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RESUMEN

Una preparacién farmacéutica de surfactante pulmonar exégena, SURFACEN®, se evalué en relacién con el crecimiento
in vitro de agentes patégenos involucrados en enfermedades pulmonares. SURFACEN®, a las concentraciones
de 1, 10 y 20 mg/mlL, se incubé con Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en solucién salina durante 5 h a 37 °C. En presencia del SURFACEN® se
observé una disminucién de las unidades formadoras de colonias en las concentraciones evaluadas. A partir de la
concentracién de 10 mg/mL se observé una reduccién de un logaritmo del crecimiento bacteriano, en todos los
tipos de bacterias ensayadas. SURFACEN® mostré un efecto antibacteriano en bacterias grampositivas y
gramnegativas causantes de enfermedades respiratorias.
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ABSTRACT

SURFACEN?® is able to inhibit bacterial growth causing respiratory infections. One pharmaceutical preparation
of exogenous lung surfactant, SURFACEN®, was tested in vitro on growth of pathogens involved in lung disease.
SURFACEN® at concentration of 1, 10 and 20 mg/mL was incubated with Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli in saline solution by 5 h at 37 °C.
In the presence of SURFACEN® it was observed a decrease of colony forming units in all evaluated concentrations
and from 10 mg/mL a reduction of one logarithm of bacterial growth in all types of bacteria tested was observed.

SURFACEN® showing antibacterial effect on grampositive and gramnegative bacteria causing lung disease.
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pneumonia, Acute Respiratory Distress Syndrome

Introduccion

El surfactante pulmonar end6geno es una mezcla de
fosfolipidos y proteinas especificas (SP-A, SP-B,
SP-C, SP-D). Laprincipal funcion del surfactante es
disminuir la tension superficial en la interfase aire-
liquido en los alvéolos pulmonares, y asi reducir
trabajo de larespiracion y mantener la estabilidad del
pulmon al evitar el colapso alveolar [1]. Ademas de
su funcién tensoactiva, esta sustancia realiza una
funcién de defensa en el pulmén [2].

Enlosafios 80 del siglo XX, laaplicacion terapéu-
tica de un surfactante pulmonar natural de origen
bovino, cuyo nombre comercia es SURFACTANT
TA®, aneonatos con Sindrome de Distrés Respirato-
rio (SDRN) evidencio resultados satisfactorios [3].
Ademés del SURFACTANT TA®, existen cinco sur-
factantes naturales exdgenos, obtenidos de fuente
bovina o porcina, producidos comercialmente por
compaiiias farmacéuticas, estos son: SURVANTA®
(cuya variante japonesa es el SURFACTANT TA®)
(Abbot Ltd., Laboratorios Ross, Estados Unidos),
ALVEOFACT® (Boehringer Ingelheim, Alemania),
CUROSURF® (Chiesi Pharmaceuticals, Italia),
INFASURF® (Laboratorios Forest, Estados Unidos)
y BLES® (BLES Biochem, Canadd); a estos pocos se
suma SURFACEN®, desarrollado en Cuba (CENSA)
[4]. Generalmente, la composicion bioquimica de es-
tos surfactantes se caracteriza por lapresenciade un
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alto contenido en fosfolipidos, en particular de la
fosfatidilcolina'y su especie saturada con &cido pal-
mitico, ladipamitoilfosfatidilcolina(DPPC). También
sedistinguen por un elevado porcentaje defosfolipidos
anionicos (fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol), en
comparacion con otras especies de fosfolipidos, y
por la presencia de proteinas hidrof dbicas conocidas
como SP-B y SP-C [1].

La disfuncion del surfactante se ha descrito para
enfermedades pulmonares, tales como neumonias y
Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA)
causado por sepsis [5]. Existen pocos trabajos re-
lacionados con la influencia directa del surfactante
pulmonar, asi como de sus preparaci ones farmacéuticas
comerciales, sobre €l crecimiento bacteriano y estos
han sido divergentes [6, 7]. En este sentido, no se ha
estudiado s SURFACEN® posee esta propiedad. El
propésito de este trabajo fue evaluar el efecto del
producto SURFACEN® en € crecimiento in vitro de
bacterias causantes de infecciones respiratorias.

