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RESUMEN. Se evalu¢ la reologia y el tamaiio de particula de una preparacion de surfactante pulmonar
conocida como Surfacen® a una concentracién de 25 mg/mL a las temperaturas de 23 y 37 °C y se estudid
el efecto de la liofilizacién y de la adicién de colesterol en el comportamiento reolégico. Surfacen® mostré
una viscosidad de 2,54 y 1,98 mPa.s a 23 y 37 °C, respectivamente. El analisis del tamafio de la particula
evidencié tres poblaciones de particulas en los intervalos de 0,04-0,4 gm, 2-15 pm, y de 40-200 zm. Surfa-
cen® mostré una dependencia minima de la viscosidad en funcién del gradiente de velocidad de cizalla,
con una tendencia a un comportamiento newtoniano. La adicién de colesterol no alteré dicho comporta-
miento, pero el proceso de liofilizacién disminuy6 la viscosidad de la formulacién.

SUMMARY . “Viscosity and Particle Size of a Lung Surfactant Clinical Preparation”. The rheology and particle
size of a lung surfactant preparation called Surfacen® was tested at concentration of 25 mg/mL at 23 and 37 °C;
the effect of lyophilization and the addition of cholesterol on viscosity was also assayed. Surfacen® showed vis-
cosity values of 2.54 and 1.98 mPa.s at 23 and 37 °C, respectively. Evaluation of particle size indicated that phar-
maceutical phospholipids dispersion exhibited three populations of particle at range of 0.04-0.4 um, 2-15 pym,
and 40-200 gm. Surfacen® showed minimal dependence of viscosity on shear rate, with the tendency to newto-
nian behavior. The addition of cholesterol did not influence in the rheological behavior, the lyophilization pro-
cesses decrease the viscosity in Surfacen® formulation.

INTRODUCCION

El surfactante pulmonar es una mezcla com-
pleja de fosfolipidos y proteinas especificas. Su
funcién fundamental es disminuir la tension su-

cas es de gran importancia teniendo en cuenta
que estas suspensiones o dispersiones liposo-
males de fosfolipidos son suministradas por ins-
tilacion endotraqueal con la que se debe garan-

perficial en la interfase aire-liquido del alveolo,
evita el colapso alveolar y por tanto permite una
respiracion normal 12, Ademads se le atribuye
una funcion de defensa en el pulmon frente a
patogenos, evitando la inflamacién e infeccion
34,

Las preparaciones exdgenas de surfactante
pulmonar se emplean eficazmente en la tera-
péutica del Sindrome de Distress Respiratorio
del Neonato (SDRN) 45. Independientemente
del uso clinico amplio de estas preparaciones
dirigidas al SDRN, investigaciones basicas reve-
lan marcadas diferencias en la composicion bio-
quimica y en la propiedad biofisica de las mis-
mas 67, lo cual repercute en su eficacia clinica
89. El conocimiento de sus propiedades reologi-

tizar una buena distribucion a nivel alveolar en
el pulmoén 10. La reologia de estas preparaciones
es compleja, al ser una mezcla de fosfolipidos y
proteinas lo cual ha sido reportado 11-13,

El presente estudio tiene como objetivo co-
nocer el comportamiento reolégico de la prepa-
racion asi como el tamano de particula de una
preparacion clinica de surfactante exdgeno cuyo
nombre comercial es Surfacen® a su concentra-
cioén terapéutica asi como evaluar el efecto que
produce el proceso de liofilizaciéon y de la adi-
cion de colesterol en dicho comportamiento.

MATERIALES Y METODOS
Surfacen® es un extracto lipidico obtenido a
partir de lavado pulmonar porcino y se presenta
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en forma de un liofilizado estéril de color blan-
co que contiene 50 mg de fosfolipidos, 2-3 mg
de otros lipidos y 0,3-0,7 mg de proteinas hidro-
fobicas 14. Se resuspende en 2 mL de agua para
inyeccion para obtener una concentracion de 25
mg/mL, utilizando aguja N° 21; una vez resus-
pendido se deja 30 min en reposo. Se obtiene y
suministra por el Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA).

