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CAPITULO 1

Introduccion

El surfactante pulmonar (SP) es una sustancia compuesta de lipidos y
proteinas, que reduce la tension superficial para evitar el colapso alveolar y ayudar
durante la respiracién en el intercambio de gases de O, y CO.. En este trabajo de
investigacion se describira los aspectos mas relevantes del SP que abarca desde
su historia, composicion, sintesis, biosintesis de lipidos y proteinas, asi como su

metabolismo.

El SP es vital al inicio de la respiracion durante el nacimiento, su deficiencia
conlleva a patologias como el sindrome de distrés respiratorio (SDR), también
conocido como la enfermedad de membrana hialina (EMH) y el sindrome de
respiracion aguda (SRA). En la actualidad la administracion exégena de SP como
medida terapéutica en humanos esta bien establecida en el campo de la
neonatologia. Desde ya casi un siglo el SP ha sido estudiado por sus propiedades
terapéuticas y ademas por ser la sustancia vital para la respiracion. Por tal motivo
se ha buscado la manera de determinar su efecto y su funcién en modelos animales
desde la etapa prematura hasta los pocos dias de nacido. Algunas especies de
mamiferos son cercanamente parecidos en genética a los humanos como el cerdo
y cordero que son especies medianas y permiten extrapolar los resultados obtenidos
de ellos a los estudios clinicos. Otras especies como los conejos y ratas que son
variedades de menor tamano nos permiten tener resultados mas inmediatos por su
periodo de desarrollo. En este trabajo de investigacion se describira a detalle los
aspectos mas importantes del modelo como son: las caracteristicas generales de la
especie, el manejo durante el procedimiento, el niumero de lavados pulmonares y la
cantidad de solucion salina usada para el lavado, asi como de la recoleccion de
muestras y procesamiento, en mayor medida se describira detalles de los objetivos
del estudio y los hallazgos. Por lo tanto, en este estudio se describiran los modelos

in vivo de deficiencia de SP.
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Surfactante Pulmonar

El surfactante pulmonar (SP) esta compuesto de fosfolipidos y proteinas, es
basico para la funcion respiratoria, secretado y almacenado por las células
alveolares tipo Il (CATII) (1), su deficiencia ocasiona diversas patologias como:
enfermedad de membrana hialina (EMH) en neonatos (2). EI SP exégeno como
terapia, ha obtenido resultados favorables ya que la principal funcién del SP es

disminuir la tension superficial de los alvéolos facilitando la respiraciéon pulmonar
(3).

Debido al potencial terapéutico del SP se sigue investigando sus efectos
terapéuticos en el ramo de la farmacéutica. Por lo tanto, los investigadores buscan

exhaustivamente el mejor modelo animal para simular la deficiencia del SP y

personalizar tratamientos con SP exégeno (4).

Historia del descubrimiento del surfactante pulmonar

En 1929 el fisidlogo Kurt von Neegaard (5), realiz6 experimentos con
pulmones de cerdo y observé que se requiere una tension superficial baja para una
adecuada mecanica pulmonar (6). Después, el patdlogo Peter Gruen repitié los
experimentos en 1947 con pulmones de bebés que nacian muertos, demostrando
que las sustancias activas del SP reducen la tensién superficial durante la
respiracion (7). Afios después se denomind a la deficiencia de SP en recién nacidos
prematuros como EMH causada por la inmadurez pulmonar en los prematuros, esto

fue descubierto por Mary Ellen Avery en 1955 (8).

ARos posteriores el tercer hijo del presidente John F. Kennedy en 1963 nacio
prematuro a las 34 semanas de gestacion, desafortunadamente fallecié porque
desarrollo insuficiencia respiratoria que se derivd a un diagnoéstico con EMH. En
aquella época la EMH afectaba a 25,000 bebes norteamericanos cada afo, de los
cuales mas de la mitad morian y el resto sobrevivia con secuelas. A pesar de lo

ocurrido al presidente Kennedy, apoyd econémicamente a la investigacion para

2
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desarrollar la terapéutica para los nifos que nacian con EMH, de esta manera se

acelero la investigacion en el campo de la neonatologia con deficiencia de SP (9).

En 1972 en Estocolmo, Goran Enhorning y Bengt Robertson aislaron SP de
recién nacidos muertos y lo aplicaron a conejos prematuros de manera intratraqueal,

los resultados mostraron que aumentaba la supervivencia de los conejos (9).

Dada la importancia que en aquella época se venia documentando del SP se
necesitaban métodos de extraccion accesible y no solo eso sino también realizar

las pruebas necesarias de tension superficial y probarlo en nifios prematuros.

En afios posteriores se han inventado nuevas técnicas de aislamiento para
extraer SP de origen porcino y bovino. En 1980 el japonés Fujiwara uso pulmones
de bovino para extraer el SP, el contenido extraido era rico en proteinas y lipidos,
alto en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) ademas, Fujiwara probé el SP extraido en

nifios prematuros con EMH (9).

Partiendo de estas evidencias la investigacion se amplié y en 1988 iniciando
en Japdén y Norteamérica en 1990, el primer SP para uso en humanos fue aprobado
por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos)
(1). En México Vazquez de Lara y colaboradores en 1998, logaron aislar una
sustancia tensioactiva pulmonar de porcino para su futuro uso en humanos, la cual
se sometio a un analisis quimico, asegurando la composicion del SP, su efectividad
fue probada in vivo en un modelo animal, dando resultados muy prometedores como

terapéutica para bebes prematuros con EMH (10).

Desde 1929, se han hecho multiples estudios con la finalidad de tener mayor

eficacia en el uso de SP exdgeno como terapia para nifios prematuros con EMH.

Componentes del Surfactante Pulmonar

El surfactante pulmonar es una mezcla de fosfolipidos (FL) y proteinas, éstos
se encuentran en un 90% de los componentes (11). Las proteinas se presentan en

un 12 - 8 % variando entre especies de mamiferos (12). Existen cuatro proteinas

3
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especificas del SP: la proteina del surfactante A (SP-A), la proteina del surfactante
B (SP-B), la proteina del surfactante C (SP-C) y la proteina del surfactante D (SP-
D) (1). Estas proteinas a su vez se clasifican en SP-A y SP-D que son hidréfilas y la
SP-B y SP-C que son hidrofébicas ademas de ser esenciales para la actividad
biofisica de SP (1).

Biosintesis del surfactante pulmonar

El alvéolo pulmonar, esta constituido por células epiteliales tipo | y I, que
tienen una interaccion alveolar con macréfagos (3). Los neumocitos tipo |l también
llamados células epiteliales alveolares tipo Il (CETII) son los encargados de
sintetizar el SP, para ser almacenado en el citoplasma en forma de cuerpo laminar
antes de su liberacion en el espacio alveolar (13), parte del tensioactivo es reciclado
al ejercer su funcién en la multicapa interfacial. Las CETII son las encargadas de

reabsorber y reciclar los componentes del SP (11).

Proteinas del surfactante pulmonar

La proteina SP-A es la mas abundante en el SP, es una glicoproteina
multimérica, pertenece a la familia de las colectinas de tipo C, que contiene dominios
de reconocimiento de carbohidratos de tipo colageno y dependientes de calcio (14).
Su peso molecular es de 26 a 38 kDa. En humanos es codificada por dos genes
(SFTPA1 y SFTPAZ2) del brazo largo (brazo q) del cromosoma 10 (10922.3). En el
lumen del reticulo endoplasmico sufre una glicosilacion para finalmente ser
ensamblada como multimero, partiendo hacia el Golgi hasta que esta correctamente
oligomerizada (15). Su papel en el ensamblaje y mantenimiento de la monocapa
alveolar es esencial ya que controla la captacion del SP por las CETII, también

inhibe la secrecion de PC, facilitando la captacion de FL (16).

La proteina SP-D esta codificada por un gen (SFTPD) que se encuentra en

el cromosoma 10 (10g22.3), su procesamiento es similar a la SP-A, pertenece a la

4
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familia de las colectinas de tipo C, dando lugar a una proteina madura, con un peso
molecular de 43 kDa (17). Su principal funcién es participar en el sistema de
defensa pulmonar, se encuentra en la primera linea de defensa contra una amplia
variedad de patdégenos potenciales: virus, bacterias y hongos, regulando la actividad

de los macréfagos alveolares (18).

La proteina tensioactiva hidrofoba SP- B. Esta codificada por el gen SFTPB
localizada en el cromosoma 2 (2p11.2) (19). Tiene un peso molecular de 7 a 8 kDa,
esta formada por un péptido senal de 20 a 23 aminoacidos y 3 dominios tipo
saposina, se secreta independiente de los CL, desde el reticulo la SP-B es
transportada al aparato de Golgi para que su procesamiento proteolitico tenga lugar
en los cuerpos multivesiculares, con ayuda de las enzimas napsina A, catepsina H
y pepsinégeno C (12). Su principal funcién es promover la adsorcion de los FL desde
la hipofase acuosa a la interfase aire—liquido en el interior del alvéolo, para asi
asegurar el empaquetamiento adecuando de las proteinas del SP recién
sintetizadas, promueve la formacion de la pelicula tensioactiva en la interfaz alveolar
aire—liquido, manteniendo su estructura adecuada a lo largo de la dinamica
respiratoria, y por ultimo es la encargada de activar la via de senalizacion

purinérgica que desencadena la exocitosis de los cuerpos lamelares (CL) (12).