Materiales y métodos

La preparacion farmacéutica SURFACEN®, es un
surfactante natural, obtenido a partir de lavado pul-
monar porcino. Se presentaen formade un liofilizado
estéril de color blanco, cada bulbo contiene 50 mg de
fosfolipidos, 0.3 a 0.7 mg de proteinas hidrof6bicas
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y 2.03 a 3.03 mg de otros lipidos [8]. Se obtiene 'y

suministra en el Centro Nacional de Sanidad Agro-
pecuaria (CENSA). L os microorganismos empleados
fueron Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883y Escherichia coli ATCC 25922. Las
cepas se cultivaron en un medio agar sangre,
incubadas a 37 °C durante 24 h y liofilizadas a 4 °C.
A lascepas selesrealizaron las pruebas bioquimicas
mediante el sistema API @nalytical prolife index,
bioM érieux, Francia) parasu identificacion. Las cepas
sediluyeron en solucion deNaCl al 0.9%y sellevaron
a3 x 10 UFC/mL segln la escala Mac Farland. La
concentracion del in6culo se control6 a realizar di-
luciones decimales seriadas 1:10 y sembrar 0.1 mL

de las diluciones 10° 10° 107 en dos placas de agar
que contenian triptonasoya (TSA), que se disemi-
naron con la ayuda de varillas L. Las placas se
invirtieron e incubaron a 37 °C durante 24 h. Todos
los in6culos se utilizaron dentro de la primera hora
de preparados y se consideraron vélidos |los conteos
entre 20 y 200 UFC/mL [9]. Para la determina
cion del crecimiento bacteriano por €l método de
suspension cuantitativa por dilucion y conteo, se
utilizaron los tubos que contenian solucion de NaCl

al 0.9%, suspension de bacteria en solucion salinay

SURFACEN?® disuelto en agua (1, 10 y 20 mg/mL),

se agitaron en zaranda horizontal a90 r.min* durante
5ha37°C[7]. Setomd una alicuota de 100 nL de
cadatubo, seredlizaron diluciones seriadas en solucién
salina 1/10 (hasta 10°), y se sembré 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 mililitro (UFC/mL), apartir del conteo
de colonias y la dilucion respectiva. Se realizaron
tres determinaciones independientes. Como el cre-
cimiento bacteriano es logaritmico, se calcul6 el

logaritmo de las unidades formadoras de colonias
(logoUFC/mL). Los valores se expresaron como la
reduccion del crecimiento bacteriano (RCB), es decir,
RCB = 10g,C - 10g,S, donde C: UFC del control y

S: UFC en presencia de SURFACEN®. Se consider6
efecto antibacteriano a partir de la reduccion en un
logaritmo del crecimiento microbiano indicado por
valores mayores o iguales que 1 [10]. En el andli-
sis estadistico, los resultados se expresaron como
la media + el error estandar de la media (EEM)
de tres determinaciones independientes. Los datos
se evaluaron estadisticamente por andlisis de va
rianza (ANOVA) y la prueba Duncan, mediante el

programa SAS, version 8.02 TS nivel 02M O (1999-

2001). Las diferencias estadisticas se consideraron
cuando p < 0.05.

Resultados y discusién

Laincubacion de SURFACEN® durante 5 h con las
bacterias grampositivas: Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus
result6 en una disminucién de |as unidades formado-
ras de colonias, expresada como un aumento en la
reduccién del crecimiento microbiano (Figural). Exis-
te una tendencia dosis-efecto con € Streptococcus
agalactiae y Streptococcus pneumoniae, y dosis-
dependiente con d Shaphylococcus aureus. A las