Medidas reologicas

Se empled un reémetro (Haake, modelo
RV20) ajustado a una velocidad de cizalla com-
prendida entre 85,25 y 683,6 s-!, durante 2 min,
empleando el sistema de medicion M5 y el sen-
sor NV std. El equipo esta acoplado a un orde-
nador mediante un Rheocontroller RC 20 (Haa-
ke) utilizado como interfase y el software Rot
2.3. Esta acoplado, ademas, a un ultratermostato
(Haake, modelo F-3) para el control de la tem-
peratura. Se hicieron mediciones de Surfacen®
a la concentracion de 25 mg/mL a 23 y 37 £ 0.1
°C. Se analiz6, ademas, el efecto de la liofiliza-
cion en la formulacion de Surfacen® al realizar
las determinaciones fluidimétricas en la suspen-
sion de Surfacen® antes de liofilizar. Se adicio-
no colesterol (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL)
al 5% con relacion al contenido total de fosfoli-
pido del producto después de reconstituido.

Mediciones del tamaiio de particula

Se realiz6 en un analizador de tamano de
particula por difractometria Laser tipo Coulter
modelo LS 230 capaz de medir un rango entre
0,4-2000 pm. El mismo incorpora ademds una
técnica de medicion del diferencial de intensi-
dad resultante del espectro de dispersion de luz
blanca polarizada (PIDS) que amplia el rango a
un valor minimo de medicién de 0,04 pm. Se
emplearon volimenes de muestra de 200 pL de
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Surfacen® a 25 mg/mL y con colesterol y para
el empleo del PIDS se elaboré un modelo 6pti-
co basado en un indice de refraccion de la fase
solida de 1,45 y 1,33 correspondiente al medio
acuoso de dispersion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La viscosidad no es mas que la resistencia
que ofrece un material o sustancia a fluir. Las
propiedades reoldgicas o de flujo de sistemas
dispersos farmacéuticos se clasifican en newto-
nianos y no newtonianos; a su vez estos ultimos
pueden ser seudoplasticos, plasticos y dilatantes.
Un flujo newtoniano es aquel que su viscosidad
no varia en funcion de la velocidad de cizalla, es
decir se mantiene constante. El seudoplastico es
aquel que a medida que aumenta la velocidad
de cizalla tiende a disminuir la viscosidad 5.