La proteina SP-C es una proteina de membrana integral. Se codifica con el
gen SFTPC se localiza en el cromosoma 8 (8p21.3) (20). Tiene una masa molecular
de 21 kDa. Esta proteina se dispone de una manera transmembranal en el reticulo
endoplasmico. Esta proteina esta formada por un propéptido N-terminal de 23
aminoacidos, el péptido maduro de 35 y un propéptido C. terminal de 139
aminoacidos, después de sufrir palmitoilacién en las cisteinas 5 y 6, se generan
diversos péptidos hasta liberar la proteina madura, el procesamiento proteolitico
tiene lugar en los cuerpos multivesiculares con la ayuda de la captesina H (21). Su
principal funcién es la participacion en la adsorcién de los FL a la interfase y en

aumentar la resistencia a la inhibicion del SP frente a proteinas plasmaticas (22)
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Las proteinas pulmonares se sintetizan como propéptidos para luego ser
almacenadas en los CL y después se transporta por medio de exocitosis a la capa
liquida del alvéolo, formando parte de la estructura que lleva como nombre “mielina
tubular”, principal componente de la monocapa, permitiendo a los grupos acilo
grasos hidrofébicos de los FL dirigirse hacia el aire alveolar mientras que la parte

hidrofilica se dirige hacia el agua (23)

Las proteinas del SP tiene una importante funcion para que se lleve a cabo
la correcta funcion respiratoria. Algunas de estas proteinas son vitales para la vida;
sin embargo, si alguna proteina presentara alguna mutacién considerable se daria
el caso de desarrollar una patologia ya sea durante el desarrollo o durante la etapa

adulta.

Fosfolipidos del surfactante pulmonar

El SP esta compuesto de un 90% de lipidos de los cuales la mayoria son FL.
Es importante sefalar que la sintesis de los lipidos del SP es la misma para
sintetizar el resto de los lipidos que necesita la célula para formar la membrana
mitocondrial, la membrana citoplasmatica y el resto de las membranas de los

organelos (24).

Los FL son un tipo de lipidos anfipaticos compuestos por una molécula de
glicerol, a la que se le unen dos acidos grasos (1- 2 diacilglicerol) y un grupo fosfato.
El fosfato regularmente se une mediante un enlace fosfodiéster a un grupo de

atomos que contienen nitrdgeno, como colina, serina o etanolamina (25).

El punto de partida para sintetizar los FL es el acido fosfatidico, su via
sintetiza fosfatidilglicerol (PG). La sintesis de los lipidos del SP inicia en el reticulo
endoplasmatico. Los FL son transportados mediante distintas vias como: a) la del
transporte vesicular, b) el transporte no vesicular y c) la difusion directa entre el

reticulo endoplasmico y los CL (24)
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Las enzimas necesarias para la sintesis de FL se encuentran en las
microsomas y en el citosol de los CETIl. Hay dos mecanismos para la sintesis de
dipalmitoilfosfatidilcolina a) la sintesis de novo por medio de diacilgliceroles
saturados y b) la deacilacion y reacilacién de fosfatidilcolina 1-saturada — 2 —

insaturada, involucrando a la fosfolipasa A2 y a las aciltransferasas (25).

La enzima colinfosfato — citidiltrasferasa (CCT), esta regulada por procesos
de fosforilacion — desfosfoliracion dependientes de monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) y por mecanismos propios de proteina quinasa C, estas sustancias

aumentan y estimulan la secrecion de CL, sintetizandose en las mitocondrias (26).

La sintesis de fosfatidilcolina (PC) se lleva a cabo por medio de dos vias
diferentes: la ruta de Kennedy o de la transcolinacién y la ruta de Bremen o de la

transmetilacion (27).

La sintesis de la lecitina puede ser por dos mecanismos la via de la
fosfocolintransferasa; la cual utiliza ATP para fosforilar la colina, el segundo

mecanismo es la via de la transferasa de metilo (28)

La sintesis de lipidos y en especial de FL del SP requiere de diversas

enzimas y precursores para su ensamblaje.

Ensamblaje de los cuerpos lamelares

Los componentes del SP son empaquetados en los CL hasta su secrecion a
la fase aire-liquido (23). Los CL son estructuras subcelulares, en las CETIl en
promedio contiene 30-150 CL, son las estructuras especializadas para almacenar y
empaquetar el SP (29). Para una correcta biogénesis de los CL es necesaria la
existencia de la proteina SP-B, de manera que a su deficiencia propicia acumulacién
de cuerpos multivesiculares precursores de los CL. Para el transporte de liquidos a
través de la membra a los CL es indispensable la presencia del casete de unidn a
A3 (ABCA3) (Centro Nacional de Informacién de Ciencias Médicas., 1982). La falta

de ABCAS tiene como consecuencia la deficiencia de SP en recién nacidos (14).
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La secrecion del SP ocurre por exocitosis de los CL, iniciando por la fusion
de membranas, interviniendo el calcio para el acoplamiento entre el estimulo y la
secrecion, y en el mecanismo de exocitosis de los CL, también hay una
recuperacion de las proteinas de la membrana hacia el interior de las CETII, para
llevar a cabo el reciclaje de los componentes del SP es de suma importancia el
transporte vesicular que se lleva a cabo por medio de la ruta endocitica, iniciando
en los espacios alveolares dirigiéndose a los CL, confluyendo asi el reciclaje con la

ruta biosintética (6).

El SP tiene un ciclo complejo en que se lleva a cabo simultdneamente la
secrecion, su extension en el espacio alveolar y el reciclaje de sus componentes y
para esto se requiere de proteinas de transporte, enzimas y organelos

especializados.

El metabolismo del surfactante pulmonar

Las CETII estan altamente especializadas para la sintesis y almacenamiento
del SP (30). En los CL intracelulares los FL destinados a la secrecion del SP son
secretados al espacio aire-liquido del alvéolo. En el espacio aéreo el SP es
desempaquetado para llevar a cabo su funcion tensioactiva, después de que el SP
haya cumplido su funcién es reabsorbido en la interfase aire—liquido por las CETII;
sin embargo, no todos sus componentes son reciclados, los detritos celulares son
fagocitados por los macréfagos (31). Los componentes reabsorbidos por las CETII

qgue son vueltos aprovechar son desensamblados e incorporados a los CL (12).

Propiedades biofisicas

La principal funcién del SP es disminuir la tensién superficial del alvéolo (3).
Ademas, se le atribuye el aumento de la distensibilidad pulmonar (11), estabilizacion
del alvéolo (19), prevencion de colapso alveolar, facilita la expansion de la

inspiracion (32), favorece la ventilacion/perfusion (3), mantiene la superficie alveolar
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sin liquido (Kresch etal.,, 1996.), modula algunos mediadores de respuesta
inflamatoria (11) y mejora el transporte mucociliar (21), facilitando la remocién de
particulas fuera del alvéolo durante la espiracion (32). Sus propiedades son
explicadas y atribuidas por medio de la biofisica, entendiendo que la tension
superficial de un liquido es la energia necesaria para disminuir su superficie por
unidad de area (19). De esta manera impide el colapso de los alvéolos durante la
espiracion. Esto se expresa por medio de la ley de la Laplace para una superficie

esférica:

Donde vy representa la tension superficial. Por medio de esta ecuacion
podemos entender la dinamica de los movimientos respiratorios; durante la
inspiracion el radio del alvéolo aumenta y con ello disminuye la presion (34). Por lo
tanto, en cada ciclo existe una mayor presion intraalveolar antes de llevarse a cabo
la inspiracion, asi como también para los alvéolos mas pequenos (21). Gracias a las

propiedades del SP esta presién se reduce y se evita el colapso alveolar (34).

Tension superficial en los alvéolos pulmonares

La tensidn superficial hace referencia a la fuerza cohesiva de las moléculas
existentes en la superficie de una pelicula de todos los liquidos la cual tiende a
contraer la superficie (11), es decir, la tendencia de una burbuja a colapsar es una
funcién inversa de su radio, por consecuencia, cuanto menor es la burbuja, mayor
es la presion que soportan sus paredes (Mederos & Velasco, 2018). Por ejemplo, si
dos burbujas estan conectadas la mas pequefa colapsaria vaciandose dentro de la
mas grande. Por lo tanto, podria esperarse que los alvéolos, que son como burbujas
y tienen un radio muy pequeno, exhiban una gran tendencia intrinseca a colapsar.
Esta tendencia disminuye debido a la presencia de paredes internas con una sola

capa de SP demostrando notablemente que la tension superficial de los alvéolos se
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reduce bastante cuando el tamafo del alvéolo disminuye, esta reduccién de la
tension superficial evita el colapso de los alvéolos pequefos cuando se vacian hacia

otros de mayor tamafio (12)

El surfactante pulmonar como agente terapéutico

La administracién exdgena de SP como medida terapéutica en humanos esta
bien establecida en la enfermedad de membrana hialina; desafortunadamente, su
utilidad en otras patologias no esta suficientemente demostrada (32). En recién
nacidos prematuros, la administracion de surfactante es utilizada con éxito (Chattas,
2011), ya que se ha demostrado cientificamente, que el tratamiento con
tensioactivos mejora la condicion respiratoria (37) disminuyendo la mortalidad en

neonatos.