280

concentraciones de 10 y 20 mg/mL se observé una
disminucién del crecimiento por encima de la reduc-
cion de un logaritmo, indicado por valores mayo-
res o iguales que 1. Asimismo, la incubacion de
SURFACEN® con bacterias gramnegativas: Klebsie-
Ila pneumoniae y Escherichia coli resulté en una
disminucion en las unidades formadoras de colonias
dosis-dependientes expresado como un aumento en
lareduccion del crecimiento microbiano (Figura 1B).
De esta forma se logra unareduccién en un logaritmo
del crecimiento microbiano apartir delaconcentracion
de 10 mg/mL . Paralos microorganismos evaluados en
ausencia de SURFACEN®, se obtuvo € méaximo del
crecimiento (datos no mostrados).
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Figura 1. Efecto del producto SURFACEN® en el crecimiento de
bacterias grampositivas (A) y gramnegativas (B). Los datos estan
expresados como la media = el EEM de la reduccién del
crecimiento bacteriano (RCB). Se consideré el efecto antibacte-
riano a partir de la reduccién en un logaritmo del crecimiento
microbiano indicado por valores mayores o iguales que 1. Letras
diferentes indican diferencias significativas p < 0.05.

La primera evidencia de actividad antibacteriana
del surfactante pulmonar procede de los resultados
obtenidos con una fraccion de surfactante de lavado
derata, lacual causo lisis del Streptococcuspneumo-
niaey de otras bacterias grampositivas, tales como
Streptococcus viridans, Streptococcus pyogenes y
Sreptoccoccus bovis, efecto que se le atribuy6 alos
acidos grasos libres presentes en ella[11]. Conejos
infectados con Streptococcus grupo B, tratados con
CUROSURF®, manifestaron una disminucion de la
proliferacion bacteriana en homogenado de pulmén
[12]. También seinformo que el tratamiento con este
mismo surfactante a ratas con neumonia causada por
Escherichia coli provocé una mejora en la funcién
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respiratoria [13]. La presencia de péptidos bacteri-
cidas en el pulmon, tales como b-defensinas y ca-
telicidinas (gjemplo LL 37) contribuye alasfunciones
de defensa en el pulmén [14]. En este sentido, se ha
informado la presencia de péptidos antibacterianos
en d surfactante pulmonar endégeno bovino [15].
Asimismo, en tejido pulmonar porcino y en la pre-
paracion comercial CUROSURF® se demostro la
presencia del péptido catelicidina, nombrado pro-
fenina, por su alto contenido en los aminoécidos
prolinay fenilalanina, y un fragmento de 18 amino-
&cidos a partir del C-terminal de este, denominado
PF-18 [16, 17].

La contribucién de algunos de los componer-
tes del surfactante a esta actividad se ha estudiado.
La proteina hidrofébica SP-B present6 68% de
homologia secuencial con el péptido antibidtico der-
maseptinabl einhibié el crecimiento de Escherichia
coli [18]. A su vez, recientemente se ha informado
que los fosfolipidos, en particular la DPPC, actdan
como inhibidor de laexotoxinaproducida por el Strep-
tococcus del grupo A y del B, pertenecientes a la
familia de los b hemoliticos [19].

Se han informado diferencias en la composicién
bioquimica de las preparaciones comerciales de sur-
factantes [20, 21] lo que influye decisivamente en

sus propiedades. Resultados en el comportamiento
de tres preparaciones de surfactante (ALVEOFACT®,
SURVANTA®y EXOSURF®) sobred crecimiento bac-
teriano de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Saphylococcus epidermidis y Sreptococcus agalactiae,
demuestran que SURVANTA® induce @ crecimiento
de Escherichiacoli [6]. En estudios recientes se evalud
el efecto de diferentes preparaciones de surfactan-
tes naturales exogenos (SURVANTA®, CUROSURF®,
ALVEOFACT®) y dos sintéticas (EXOSURF® y PU-
MACTANT®) end crecimientode Sreptococcus grupo
B, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los
resultados mostraron que solo CUROSURF® inhibio
e crecimiento de Sreptococcus grupo B. Este efecto
no se observapara Saphylococcus aureusy Escherichia
cali. Ninguno de los surfactantes inhibié el crecimien-
to de Escherichiacoli, y ene caso de SURVANTA®, lo
aumento [7]. Por otra parte, se ha informado que
CUROSURF® posee un efecto antibacteriano frente a
Sreptococcus grupo B y Escherichiacoli y, a su vez,
dan lugar alaperoxidacion del surfactante, debido alas
especies reactivas liberadas por estas bacterias [22].

Los resultados muestran el primer informe del
efecto antibacteriano de la preparacion farmacéuti-
ca comercial SURFACEN® sobre microorganismos
gramnegativos y grampositivos.
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