El comportamiento reolégico de Surfacen®
se muestra en la Figura 1. A las temperaturas
ensayadas, los valores de viscosidad del produc-
to presentan una dependencia minima en fun-
cion del gradiente de velocidad de cizalla, con
una tendencia a un comportamiento newtonia-
no evidenciado mejor a 37 que a 23 °C, el com-
portamiento presentado a 23 °C puede justificar-
se por el fendmeno de los “vortices de Taylor”
el cual se manifiesta en fluidos newtonianos o
con una fuerte tendencia a ser newtonianos y
que ademas presenten una viscosidad baja, los
cuales a alta velocidad de cizalla dejan de com-
portarse como un fluido laminar convirtiéndose
en no laminares dando la apariencia de un flujo
dilatante. La viscosidad depende de multiples
factores, tales como el tipo de sustancia, la tem-
peratura, la fuerza ionica, la metodologia de dis-
persion y la forma farmacéutica. El andlisis de
estos factores en cualquier formulacion farma-
céutica no es sencillo, particularmente en el
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Figura 1. Comportamiento reolégico de Surfacen®. Dependencia viscosimétrica (A) y fluidimétrica (B) en fun-
cién de la velocidad de cizalla (y = s-1) a 37 y 23 °C. Surfacen® muestra una tendencia a un comportamiento
newtoniano a 37 °C mejor que a 23 °C. Los datos de las curvas viscosimétrica representan la media + ES.
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contexto de las preparaciones farmacéuticas de
surfactante pulmonar adquiere una complejidad
importante 1213, No son mucho los estudios
donde se evaltan las preparaciones farmacéuti-
cas de surfactante pulmonar en cuanto a sus
propiedades viscosimétricas 1113 sino que se ha
investigado mas con relacion a la viscosidad de
superficie de las mismas 71617, La composicion
bioquimica de los surfactantes clinicos (cuyos
nombres comerciales son Survanta®, Curosurf®,
Infasurf®, Alveofact® y Bles®) en general se ca-
racterizan por un alto contenido de fosfolipidos,
particularmente fosfatidilcolina y su especie di-
saturada, la dipalmitoilfosfatidilcolina. A su vez
contienen un porcentaje elevado de fosfolipidos
aniénicos especificamente fosfatidilglicerol y
fosfatidilinositol y un 1% de proteinas hidrofobi-
cas, conocidas como SP-B y SP-C. En el caso del
surfactante clinico Survanta®, es suplementado
con 4acido palmitico y tripalmitina, que constitu-
yen elementos minoritarios en el surfactante en-
dégeno, estos aditivos incrementan la viscosidad
del mismo 13. También se ha encontrado niveles
significativos de plasmaldégenos 18. A pesar de
estos aspectos comunes, existen diferencias en
su composicion debido al método de obtencion
y fuente de manera que las proporciones de ca-
da unos de los componentes que se establecen
en estas preparaciones es diferente 67.

El comportamiento reolégico de las prepara-
ciones de surfactante potencialmente influye en
su suministro y distribucién en el pulmén y va-
ria en dependencia de su composicion. Se co-
noce que los fosfolipidos pueden formar bica-
pas, micelas, vesiculas lamelares y unilamelares.
Las proteinas hidrofébicas tienen una influencia
decisiva en la microestructura de esos agrega-
dos. Existe un comportamiento reoldgico dife-
rente entre mezclas de fosfolipidos solos en
comparaciéon con las preparaciones de surfac-
tante. Las preparaciones estudiadas (Survanta®,
Infasurf®) exhiben un comportamiento no new-
toniano al igual que el surfactante natural end6-
geno, pero a su vez existen diferencias entre
ellas en cuanto a los valores absolutos de visco-
sidad, siendo el surfactante pulmonar endégeno
el de menor viscosidad con valores de 4,65 a 70
s1y de 2,42 a 770 s1, le sigue el Infasurf® con
12)5a 70 sty de 4,74 a 770 s7! y el de mayores
valores fue Survanta® con 28,8 a 70 s y 9,1 a
770 st a 37 °C. El efecto de la temperatura inci-
de decisivamente en el comportamiento de estas
preparaciones, la fluidez de los fosfolipidos de-
pende de la temperatura en dos sentidos, uno
debido a factores termodindmicos y otro a su
comportamiento de fases caracteristico de la

828

molécula de fosfolipido lo cual a su vez es mo-
dificado por su interacciéon con las proteinas del
surfactante pulmonar. Resultados con Survanta
® a una velocidad de cizalla fija mostraron una
mayor viscosidad a la temperatura de 23 °C en
comparacién con la temperatura fisiolégica (37
°C), sin embargo Infasurf ® a 37 °C mostré un
comportamiento no-newtoniano mientras que a
23 °C la viscosidad no dependi6 de la velocidad
de cizalla y presenté una menor viscosidad
(15,8 vs 2.61 mPa.s a 150 s-1, respectivamente)
13, Nuestros resultados muestran que Surfacen®
es una preparacion con baja viscosidad tanto a
37 como 23 °C (Tabla 1), por tanto su viscosi-
dad es menor que la informada para otros sur-
factantes comerciales y similar al surfactante en-
dogeno.