En México al ano nacen aproximadamente de 145 -150 mil recién nacidos
pretérmino, registrando una incidencia de prematuros de 19.7%, lo que se relaciona
con un 38.4% de muertes neonatales, posicionando a la patologia como la primera
causa de mortalidad perinatal en nuestro pais. La OMS reporto que en 2019
murieron en el mundo 2.4 millones de nifilos en su primer mes de vida por el

desarrollo del sindrome de distrés respiratorio (SDR) (29).

Los tensioactivos estan disponibles en el mercado con distintas
composiciones y clasificaciones (Jiménez, 2009). Son derivados de animales y
tienen diferencias bioquimicas, lo cual puede influir en los resultados clinicos
(Hamm et al., 1996). La edad gestacional se asocia significativamente con el

tamano del efecto que puede causar el SP como agente terapéutico (1).

Se realizé un estudio donde se compardé el efecto de un tensioactivo
comercial derivado de pulmones de cerdo, poractant-alfa y el tensioactivo derivado
de pulmones de bovinos, Beractante; los hallazgos muestran una tendencia a la
reduccion de la mortalidad y una incidencia significativamente reducida en la
hemorragia pulmonar y la necesidad de un retratamiento en neonatos tratados con

poractant-alfa a 200 mg/kg en comparacion con el SP bovino, se demostro el efecto
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en la EMH. Lo que se concluy6 en este estudio fue que es necesario el tratamiento
inmediato de SP, ya que su deficiencia predisponia a desarrollar complicaciones.
Recién nacidos tratados con Poractant-alfa parecen tener mejores resultados
respiratorios a corto plazo, menor incidencias de fugas de aire y hemorragia
pulmonar (38), es importante hacer mencion que Poractant-alfa es de origen
porcino. Los investigadores concluyeron que Poractant — alfa puede estar
relacionado con dos factores de suma importancia 1) los FL que lo caracterizan, 2)

el contenido de proteina hidrofébica (38).

Tipos de surfactante pulmonar

Existen dos tipos de SP el natural y el sintético que son administrados de

manera exégena (37)

El SP natural es obtenido de pulmones de bovino, de cerdo y de ovino (39)
que son obtenidos por medio de lavados pulmonares o extractos de pulmén picado
(Jiménez, 2009). En los extractos de pulmones picados contienen menos de 10%
de la proteina SP-B en comparacion al SP extraido por medio de lavado pulmonar
(40).

Todos los SP naturales en su composicion tienen SP-C y SP-B, pero carecen
de SP-A (Jiménez, 2009), debido a la manera en como son extraidos ya que se
usan solventes organicos para la extraccion de la mayoria de los componentes del

SP que son lipidos (41).

Los SP sintéticos estan compuestos por una mezcla de FL tensioactivos que
contienen un 85 % de DPPC, 9% de hexadecanol para darle la consistencia espesa
(11) y 6% de tiloxapol que se agrega para que la mezcla tenga la capacidad de
reducir la tensién superficial (40). La composicion de los distintos surfactantes

pulmonares disponibles en el mercado se encuentra en el cuadro no. 1 (38)
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Tabla 1. Tipos de surfactantes pulmonares aprobados por la Food and Drug Abministration (FDA)

Nombre Método de  Total PL  Fosfolipidos  SP-B| _ SP-C| Dosis Volumen
preparacion (mg/mL) ° (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mL/kg)
Bovino Beractante Lavados 25 DPPC (70%) y 0.03 0.3 100 4
(Survanta®)  pulmonarest PS (4%)
BLES 27 DPPC (42%) y 0.17 0.49 135 5
(Neosurf® or PG (11%)
Liposurf®)
Bovactant Lavados 45 DPPC (39%) y 0.3 0.7 50 1.2
(Alveofact®)  pulmonares PG (8.5%)
Calfactant Lavados 35 DPPC (41%)y 0.26 0.36 105 3
(Infasurf ®) pulmonares PG (6%)
Surfactante Lavados 30 DPPC 48% 0.2 0.25 100 3.3
pulmonar pulmonares
(Kelisu®) $
Surfactante Pulmén 25 DPPC (60%) y - - 120 4.8
koreano picado PG (6%)
bovino
(Newfactan
®)
Surfactante Pulmoén 25 DPPC (65%) n.a. n.a. 120 4.8
TA picado
(Surfacten®)  enriquecido
Porcino Butantan Pulmoén 25 DPPC (76%) y - 100 4
picado PE (7%)
Poractant-a Pulmoén 80 DPPC (46%) y 0.45 0.9 100 or 1.250r
(Curosurf ®) picado PE (6%) 200 2.5
modificado
Surfacen Lavados 25 DPPC (45%)y - - 100 4
pulmonares Pl (12%)

Pie de tabla 1. Esta informacion fue obtenida del (38)
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ANIMALES DE LABORATORIO CON DEFICIENCIA DE SURFACTANTE
PULMONAR

El SP es un componente vital para la funcién respiratoria desde las primeras
etapas de la vida, ya que disminuye la tensién superficial, disminuye el trabajo
respiratorio y su presencia constituye un estado de salud favorable. Su deficiencia
causa el desarrollo de la enfermedad del SDR. Previamente se ha analizado que el
tratamiento oportuno genera un mejor prondstico en prematuros que nacen con la
deficiencia del SP, para seguir realizando investigaciones terapéuticas se utilizan
modelos animales que simulen la deficiencia del SP. Los modelos animales de
laboratorio incluyen una variedad de especies de mamiferos: ratas, conejos,
cobayos, babuinos, cerdos y corderos. Los modelos de animales se clasifican: como
modelos de animales prematuros de deficiencia de SP y animales adultos a los
cuales se les realiza lavados pulmonares para provocarles la deficiencia de SP. En
esta revision se describiran las caracteristicas, posibles aplicaciones, resaltando

sus ventajas y desventajas.

MODELO DE CORDERO

El cordero es un mamifero rumiante de la familia Bovidae de la especie Ovis
orientalis que se caracteriza por poseer cuernos curvos del género Ovis (Martinez,
2018). Los corderos prematuros y a término desarrollan sintomas clinicos como los
humanos, el modelo de cordero es util para estudiar enfermedades respiratorias, ya
que los corderos tienen una estructura pulmonar similar que incluye ramificaciones
de las vias respiratorias, células exocrinas bronquiolares, CETIIl, glandulas
submucosas y sistema oxidativo Duox/lactoperoxidasa (LPO) y alveologénesis
prenatal (43). Los corderos prematuros como a término desarrollan sintomas
clinicos como los humanos: fiebre, taquipnea y malestar, asi como lesiones
macroscopicas e histologicas de leves a moderadas que incluyen bronquiolitis con

lesion epitelial, infiltracién de neutrdéfilos y formacidn de células sinciciales (44).

Los corderos pueden nacer prematuros con un 90% de gestacién y sobrevivir
para la experimentacion (43). El tiempo de gestacion normal de los corderos es de
13
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5 meses y se considera corderos prematuros a los 4 meses, estos corderos
prematuros nacen con una deficiencia considerable de SP (Kresch et al., 1996).
Algunos estudios reportan haber realizado el procedimiento de recepcion del
cordero prematuro a los 105 dias de gestacion lo que equivaldria a 3.5 meses (45).
Sin embargo, hay estudios en los que se utilizan corderos con mas dias de

gestacion, pero a nivel intrauterino.

Para la obtencién de corderos prematuros en laboratorio se realizé un
monitoreo constante del producto, ademas de las semanas de gestacion para
determinar el tiempo de prematurez. Las corderas prefiadas son anestesiadas para
la recepcion del producto, similar a un procedimiento de ceséarea (46). Es importante
hacer mencién que se debe aspirar el liquido amnidtico antes de exponer la cabeza
fetal, que se exterioriza a través de una incision en la linea media en el abdomen de
la cordera (47). Por lo tanto, en esta etapa sera posible realizar las maniobras
experimentales requeridas por el investigador, ya que este modelo es bueno y con
alta demanda para el estudio de la fisiopatologia respiratoria y para estudios de

virologia por ejemplo para estudios con el virus sincicial respiratorio (48).

