compresion del area en algunos experi-
mentos para obtener una ts minima de 19,6 mN/m. Sin embargo no efectos del meconio fue observado
en otros experimentos donde la pre-exposiciéon a meconio aun mantiene la habilidad para obtener una
baja ts, sin embargo se requiere una comprension del drea mayor y exhibe mayor histéresis en ambos
ciclos. En el caso de las isotermas obtenidas con Surfacen/HA expuesto a meconio restablece el com-
portamiento de Surfacen.
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Fig. 2 Inhibicion de Surfacen por meconio y su reversion con acido hialuronico (HA): (A) Adsorcion interfacial (B) Iso-
termas ciclicas de compresion-expansion en ausencia y presencia de meconio

Efecto de Surfacen” sobre TNF-a e IL-6 en PMBC estimulado con S. aureus:

La figura 3 muestra una supresion dosis-dependiente de la liberacion de TNF-a se observo 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 fue-
ron 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 con-
centraciones de Surfacen”. Se observé una disminucién 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 es capaz de lograr una inhibi-
cion de alrededor de un 40 % de la IL-6 inducida por S. aureus.
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Fig. 3 Modulacion de la produccion de TNF-a e IL-6 por Surfacen” en células mononucleadas de la sangre (PBMC) in-

Efecto anti-patogénico

La figura 4 mostr6 que Surfacen” presento actividad contra la forma amastigote de Leishmania ama-
zonensis, inhibiendo el porcentaje de macrofagos infectados y el nimero promedio de amastigote por
macrofagos. La concentracion inhibitoria media (Cls) fue de 17,9 + 3,0 pg/mL, sin encontrarse efecto
toxico. Surfacen” mostrd una actividad similar a medicamentos de primera linea empleados para esta
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La figura 5 muestra la cinética de spreading, medida a través los cambios en la presion de superficie
(T en el tiempo, en la interfase de una balanza de Wilhelmy a 37°C, para Surfacen® y la combinacion
de Surfacen® con tres medicamentos, un antioxidante como la N-acetilcisteina, un anti-inflamatorio
como la hidrocortisona y un antibidtico como la amikacina. La adicion de los diferentes farmacos a Sur-
facen® no afecta su cinética de spreading. La farmacos, por si solos no presenta ningtin comportamiento
interfasial.
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Fig. 5 Cinéticas de spreading de Surfacen® (S) antes y después de la adicion de los tres medicamentos (NAC: N-
acetilcisteina, HCORT: hidrocortisona y AMIK: amikacina) al 1 y 10% con relacion a la concentracion de fosfolipidos.

IV. CONCLUSIONES

Surfacen es fuertemente inhibido por meconio y por el suero cuando se evalu6 en el surfactometro de
burbuja cautiva bajo condiciones que simulan la dindmica respiratoria. Sin embargo Surfacen es marca-
damente protegido de esta inhibicién cuando se pre-expone al polimero acido hialuronico. Esto confir-
ma que los surfactante clinicos pueden ser optimizados para tratar patologias asociadas a un contexto de
desactivacion

Los resultados sustentan por primera vez el efecto anti-inflamatorio de surfacen frente a un patdégeno
que permanece como la causa principal de infecciones humana, con especial relevancia en el tracto res-
piratorio bajo.

Se logra el primer reporte internacional de la actividad antileishmanial de surfacen esto sugiere la ex-
ploracion de estos productos en el disefio de nuevas formulaciones contra leishmania.

Se brindan evidencias de la combinacion de Surfacen con medicamentos frecuentes utilizados en la
clinica en enfermedades respiratorias no afecta sus propiedades biofisicas
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