Asimismo se ha reportado diferencia en la
viscosidad de superficie entre las preparaciones
de surfactante, Survanta ® y Curosurf®, lo cual
demuestran estar relacionado con el hecho que
el primero tiene el menor contenido de los
componentes que disminuyen la viscosidad de
la monocapa o de supetficie, tales como plas-
malégeno, fosfolipidos poli-insaturados y la pro-
teina SP-B, en adicién tiene las mayores concen-
traciones de fosfolipidos saturados en relacion
al Curosurf® 7.

En la Figura 2A se muestra el comportamien-
to viscosimétrico de la formulacién de
Surfacen® antes y después de realizarle el pro-
ceso de liofilizacion y en la 2B el efecto de la
adicion de colesterol en la viscosidad de la for-
mulacién final a 37 °C. Surfacen® sin liofilizar
presenta un comportamiento reolégico similar al
producto final, debido a que presenta una de-
pendencia minima en funcién del gradiente de
velocidad de cizalla, con una tendencia a un
comportamiento newtoniano, sin embargo es de
destacar que presenta una viscosidad mas eleva-
da (6,23 mPa.s). Es interesante destacar la zona
de velocidad de cizalla comprendida entre 250 y
385 s1 lo cual pudiera interpretarse como que
las estructuras presentes se agrupan mas, hay
menos solvente y por tanto la viscosidad au-
menta, una vez que sigue incrementandose la
velocidad de cizalla retorna y se mantiene el

Viscosidad (mPa.s)
a la velocidad de
Surfactante Temperatura cizalla inicial y final
85,25 s-1 683,6 s-1
Surfacen® 37 °C 228 +0,28 1,92+ 0,028
23 °C 2,71 £ 0,46 35+0,9

Tabla 1. Valores de la viscosidad de Surfacen®.
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Figura 2. Comportamiento viscosimetrico de Surfacen® antes de liofilizar (A). Efecto de la adicién de colesterol
(5% en relacion a fosfolipidos totales) en la viscosidad de la formulacion final de Surfacen® (B).

comportamiento inicial. En cuanto a la adicion
de colesterol observamos que su incorporacion
al 5% en la suspension de Surfacen® no afecta
las propiedades reoldgicas del mismo. Estudios
realizados para investigar la contribucion de los
componentes lipidicos del surfactante a la visco-
sidad de estas preparaciones han evidenciados
que las mezclas de fosfolipidos con un 4% de
colesterol presentan una baja viscosidad, sin
embargo, la adicion de dcido palmitico o tripal-
mitina incrementan significativamente la viscosi-
dad de los fosfolipidos. Se ha descrito que las
mezclas de fosfolipidos similares al surfactante
con un 4% de colesterol exhiben una baja visco-
sidad que varfa muy poco con la velocidad de
cizalla 13. El colesterol es un constituyente del
surfactante pulmonar endogeno que es practica-
mente eliminado en el proceso de obtencion y
purificacion de los surfactantes exdgenos natu-
rales, no obstante se encuentra en trazas, aun-
que en el surfactante Infasurf® su nivel se apro-
xima al endégeno, de manera tal que el conte-
nido de colesterol en estas preparaciones es ex-
tremadamente diferente 7. La presencia de coles-
terol tiene importantes implicaciones en la orga-
nizacion de la estructura lateral de membranas
de estos productos 19, por lo que se le atribuyen
importantes funciones en la estabilidad y meca-
nica pulmonar que pudieran adquirir una rele-
vancia fundamental en el contexto de otras pa-
tologias respiratorias.