En un estudio realizado por Beth J Allison en el 2008 se investigaron las
causas de la lesion pulmonar inducida por la ventilacion, en este modelo animal se
utilizé la ventilacion in dtero en corderos premiadas con 110 dias de gestacion. Los
corderos in utero fueron sometidos a ventilacion mecanica por 5 dias y ademas
fueron conectados a un catéter en la carétida para la toma de muestras. La
ventilacion in dtero ofreciéo un método para desarrollar lesion pulmonar inducida por
la ventilacion. En este modelo se hizo hincapié que los pulmones muy inmaduros y
la ventilacién contribuyen a desarrollar patologias pulmonares (49). En un modelo
reportado por Bjorklund y colaboradores en el 2001, se obtuvieron corderos de 127
dias después de la concepcion por medio de cesarea para probar el efecto del
reclutamiento pulmonar en el nacimiento en la respuesta repetida de la instilacion
de SP. En este estudio se evaluaron 10 corderos, cuatro fueron controles, dos
recibieron SP in utero y dos mas se les dio el SP inmediatamente después de la

primera respiracion. Después de dichas maniobras los corderos fueron mantenidos
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con ventilaciébn mecanica por cuatro horas. En este estudio se evaluaron los gases
sanguineos, la mecanica pulmonar in vivo y el estudio post mortem. Los hallazgos
concluyen que el reclutamiento pulmonar al nacer no mejora la respuesta al SP en
cordero inmaduros, pero puede tener un efecto adverso sobre la funcién y

morfologia pulmonar (50)

En un modelo de cordero con 3+4 dias de nacido se les evaluo el impacto de
la ventilacion liquida total sobre la funcion diastdlica del ventriculo izquierdo en un
modelo de dificultad respiratoria neonatal. La deficiencia de SP fue inducida
mediante lavados pulmonares repetidos con solucion salina 0.9% usando 10 ml/kg
por cada lavado, aproximadamente se les realizaron 10 lavados con intervalos de 5
minutos entre cada lavado, antes de este procedimiento los corderos fueron
intubados, anestesiados y paralizados. En este estudio se concluyé que la
ventilacion liquida total fue bien tolerada en el modelo de cordero neonatal de SDR
grave y tuvo un impacto limitado en la funcién diastdlica del ventriculo izquierdo en

comparacién con la ventilacién mecanica convencional (51)

En un estudio realizado por Torsten R. y colaboradores se utilizaron 7
corderos adultos de peso corporal de 22,4 - 27.3 kg. Los animales fueron
anestesiados, paralizados con un volumen de ventilacion mecanica de 8 ml/kg, 1:2,
fraccién de oxigeno inspirado y una presion positiva al final de la espiracion de 5 cm
H20. se coloco una via arterial y un catéter de Swan — Ganz,. Después de la
recopilacion de los datos fisiolégicos el pulmén fue sometido a lavados con solucién
salina al 0.9%, mediante instilacién. Los investigadores concluyeron que
efectivamente la posicion del animal modifica el intercambio de gases, mostrando

una mejoria en posicién prona (52).

La desventaja del modelo de cordero prematuro se debe a que se necesita
un personal altamente especializado y capacitado en el manejo de animales de
tamano medio, ademas, se requiere de una infraestructura para su montaje y

manejo (47).
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Se considera el modelo de cordero prematuro apto para realizar
experimentaciones a nivel pulmonar, ya que este modelo ofrece una alta similitud
con la fisiologia pulmonar humana, ademas, de tener una sintomatologia similar a
la de los humanos, por tal motivo su uso es indispensable en la investigacion
respiratoria. Este tipo de modelos puede ser elegido segun el dia de gestacion y de
esto dependera el objetivo de la investigacion y también la etapa de desarrollo

pulmonar en la que se encuentre el cordero.

MODELO DE CERDO

El lechdn o cerdo neonatal es la cria porcina, es un mamifero de la familia:
Suidae y de la especie: Sus scrofa doméstico. El lechdn se caracteriza por un
cuerpo redondeado, hocico largo y patas cortas con pezufias (Alarcén et al., 2005).
En comparacion con otras especies domesticadas, el cerdo se reproduce rapido,
generalmente tiene grandes tamafios de camanda (12-16 crias) (54), su periodo de
gestacion es de 40-60 dias (55) y son faciles de alimentar, estas caracteristicas de
los cerdos tiene un alto valor economico a nivel global para la ganaderia y la
industria alimentaria (56). Los cerdos y humanos son muy similares en varios
aspectos en su anatomia, bioquimica, fisiologia y patologia (57). EIl modelo de cerdo
neonatal es similar en filogenia y ontogenia al desarrollo fetal del humano durante
las semanas 36-38 (58). Los cerdos son un excelente modelo para entender varias
enfermedades en humanos como la obesidad, la salud reproductiva, la diabetes, el
cancer, las enfermedades cardiovasculares y enfermedades infecciosas (59).
Gracias a la similud que tiene el cerdo con el humano se pueden realizar estudios

en distintos sistemas como el urinario, cardiovascular, digestivo y pulmonar (60).

A continuaciéon se explicara el modelo de cerdo neonatal con deficiencia de
SP. El modelo de cerdo neonatal con un tamafo de cria de 2 kg permite una
monitorizacion de diferentes variables fisioldgicas tanto de forma invasiva como no
invasiva (61). Existen una variedad de estudios que han utilizado el cerdo neonatal
para determinar la respuesta a farmacos en la terapéutica pulmonar. En un estudio

realizado para determinar la respuesta de las dosis de SP nebulizado combinada
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con la ventilacion presion aérea positiva continua nasal (nCPAP) y la respiracion
espontanea en un modelo de cerdo neonatal. Este trabajo de investigacion se
realizé de acuerdo con las normas de proteccion de animales de experimentacion
de Espafia y Europa (UE2010/63, RD53/2013). En este estudio se describid la
maniobra experimental para provocarles una lesion pulmonar a los lechones recién
nacidos con lavados pulmonares y después darles tratamiento con distintas dosis
de SP. Se describié que los lechones de 2-4 dias después de nacidos fueron
sedados con ketamina, diazepam y atropina, y ademas fueron anestesiados con
sevoflurane, esto debido a la naturaleza de la especie y al tiempo de
experimentacion de 180 minutos. La deficiencia del SP fue realizada por medio de
lavados pulmonares con solucion salina al (0.9%) (30 ml/kg, a 37°C) con 10
repeticiones cada 5 minutos hasta obtener una Pao2 <100 mm Hg, para mantener
este modelo los lechones, se estabilizan después de 30 minutos con una dosis de
20 mg/kg de citrato de cafeina para mantener respiraciones espontaneas (62).
Después de los lavados la presion final espiratoria positiva fue incrementada a 5 cm
H20, y la presion positiva inspiratoria y la frecuencia respiratoria fueron ajustadas a
un maximo de 25 cm H2O y a 45 latidos por minuto (63). Este experimento brindo
datos importantes para la implementacién del manejo de este modelo y la toma de
muestras y datos para experimentos futuros, ademas, es util para realizar la
recoleccion de lavados broncopulmonares y realizar estudios que analicen los
fosfolipidos del SP y para evaluen la dinamica de la tension superficial. También se
pueden realizar estudios para valorar distintos modos ventilatorios como por
ejemplo con presidn aérea positiva continua nasal (hnCPAP) y con la ventilaciéon de
la presidn positiva intermitente (NIPPV) entre otros modos respiratorios, para valorar
el impacto que tiene estos modos ventilatorios en un modelo de deficiencia de SP
en lechones recién nacido a los cuales se les utiliza como modelo para desarrollar
el sindrome de distrés respiratorio. También, este modelo puede ser utilizado para
evaluar distintas dosis de SP nebulizado en los lechones a los cuales se les ha
realizado lavados pulmonares, realizar valoracion de la dinamica respiratoria y

analisis histopatolégico.
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En otro estudio realizado por Ulrich Merz en el 2001, se reporté que utilizo el
modelo de cerdo neonatal, a los animales les causo deficiencia de SP. El objetivo
del estudio fue comparar la eficacia de una sola y multiples aplicaciones continuas
de perfluorocarbono FC-77 durante la respiraciéon. Este estudio se realizé con 21
cerdos neonatales con un peso promedio de 1.94 kg. Los cerdos neonatales fueron
anestesiados con halotano inhalado. Después se les inserto un catéter en la vena
auricular para la toma de muestras sanguineas, ademas, se les aplico Ketamina (2
mg/kg) y midazolam (0.2 mg/kg) para su intubaciéon endotraqueal. Los cerdos
neonatales fueron mantenidos en ventilaciéon a 6 L/min, una vez estabilizados se les
realizaron los ciclos de 30 lavados pulmonares con 1800 mL de solucion salina para
provocarles la deficiencia de SP. Después de los lavados se procedio a darles el
tratamiento con perfluorocarbono. En este estudio se concluy6 que la deficiencia de
SP, la dosis unica o multiples aplicaciones de perfluorocarbono mejoran la

oxigenacion transitoria (64).

En otro estudio realizado por Atle Moen en 1997 en cerdos prematuros con
deficiencia de SP provocada por lavados pulmonares. El objetivo del estudio fue
investigar si la instilacion el SP puede afectar la hemodinamia del sistema pulmonar.
En este estudio se utilizaron cerdos de 3-5 dias de nacidos a los cuales se les
realizaron lavados pulmonares con solucién salina al 0.9% con un volumen de 20
mL/kg a una temperatura de 38°C. Los lavados fueron repetitivos hasta mantener
una Pa02 <10.0 kPa con una PaCO2 >4.0 kPa, antes de este procedimiento fueron
anestesiados con pentobarbital 20 mg/kg, petidina 2.5 mg/kg y durante el
procedimiento se aplicé continuamente la infusién de pentobarbital (6 mg/kg/h), para
la toma de muestras se utilizé un catéter de polietileno de 0.58 mm colocado en la
arteria femoral izquierda. Este trabajo concluy6 que el SPP causa una disminucion
en la resistencia vascular sistémica, lo que resulta en una disminucién de la presién
arterial media en lechones recién nacidos a los cuales se les realizé la deficiencia
de SP con lavados, esto no se observd en los lechones a los cuales se les instilo

solucion salina (65).
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Una desventaja es que requiere demasiado tiempo para llevar a cabo los
procedimientos, ademas de entrenamiento previo para el manejo del animal, ya que
en algunas ocasiones llegan a mostrarse agresivos por el estrés generado. Este
modelo requiere cuidado durante la anestesia, pues son receptivos al dolor durante

los procedimientos experimentales (66).

En un modelo experimental de lesion pulmonar realizado por Joao Batista
Borges se utilizaron 11 lechones de 2 — 3 meses de edad con un peso de 30.7 —
32.2 kg para medir los efectos en tiempo real de la presién positiva al final de la
espiracion (PEEP) y el volumen corriente con ventilacion regional y ventilacion. En
este experimento al igual que los anteriores para provocarles la lesiéon pulmonar de
deficiencia de SP se les realizaron lavados pulmonares repetitivos. Para realizar la
maniobra los cerdos fueron colocados en posicion decubito supino bajo anestesia
general con xilazina intramuscular 2 mg/kg, ketamina 20 mg/kg y midazolam 0,5
mg/kg. con modo de ventilacibn mecanica proporcionada a través de traqueotomia.
La oreja de los lechones fue canulada con ketamina intravenosa 32 mg/ kg/ h,
fentanilo 4 mcg/kg/h y 0,16 mg/ kg/ h de midazolam. La relajacion muscular fue
lograda mediante la infusion continua de rocuronio. Después de que se establecio,
se procedié a la lesion pulmonar, es decir a los lavados pulmonares. Fueron
realizados con solucion salina isotonica a (30 ml/kg) hasta llegar a una presion de
02y relacién de fraccion de oxigeno inspirado (PaO2/FI02) de 200 mmHg. Durante
todo el procedimiento de lavados, la ventilacion mecanica fue establecida a modo
de presion controlada con FIO2 1.0, RR 30, PEEP 5, la presion resultante fue en un
VT de 6 ml/kg. El grupo control fue cerditos sin lavados de solucion salina isotonica.
Este este estudio se utilizd6 la tomografia por impedancia electrénica para el
monitoreo in vivo. Este trabajo concluyé que los niveles elevados de PEEP y VT se
asocian con una mejor ventilacién pulmonar de la regién pulmonar dependiente en
la lesion pulmonar experimental. Mientras que afectan la perfusién pulmonar de
todas las regiones pulmonares tanto en el grupo de control como en los grupos de

lesion pulmonar experimental (67).
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MODELO DE CONEJO

El nombre cientifico del conejo es Oryctolagus cuniculus de familia Leporidae
(68). El conejo es un mamifero pequefio que se caracteriza por su pelaje pardo-
grisaceo en su vida silvestre mientras que los de laboratorio son de pelaje blanco,
posee potentes extremidades adaptadas para la carrera y grandes orejas. Su
periodo de gestacion es de 30-31 dias, el numero de crias es de 3-6 siendo el valor
modal de 3 (69).

El modelo de conejo prematuro con deficiencia de SP es obtenido a través
de conejas premiadas con 27 dias de gestacion. Los conejos prematuros de 27 dias
son obtenidos por medio de una cesarea. Después del procedimiento los conejos
prematuros son pesados y anestesiados con Lidocaina al 1% (0.1 ml via
intraperitoneal). A los conejos prematuros se les realiza una traqueostomia e
intubacién intratraqueal con una canula delgada y corta de metal de (18G, 1.2 mm
de diametro, 10-12 mm de longitud) y son conectados a través de un tubo a un
sistema de ventilador (multi-pletismografo). La presién liberada a cada conejo es
medida por un transductor a presion y el volumen corriente (V1) es grabado por un
neumotacometro. Ambos equipos son conectados a un sistema de monitoreo

fisiolégico automatizado (70).

Los autores Audrey J Davis y colabores realizaron un estudio demostrando
la respuesta de la funcién pulmonar en conejos prematuros tratados con un SP
enriquecido con SP- C recombinante. Utilizaron conejos prematuros blancos de 27
dias de gestacion. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital y también
se les administro anestesia espinal, utilizando 1.5 ml de lidocaina al 2%, después,
se les fij6é una canula de acero en la traquea de 18 mm, una vez establecidos se
procedié a administrar el SP a distintas concentraciones de manera intratraqueal.
Los investigadores concluyeron que el SP con SP-C recombinante fue efectivo en

los animales prematuros con deficiencia de SP (71).

En otro estudio realizado por Jefferson Piva y colaboradores, utilizaron
conejos adultos con un peso de 2,8 — 3 kg. Su estudio fue respaldado por las normas
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de bioseguridad de la National Institute of Healt en Canada. Los animales son
sedados por via intramuscular con acepromacina (0.5mg/ kg) y anestesiado por via
intravenosa con pentobarbital sédico (10 mg/ml), adicionando pentobarbital sédico
(10- 20 mg/kg/h) para mantener la anestesia. A los conejos, se les colocd un acceso
venoso Y la arteria auricular fue cateterizada para monitorizacién y de esta manera
permitir la recoleccion de muestras de sangre para realizar gasometria arterial, se
les colocd un tubo endotraqueal con un diametro de 3.5 mm. Después de la
traqueotomia los animales fueron sometidos a distintos modos de ventilacion,
posteriormente fueron inducidos a deplecion de SP por medio de lavados
pulmonares con alicuotas de 25 ml/kg de solucién salina al 0.9% administrada a
través del tubo traqueal, la maniobra se repitié de 4 a 6 veces hasta alcanzar una
saturacion de hemoglobina al 90% y una PaO2 menor de 100 mmHg con una FiO2
de 100%. Los investigadores concluyeron que la ventilacion protectora promueve
una rapida y persistente mejora en la oxigenacién en comparacién con la ventilacién

mecanica convencional asociada a la reposicion de SP (Piva et al., 2002).

En un estudio realizado para evaluar el efecto del SP enriquecido con un
péptido sintético en el cambio respiratorio de gases y la mecanica pulmonar de
deficiencia de SP en un modelo de conejo. Los conejos fueron de un peso de 2.5-
3.75 kg + 0.39 kg fueron premedicados con ketamina (25-50 mg/kg), se mantuvieron
anestesiados con pentobarbital a una dosis de 6 mg/kg/hora. En la carétida
izquierda se le coloco un catéter para tomar muestras de sangre arterial para
medicién de gases y monitoreo hemodinamico. Los animales fueron sometidos a
lavados repetitivos de solucion salina al 0.9% a (37°C) con un volumen de (20mL/kg)
por medio de un tubo colocado en la via endotraqueal. Durante los lavados se
monitorio la tension de oxigeno y la disminucién de la distensibilidad respiratoria
dinamica. Se concluyo que la terapia de reemplazo de SP en los conejos no restaurd

completamente el pulmoén a su condicion previa del lavado.(73)

En otro estudio aprobado por el Instituto de cuidado Animal en Japdn, se
utilizaron conejos adultos con un peso de 2.5 — 3.5 kg. Los animales fueron
premedicados por via intramuscular con ketamina con una dosis de 10 mg/kg y
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xilazina con una dosis de 5mg/kg. La vena periférica de la oreja se canulé con un
angiocatéter de calibre 24 para anestesia venosa e infusion de medicamentos. Los
aminales se colocaron en posicion decubito supino durante todo el experimento.
Después, se colocod un tubo endotraqueal de 3.5 mm y se canulo la arteria carétida
con un angiocatéter de calibre 22 conectado a un monitor de presion arterial para
su control y la frecuencia del pulso. Posteriormente se realizaron los lavados
pulmonares de solucion salina al 0.9%, durante 4 — 5 veces, con alicuotas de 30
ml/kg de solucion. Después de la induccién de una lesion pulmonar, los animales
fueron asignados a diferentes grupos para la condicidon experimental. Los
investigadores lograron concluir que la ventilacién liquida parcial con perfluoro de
dosis baja mejora la oxigenacion y la distensibilidad pulmonar en recién nacidos
(74).

La ventaja del modelo en conejos es que tiene un buen tamafio, son déciles
para manejarlos dentro del laboratorio y accesibles ya que presentan una rapida y
efectiva reproduccion dentro de los bioterios. Los animales tienen un parecido en la
fisiologia pulmonar al humano. Los cientificos consideran que el modelo es facil de

reproducir y accesible.

MODELO DE BABUINOS

Los babuinos son mamiferos primates del género Cercopithecidae su nombre
cientifico es Papio papio. Esta especie de babuino puede llegar a medir de 50 a 83
cm de largo y pesar de 13 a 26 kg. Los babuinos poseen largos colmillos y fuertes
mandibulas (75).