Existe una relaciéon entre tamafo, distribu-
cion de particula y volumen de fraccion con la
viscosidad, siendo parimetros fisicos claves en
las suspensiones farmacéuticas, a medida que el
tamano de las particulas es mas pequeno, au-
menta el nimero de estas y por tanto la interac-
cién entre particulas lo que conlleva a un au-
mento de la resistencia a fluir y por consiguien-
te aumenta la viscosidad. La distribucion del ta-

mano de particula influye en el empaqueta-
miento de las particulas, una poblacion poli-dis-
persa con una distribucion de tamano amplia
empaqueta mas estrechamente que una muestra
mono-dispersa en este sentido el incremento en
la distribucién del tamano de particula puede
reducir la viscosidad de un sistema. Se ha repor-
tado que las suspensiones de surfactantes clini-
cas presentan una distribuciéon amplia de tama-
fio encontrandose diferencias entre las mismas,
en este sentido Curosurf® consiste en agregados
multilamelares con una distribuciéon de tamano
amplia en el rango de 100 nm a 3 pm, sin em-
bargo Infasurf® consiste en vesiculas unilamela-
res mono-dispersas con un didmetro de 250 nm
+100 nm, las cuales son atrapadas unas con
otras para formar particulas en el rango de 0.5 a
4 pm y Survanta® present6 los mayores agrega-
dos los cuales fueron muy grandes para ser
cuantificados por microscopia electrénica de
transmision con congelacion de fractura, ade-
mas presentd vesiculas unilamelares pequenas
en el orden de 50-300 nm 20. Andlisis del tama-
fio de particula de Surfacen® relativo al volu-
men comprendié los siguientes intervalos: 0,04
a 0,4 pm, 2 a 15 pm, y de 40 a 200 pm (Fig.
3A), lo que constituye una formulaciéon surfac-
tante pulmonar con distribuciéon de tamano de
particula heterogénea, lo cual coincide con lo
informado para este tipo de preparaciones 20.
Los sistemas lipidicos surfactantes son comple-
jos lo que se evidencia en las diferentes estruc-
turas que adopta desde que son secretados por
los neumocitos tipo II que al ponerse en contac-
to con la hipofase acuosa adopta una estructura
Unica conocida como mielina tubular y poste-
riormente adopta formas de liposomas multila-
melares, miscelas, en el transcurso de su instila-
cién por la vias aéreas superiores atravesando
por diferentes velocidades de cizalla hasta llegar
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Figura 3. Distribucion del tamafio de particula en funcion del volumen de Surfacen® (A) y de Surfacen con 5%

de colesterol (B).

al nivel alveolar donde al cumplir con su fun-
cion tensoactiva en los procesos de inspiracion-
expiracion adopta una monocapa interfasal en
estrecho vinculo con un reservorio de surfactan-
te 19, lo que sustenta que estas preparaciones de
surfactante son poli-dispersas, no obstante su
rango de tamano de particulas varia de una a
otra lo cual incide en la viscosidad diferente re-
portada en ellas 71112, El analisis del tamano de
particula a la suspension de Surfacen® a la cual
se le ha adicionado 5% de colesterol muestra un
patrén muy similar al obtenido en Surfacen®,
con la particularidad de que el dltimo rango se
amplio, el cual comprende de 20 a 200 pm (Fig.
3B).

CONCLUSION

El Surfacen® manifesté una dependencia mi-
nima de la viscosidad en funcién del gradiente
de velocidad de cizalla, con una tendencia a un
comportamiento newtoniano evidenciado mejor
a 37 que a 23 °C, con una baja viscosidad. Ana-
lisis del tamafo y distribucién de particulas evi-
denci6 que es un sistema poli-disperso. El pro-
ceso de liofilizacion disminuye la viscosidad del
producto asimismo la adicion del colesterol no
afecta el comportamiento reolégico de
Surfacen®. Estos resultados contribuyen a una
mejor caracterizacién del medicamento
Surfacen®. La busqueda de preparaciones de
surfactantes andlogas al surfactante endégeno es
una prioridad en la investigacion del tema, el
hecho de presentar Surfacen® una baja viscosi-
dad similar a la informada para el surfactante
natural endégeno puede implicar una composi-
cion bioquimica mas parecida a este, en compa-
racion con otra preparaciones, por otra parte
pueda, también, favorecer el proceso de aplica-
cion endotraqueal y por tales razones constituir-
se en un surfactante de eleccion.
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