Los babuinos prematuros son muy utiles para estudiar la EMH por tener una
gestacion incompleta (76). Para obtener el modelo de babuino prematuro con
deficiencia de SP se comienza con la obtencién de babuinas gestantes a las cuales
se les realizara una cesarea en determinados dias de gestacion para obtener a los
babuinos prematuros aproximadamente a los 125 dias de gestacién lo que
condiciona que tengan un 69% de su término gestacional, después del
procedimiento las babuinos prematuros son sometidas a ventilacion positiva (48).
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A continuacién, se procedera a la descripcion de los estudios experimentales de

modelo de babuino prematuro.

En un estudio se utilizaron babuinos prematuros con 120 dias de gestacion, al
entregarlos los animales fueron mantenidos durante 24 horas en un entorno de
cuidados intensivos neonatales, brevemente los recién nacidos fueron intubados
con un tubo endotraqueal de 2.5 colocado con ventilacion de presion positiva
estandar, las concentraciones de gases fueron registradas con intervalos de 2 horas
junto con los signos vitales. En total se ocuparon 9 babuinos en el estudio, cinco
fueron tratados con Survanta y cuatro fueron tratados dentro del utero con solucion
salina normal a 0.9%. Los investigadores concluyeron que un solo tratamiento con
SP en el utero mejoro significativamente la clinica, en un modelo de animal
establecido (77).

Otro estudio realizado por el investigador Yoder y colaboradores donde
pretenden demostrar la comparacion de dos ventiladores neonatales diferentes. Se
utilizaron babuinos hembras prefiadas las cuales fueron tratadas con 6 mg de
betametasona via IM a las 48 h y 24 h antes de la histerotomia, las gestaciones
cronometradas se determinaron observando cambios caracteristicos de la piel del
sexo y confirmados por un examen fetal de ultrasonido a los 110 — 115 dias de
gestacion. Los animales del estudio se extrajeron a los 125 — 127 dias de gestacion
(67% de la gestacion a término). Al nacer los productos fueron pesados e intubados
con un tubo endotraqueal de 2,0 a 2,5 mm. Los animales fueron tratados con
tensioactivo profilactico antes del inicio del soporte del ventilador. La ventilaciéon
mecanica se realizé por medio de ventiladores neonatales limitados y con ciclos de
tiempo. Los investigadores llegaron a concluir que el ventilador VIP — Bird a
comparacién que el InfantStar, se asocié con un aumento significativo en la
resistencia de las vias respiratorias espiratorias, e indices de ventilacion

deteriorada, pero no de oxigenacion (78).

Se llevo a cabo un experimento en el suroeste de San Antonio aprobado por

la Fundacién para la Investigacion Biomédica. Se obtuvieron babuinos prematuros
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con 125 dias de gestacion de madres babuinos previamente tratadas con
betametasona a las 24 y 48 horas antes de la cesarea. Cada producto al nacer fue
pesado y sedado via intramuscular con ketamina a una dosis de 5 mg/kg intubados
con un tubo endotraqueal de 2.0 mm y tratado con tensioactivo exdgeno, se les
colocd una ventilacion infantil humidificada, con presién limitada y ciclada por
tiempo. Los investigadores lograron concluir que el tratamiento temprano con
terapia profilactica con SP combinado con cafeina, demostr6 un mejor
funcionamiento pulmonar durante las 24 horas de vida en animales inmaduros con
SDR (79).

En otro estudio experimental utilizaron babuinos adultos con un peso de 13 — 18 kg.
Los animales fueron anestesiados con ketamina, se les coloc6é un catéter en la
carétida ademas de ser intubados via endotraqueal, paralizados con pancuronio y
conectados a un ventilador con ciclos de volumen. El lavado broncoalveolar se
realizé utilizando tres muestras alicuotas de (30 mL/kg) solucién salina al 0.9%. Los
investigadores concluyeron que efectivamente una exposicién del 100% de oxigeno
provocd un marcado cambio fisiolégico en pacientes con SDRA (De los Santos
et al., 1987).

El modelo de babuino ha demostrado una similitud con el humano en un 90% siendo
el modelo con mayor parecido a la fisiologia del humano. Los animales deben de
ser manejados por un experto siendo una de sus mayores desventajas, teniendo en
cuenta que es necesaria una infraestructura especial para este tipo de especies
medianas. Sin embargo, en la bibliografia esta descrito que los resultados de los
experimentos utilizando el modelo de babuinos, han sido de mayor eficacia,
respondiendo al tratamiento de surfactantes pulmonares exégenos, determinando

al modelo de babuino como un modelo ideal para futuras investigaciones.

MODELO DE RATA

La rata de laboratorio pertenece a la subespecie de Rafttus norvegicus
doméstica. Las ratas provienen de Asia central, en el siglo XVII la rata emigré hacia
Europa, originando a la rata noruega, su domesticacion en el laboratorio comenzé
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en Inglaterra en el siglo XIX, donde se originaron los primeros criaderos. Las ratas
de laboratorio como la de Sprague Dawley se caracteriza por ser albina, larga, con
cabeza mas estrecha y larga cola a comparacién de las ratas Winstar. El tamafo
promedio de la camada de la rata Sprague Dawley es de 10, su peso corporal en
adultos es de 250 - 300 g para hembra y 450 — 500 g en machos. La vida util es de
2.5 anos (81).

El cientifico Mauricio Cereda y colaboradores llevaron a cabo un experimento
para comprobar que el agotamiento de SP y atelectasias contribuyen a una mayor
distension pulmonar provocando lesién de ciertas regiones pulmonares. Se
utilizaron ratas de la cepa Sprague Dawley, machos, sanas con un peso de 420 —
480 g. se les indujo anestesia general y se mantuvo con pentobarbital intraperitoneal
con una dosis de 40 — 60 mg/kg, la traquea fue intubada con un catéter de calibre
14, y la glotis sellada, para evitar fugas de gas. Los animales fueron paralizados con
bromuro de pancuronio 1 mg/kg via IV, después fueron conectados a un ventilador
mecanico. Las ratas recibieron lavados con solucién salina al 0.9%, con 30 ml/kg a
37 grados centigrados, repitiéndolos 3 veces con intervalos de 5 minutos, seguido
de un periodo de estabilizacion de 20 minutos, para después ser instiladas con SP
y se obtuvieron las imagenes. Los investigadores concluyeron que la sobre
distension del pulmdén ocurre durante la atelectasia, es detectable usando
tecnologia de resonancia magnética y podria ser un factor clave en la generacion
de lesién pulmonar durante la ventilacion mecanica. Por ultimo también mencionan

que la administraciéon de SP reduce la distension del espacio aéreo (82).

Se llevo a cabo una investigacion aprobada por la Universidad de
Pensilvania, donde se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 350 — 400 g de
peso corporal. Los animales fueron anestesiados con 50 mg/kg de pentobarbital via
intraperitoneal y manteniendo la anestesia con un tercio de la dosis inicial
inyectandolo cada 60 minutos. Después, se intubaron con un tubo de calibre de 14,2
pulgadas y se les coloc6 un catéter en la carétida. Las ratas fueron conectadas a un
ventilador para animales pequefios hecho a la medida con volumen corriente de 10
ml/kg, una frecuencia respiratoria de 60 rpm y una PEEP de 5 cm H20O. Se procedio
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a realizarles los lavados pulmonares con solucion salina al 0.9% a una temperatura
de 37°C, con muestras alicuotas de 10 ml/kg. Al agotar el SP procedieron a la toma
de imagenes. Los investigadores llegaron a la conclusion que su metodologia de
estudio es viable como método de analisis para rastrear la progresion de la patologia

respiratoria (81).

En un estudio experimental se utilizaron 144 ratas de la cepa Sprague Dawley
con un peso de 230 — 270 g, los animales fueron anestesiados con halotano y 6xido
nitroso, también se les coloc6é un catéter en la arteria carétida. Para realizar la
traqueotomia las ratas recibieron una inyeccidon via intraperitoneal de
pentobarbitona a una dosis de 1ml/kg, se les coloco un tubo en la traquea, antes de
iniciar la ventilacion artificial, para mantener relajados a los animales se les colocé
una inyeccion via intramuscular de bromuro de pancuronio a una dosis de 1 ml/kg.
Los animales se sometieron a multiples lavados pulmonares con solucién salina al
0.9%, a temperatura corporal, con un volumen en cada lavado de 10 ml/kg, la toma
de muestra para gasometria fue tomada enseguida de terminar los lavados
pulmonares. Los investigadores lograron concluir que este modelo imita muy de
cerca la situacion clinica de la lesion pulmonar aguda en humanos, la aplicacién de

SP con proteina reactiva SP- C mostré ser util como tratamiento para el SDRA (83).

En un estudio realizado por Franck J. y colaboradores, desarrollaron un
excipiente mejorado de SP en polvo administrado por medio de aerosol. Los
cientificos ocuparon ratas de la cepa Sprague Dawley con un peso de 0.3 — 0.5 kg.
Los animales fueron anestesiados con 60 mg/kg de pentobarbital sodico, para
provocar el agotamiento de SP se realizaron lavados pulmonares con solucién
salina al 0.9%, con alicuotas de 10ml/kg, la mecanica pulmonar fue medida antes y
después del agotamiento de SP y por su puesto después del tratamiento en aerosol
y liquido. Los resultados obtenidos permiten llegar a la conclusiéon de que el SP en
polvo administrado por aerosol es un método prometedor de terapia de reemplazo

de SP liquido administrado intratraquealmente (4).
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Los modelos de rata son muy bien empleados en ciencia basica, por su facil
acceso, también es importante resaltar lo déciles que son para el manejo dentro del
laboratorio. Su mayor desventaja es el tamafo que tienen, no siempre son

accesibles para toma de muestra continua.

MODELO DE COBAYO

El cobayo conocido por su nombre cientifico Cavia porcellus, es un animal de
origen sudamericano. Su género es Cavia de especie Cavia apare aparea; son
faciles a la reproduccion teniendo hasta 4 partos por afio, su gestacion tiene una
duracion de 59 y 72 dias un promedio de 9 semanas y pueden tener hasta 5 crias

por camada (84).

El estudio realizado por B. Lachmann y colaboradores describen un
experimento donde desarrollaron el modelo con cobayos adultos. Los animales
tenian un peso de 250 - 440g, los cobayos fueron anestesiados con hidrato de cloral
al 5% con una dosis de 4.0 — 5.0 ml/kg, también se les inyectd via intramuscular de
diazepam dosis unica de 10 mg/kg, se les realizd traqueotomia, insertandoles
catéteres en la arteria carétida izquierda. Los animales fueron ventilados con
oxigeno puro con un respirador especial permitiendo la ventilacion paralela de
multiples animales, después de 5 — 10 minutos, fueron sometidos a lavados
pulmonares bilaterales con solucién salina al 0.9% con una temperatura de 37
grados centigrados, el volumen de solucion salina utilizado para cada lavado fue de
35 ml/kg, la cantidad de lavados fue de 10 lavados con intervalos de 5 minutos entre
cada lavado. Los investigadores lograron concluir que el procedimiento de lavado
realizado con los cobayos induce una condicion similar a la dificultad respiratoria del
adulto, la cual puede ser utilizada para la evaluacién de agentes farmacolégicos
(63).

Otro experimento se llevé a cabo por el Dr. Vazquez de Lara y colaboradores,
donde utilizaron el modelo de lavado de pulmén en cobayo. El peso de los animales
fue de 400 g. los cobayos se anestesiaron con ketamina a una dosis de 100 mg/kg,
xilocaina subcutanea de incision y diazepam intraperitoneal a una dosis de 200 —
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400 ug/kg. Se canulo la traquea y la carétida. Los animales fueron conectados a un
ventilador neonatal limitado por presion y de flujo continuo. La deficiencia de SP fue
producida por medio de lavados con solucion salina al 0.9% a 37 grados centigrados
con por medio de la canula endotraqueal. Los investigadores tenian como objetivo
comprobar si el SP que aislaron tenia efectividad ante una deficiencia de SP in vivo,
concluyendo que efectivamente era un buen candidato como SP exdgeno para

aplicarlo en pacientes con EMH (10).

En otra investigacién realizada en el Hospital de Estocolmo Suecia. Los
investigadores sugieren que el SP tiene un efecto terapéutico en el SDR clinico en
cobayos adultos. Se utilizaron 41 cobayos con un peso corporal de 283 — 301 g, los
animales fueron anestesiados con uretano por via intraperitoneal con una dosis de
200 mg/kg y traqueotomizados, se les coloco un catéter para la recoleccion de
muestras de sangre. Los cobayos por cada experimento fueron conectados a un
ventilador mecanico. Después de la toma de muestras los cobayos fueron
sometidos a repetidos lavados pulmonares con solucién salina al 0.9% a 37°C con
un volumen de 40 ml/kg, los lavados se repitieron 7 veces con intervalos de 5
minutos entre cada lavado, implicando un total de 320 ml para cada animal. Para
después ser administrados con SP. Los investigadores lograron probar su hipétesis

exitosamente (85).

Los cobayos son un modelo muy util, sin embargo, en ellos solo se han
realizado experimentos en su etapa adulta, a pesar de eso los cobayos son faciles

de mantener en condiciones de bioterio y para estudios experimentales cortos.

Los modelos animales con deficiencia de SP son muy utiles para probar el
efecto del SP exdgeno como terapia de reemplazo, asi como la prueba de nuevos
farmacos inhalados para neonatos. Por lo tanto, en la siguiente tabla se va a resumir
los modelos animales prematuros con deficiencia de SP, indicando la especie, el
modelo, la edad del modelo (Tabla2.). Los animales que nacen por parto natural se
les induce la deficiencia del SP por medio de lavados broncopulmonares con la

ayuda de canulas y ventiladores para mantener su saturacion de oxigeno y
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mantenerlos con vida durante los procedimientos. En la tabla 3 se resumen los

modelos de animales a término y adultos con deficiencia de SP.
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Tabla 2. Informacion recopilada de los modelos de animales prematuros con deficiencia de surfactante pulmonar

s Maniobra
emanas ara
Especie Modelo Caracteristicas de ot’:tener Ventajas Desventajas Autor
gestacion
el modelo
Estructura .
- Sintomas .
anatémica . (Derscheid
. clinicos como Personal e
Ovis Cordero pulmonar . . &
: . o 4 meses Cesarea los humanos infraestructura
orientalis prematuro  similar al Nacimi - Ackermann,
humano acimientos especializada 2012)
gemelares
Lesiones - . (Kresch,
. Facil acceso Las lesiones .
Oryctolagus Conejo pulmonares . . ~ Lin, &
) - 27 dias Cesarea Tamafio pueden llegar
cuniculus prematuro  similares a las . : Thrall,
manejable a confundirse
del humano 1996)
Responde (Awasthi,
. Similitud en un adecuadamente Coalson,
. . Babuino o . ) Personal
Papio papio 90% con el 4 meses Cesarea al tratamiento o Crouch,
prematuro especializado
humano con SP Yang, &
exoégeno King, 1999)
Estructura Tamano Personal (Moen,
Cerdo anatémica adecuado especializado Xiang-Qing,
Sus scrofa neonatal o  pulmonary 40 dias Natural permite una of')su alta Rootwelt, &
Lechon digestiva similar buena 2 resividad Saugstad,
al feto humano monitorizacion 9 1997)
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Tabla 3. Modelos de animales a término y adultos con deficiencia del surfactante pulmonar

Especie Modelo Caracteristicas Peso Edad Numero de Cantidad de Autor
lavados solucién
broncopulmonare salina
S (mL/kg)
Ovis Modelo de Estructura anatémica 4-5kg 4 dias 10 10 (Sage et al.,
orientalis cordero pulmonar similar a 2018)
humanos
Modelo de La posicion prono 22 - 27 kg - 10 10 (52).
cordero permite una mejora
adulto en el intercambio de
gases
Sus scrofa Modelo de Estructura anatémica 30 - 32 kg 3 8-10 30 (Borges
cerdo pulmonar y digestiva meses et al., 2020)
similar al feto humano
Modelo de Permite una buena 2 kg 2-4 10 30 (Rey
cerdo a monitorizacion de dias Santano et
termino diferentes variables al.; 2018)
fisiolégicas
Modelo de La deplecion de SP 1.94 kg 1 dia 30 18 (Merz et al.;
cerdo es similar a la EMH 2011)
neonatal en humanos
Modelo de La terapia con SP 2-3kg 3-5 15 20 (Moen et
cerdo tiene una respuesta dias al.;1997)
neonatal favorable en este
modelo
Oryctolagus Modelo de Lesiones pulmonares 2-3kg 3 4-6 20 (Van Zyl
cuniculus conejo similares a las del meses et al., 2013)
humano
Modelo de La ventilacién 2-3kg 4 4-6 25 (Piva et al.;
conejo protectora en este meses 2002)
adulto modelo promueve
una mejora en la
oxigenacion
Modelo de El tamafio del modelo 25-35 4 4.5 30 (Wakabayas
conejo es bueno, son déciles kg meses hietal .
adulto y permiten una buena 2006)
toma de muestra
Papio papio Modelo de Similitud en un 90% 13-18 Kg 4 3 30 (De los
babuino con el humano meses Santos et al.,
1987)
Rattus Modelo de Lesiones pulmonares 300 - 500 28-30 3-5 10 (Kamga
norvegicus rata similares a la EMH en g dias Gninzeko
domestica humanos et al., 2020)
*Sprague
Dawley
Modelo de El agotamiento de SP 420 -480 29 dias 3 30 (Cereda et
rata adulto provoca una mayor g al.: 2013)
distension pulmonar
Modelo de La metodologia de 350-400 28dias @ @00 - 10 (Xin et
rata macho  deplecion de SP es g al.:2015)
adecuada para
evaluar patologia
pulmonar
Modelo de La administracion de 230-270 25dias 5 10 (83)
rata adulto SP es efectiva en la g
EMH.
Apare aparea  Modelo de Tamafo ideal y 250 — 440 28-30 10 40 (Lachmann
Cobayo lesiones pulmonares g dias et al., 1980)
similares a las que se
presentan en
humanos
Modelo de Modelo ideal para 400g - 10 - (10)
cobayo simular la EMH
adulto
Modelo de El SP tiene un efecto 283 - 301 28 dias 7 40 (85)
cobayo terapéutico en la EMH g
adulto
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COMENTARIOS

En la actualidad existen diversos modelos de animales de especies
pequefias y medianas, para simular la enfermedad como el SDR, con la finalidad de
esta revision se han dividido en dos grupos: los modelos con animales prematuros
y los modelos con animales a término a los cuales se les induce el dafio pulmonar

en este ultimo se incluye los animales adultos.

Los modelos con animales prematuros son aquellos obtenidos por medio de
cesarea, ademas, presentan cierto grado de similitud con los humanos, por ser
mamiferos, un buen ejemplo es el modelo de cordero prematuro, anteriormente se
describidé que los nacimientos de cordero son en pares con la finalidad de tener un
animal como control y otro para experimentacion, ademas, de que el tamafo es
bastante adecuado para ser monitorizado facilmente, permitiendo tomar suficientes
muestras para observar resultados, es importante tener en cuenta que es necesario
realizarles una cesarea a las especies prefiadas y mantener a los productos en una
sala de monitorizacion especializada que no cualquier laboratorio tiene a
disposicion.

Los modelos a término son aquellos obtenidos por parto natural, a los cuales
se les induce el dafo pulmonar una vez que nacen, son sometidos a lavados
pulmonares, provocando la deficiencia de SP. Los lavados son realizados con
solucion salina al 0.9%, técnica que se encuentra en distintas condiciones para cada
especie, son modelos con deficiencias en tamano, similitudes y propiamente en la
obtencién de resultados; sin embargo, son los modelos mas utilizados por parte de

la comunidad cientifica.

Los modelos animales son la parte fundamental en la ciencia, representan el
aprendizaje y entrenamiento tanto de técnicas y modelos quirdrgicos Los
investigadores antes de llevar acabo un experimento deben de hacer una busqueda
exhaustiva de estos teniendo presente su propésito de investigacién y objetivos,
para no tener problemas en el experimento y por consecuente obtener resultados
inadecuados quedandose trunca su investigacion.
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METODOLOGIA PARA LA BUSQUEDA DE ARTICULOS

Metodologia para el objetivo especifico 1

1) Objetivo especifico 1: Realizar la busqueda en bases de datos con
las palabras claves

a) Se realiz6 la busqueda de la informacién en la pagina web Pubmed
(Fig.1)

m> National Library of Mediicine

Pmeed.gm'

PubMed® compei

Gitations mary inch

Figura 1. Pagina web utilizada para la busqueda de informacién

b) Se utilizé el recurso Mesh de Pubmed para la busqueda e insercion de

las palabras clave
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Figura 2. Recurso Mesh de Pubmed para la busqueda de palabras claves
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c) Busqueda de la palabra clave de referencia “Pulmonary surfactant”,
“Pulmonary surfactant deficiency”, “Animal models” y “Bronchoalveolar

lavage” (Fig.3)

£ Bronchoaheoiy Laageflad- ) X v - 0 X
C @ ncbinim.nihgov/meshyTterm =puimonary +Lavage + fuic % Q
B Agicscorss G Googe @ Co ke @0 M. G By ToduckedeGooge M ConcnOr Lusvic. [B) Home - AtMed-. @ » 1] Ovcsmercadores | [ Latadelectn
& NCBI  Resources @) How To @ SoninfoNCBI [
MeSH MeSH v | pulmonary lavage fluids w
Create alert Limits Advanced Help
@ covio-18 information a

Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHS) | Espafiol

fut Sendto v ‘
PubMed Search Builder =
Bronchoalveolar Lavage Fluid ((“Pulsonary

Surfactants/deficiency”[Mesh])
Washing iquid obtained from irmgation of the lung, including the BRONCHI and the PULMONARY ALVEOLI. It is generally used to A0 “Models, Animal*[Mesh])) AND

assess biochemical, inflammatory, of infection status of the lung “Bronchoalveolar Lavage Fluid”
Year introduced: 1988 [Mesh)

PubMed search buider options Add to search builder | AND v

Subheadngs:

Search PubMed
analysis drug therapy organization and Yoo Tuorel
anatomy and histology economics adminsiration Related information =
blood enzymology parassology PubMed
chemically induced epidemiology pathology
L Urhemisty J etinlhay PubMed - Major Topic

Figura 3. Busqueda de las palabras claves con Mesh

d) Labusqueda dio como resultado 6 articulos indexados con las palabras claves

antes mencionadas (Fig.4)
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National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

I
Pubmed ooy (("Pulmonary Surfactants/deficiency"[Mesh]) AND “Models, Animal“[Mesh]) # X m
g

Figura 4. Resultado de la busqueda de articulos con las palabras claves: “pulmonary

surfactant deficiency”, “model animal” y “bronchoalveolar lavage”.

Metodologia para el objetivo especifico 2

2) Objetivo especifico 2: Seleccionar los articulos de acuerdo con los criterios

de inclusién

Metodologia: En el primer filtro de la investigacion, los articulos se
seleccionaron manualmente para obtener articulos relevantes de acuerdo
con los criterios de seleccion. Se seleccionaron aquellos que estaban escritos

en inglés y en espafiol.

Metodologia para el objetivo especifico 3

3) Objetivo especifico 3: Realizar el escrito recopilando la informacion

Metodologia: Se realizo una seleccion de los articulos, realizando un
segundo filtro, donde se descartaron los modelos repetidos, escogiendo el

que mejor describia el procedimiento. Se conjunto la informacién de interés
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en nuestra investigacion para ofrecerle un escrito adecuado a los
investigadores que desean recrear un modelo experimental de acuerdo con

sus limitaciones, presupuesto y objetivos que requieran.

CAPITULO 2

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Recapitular y describir la informacién de los diferentes modelos in vivo de

deficiencia de surfactante pulmonar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar la busqueda en bases de datos con las palabras claves
2) Seleccionar los articulos de acuerdo con los criterios de inclusion

3) Realizar el escrito recapitulando la informacién

MATERIALES Y METODOS

UBICACION ESPACIO - TIEMPO

El estudio se llevd a cabo por medio de las plataformas que ofrece la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP), durante el periodo agosto
2019 — noviembre 2021

CRITERIOS DE SELECCION:

Articulos originales y de revision de 1980-2021
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Articulos en inglés y espanol

Articulos que cuenten con las palabras claves: deficiencia de SP, modelo
experimental, mamifero, modelo prematuro, deplecion de SP, lavados

broncopulmonares.

CRITERIOS DE INCLUSION:

Articulos que expliquen la maniobra experimental de deficiencia de SP

Articulos que especifiquen el numero de lavados broncopulmonares y la

cantidad de solucion salina empleada

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Articulos que no describan el procedimiento de deficiencia de SP

CRITERIOS DE ELIMINACION:

Articulos que refirieran en su bibliografia otro articulo con el procedimiento

Articulos que describieran otro tipo de dano pulmonar inducido por sustancias

quimicas.

CAPITULO 3

CONCLUSION

Se realiz6 la busqueda de informacion en la base de datos de PudMed
Se seleccionaron los articulos de acuerdo con los criterios de inclusion: que fueron
articulos originales y de revisidn, asi como experimentales

Se realiz6 el escrito recapitulando la informacion encontrada en la base de datos
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LIMITACIONES

La limitacion presente en este trabajo de revisidn bibliografica fue utilizar solo
una base de datos (Pubmed) para la busqueda de informacion, se requiere en un
futuro que se analice otras bases de datos como: Scopus, Cochrane library,
EBSCO, Science direct y Nature.

FORTALEZAS

Se realizo el analisis y la conjuncion de la informacién en este trabajo de revisidon
narrativa, con la finalidad de documentar sobre los modelos con deficiencia de SP.
De esta manera se permitira valorar en tiempo real las variables involucradas con
el tensioactivo pulmonar in vivo, ayudando al investigador del area a elegir un

modelo de acuerdo con los objetivos del proyecto.

PERSPECTIVAS A FUTURO

Se han hecho multiples estudios con la finalidad de tener mayor eficacia en
el uso de surfactante exégeno en humanos, afortunadamente se pueden observar
resultados prometedores para otras patologias pulmonares las cuales se
encuentran demostradas in vitro, los investigadores del area buscan modelos de
animales que permitan demostrar la viabilidad de nuevas terapéuticas para una

esperanza de vida mejor, calidad de vida y menor mortalidad neonatal mundial.
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ANEXOS

INFRAESTRUCTURA FiSICA Y HUMANA

LOGISTICA

RECURSOS HUMANOS

Se contd con el apoyo de investigadores especialistas en su area y la alumna

de maestria:

D. en C. Luis Guillermo Vazquez de Lara Cisneros
D.C. Mario Garcia Carrasco
M.C.M. Beatriz Tlatelpa Romero

Q.F.B. Brenda Elena Rodriguez Palacios

RECURSOS MATERIALES

Recursos propios del Laboratorio de Medicina Experimental de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla.

RECURSOS FINANCIEROS

Recursos propios del Laboratorio de Medicina Experimental de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla.
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