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Resumen

El surfactante pulmonar (SP) es una mezcla de lipidos y proteinas, el cual es excretado
dentro de la cavidad alveolar. Es ampliamente aceptado que el SP, es responsable de la
reduccion de tension superficial de la interfase aire-agua en la pared alveolar dentro del
pulmén, mediante la formacion de una monocapa (pelicula de una sola molécula de
espesor). La ausencia de SP, frecuentemente observada neonatos prematuros, trae
consigo el padecimiento del Sindrome de Deficiencia Respiratoria Neonatal (SDRN), el
cual es un cuadro clinico de dificultad respiratoria. La formulacion de SP sustitutos con
fines terapéuticos, exige un mejor entendimiento de los mecanismos de accion del SP
natural. En este trabajo se evaltan, bajo diferentes condiciones, varios tipos de SP con
el fin de identificar las caracteristicas y posiblemente los componentes, que tienen
mayor influencia en el comportamiento superficial de SP. El estudio consistié en
realizar, en una palangana de Langmuir, compresiones isotérmicas de monocapas
hechas de SP, complementando la informacion con imagenes de microscopia de angulo
de Brewster. Los resultados mostraron las dependencias de la temperatura y velocidad
de compresion. Las conclusiones mas importantes obtenidas de este estudio son, el
impacto negativo que brinda la presencia de colesterol en la mezclas tensoactivas, y la
necesidad replantear los métodos de estudio de este problema.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

Von Neergaard (1929) fue el primero en establecer que en un pulmon aislado, la presion
requerida para mantenerlo inflado con aire es mayor a la que se requiere si se llena
con solucién isoténica. Von Neergaard concluyé que la diferencia de presiones era
causada por la diferencia de tension superficial (y) existente en cada uno de los casos y
que los extractos de lavados pulmonares contenian substancias tensoactivas [1]. Pattle
(1955), Clements (1957) y Arvery (1959) reportaron la existencia en los lavados
pulmonares, de un material practicamente insoluble en agua que reduce la tensién
superficial a valores muy bajos. En la figura 1 se muestran los cambios que sufren las
estructuras pulmonares ante diferentes tensiones superficiales.

Flgura 1. Mlcrograflas electronicas de conductos alveolares IIenados con a) soluuon
salina (tension superficial (y) superior a la normal), b) aire (y normal) y c) detergente
(y inferior a la normal). Por normal se entiende a la y que existe cuando el pulmon se
insufla con aire, caso b) [2].

El surfactante pulmonar es una mezcla de lipidos y proteinas que se adsorbe a la
interfase aire/agua que recubre la pared alveolar, logrando disminuir la tension
superficial y con ello facilitando la expansion de la cavidad alveolar para un mejor
intercambio gaseoso [2]. Esta mezcla se sintetiza y organiza en los neumocitos tipo Il
[3]. Cuando el surfactante pulmonar es excretado al espacio alveolar pasa de una
organizacion multilamelar enrollada conocida como cuerpo lamelar (CL), a otra
organizacion menos densa llamada mielina tubular (MT), que es un arreglo ordenado de
tubulos con seccion transversal aproximadamente rectangular, organizados en forma de
red (figura 2) [3].

Se ha propuesto que la dindmica del surfactante fuera de la célula, puede describirse en
3 pasos, que en resumen es un proceso de transporte, anclaje y transferencia [4]

1. ElI movimiento de los agregados del surfactante a través de la subfase con
fines de llegar a regiones cercanas a la interfase aire/agua.

2. Las bicapas del surfactante pulmonar, en forma de MT se asocian a la
interfase o a la preexistente monocapa.

3. La estructura de bicapas es perturbada y abierta para permitir la
transferencia de moléculas a la interfase aire/agua o a la monocapa ya
existente.
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Figura 2. Micrografia electrénica de una seccion de pulmén de rata. A partir de los
cuerpos lamerales (CL) se forma la mielina tubular (MT). En la esquina inferior
izquierda se observa una amplificacion de mielina tubular [3].

La naturaleza antipatica del surfactante pulmonar, y la evidencia de su efecto en la
tension superficial en la cavidad alveolar, ha llevado a proponer y mostrar evidencias
de la formacion de monocapas en la interfase aire/agua como el mecanismo funcional
mediante el cual actta el surfactante. Sin embargo, después de 50 afios de investigacion
tales evidencias no son los suficientemente convincentes, manteniendo el mecanismo
de accion del surfactante pulmonar como tema de investigacion vigente dadas las
implicaciones que tiene en la vida de los mamiferos pulmonados, incluyendo al ser
humano [5].

La hipdtesis de que el surfactante pulmonar forma una monocapa en la interfase
aire/agua de la pared alveolar, parece ajustarse a la evidencia experimental, por lo que
gran cantidad de investigacion se ha realizado con base en ello. Aunque el objetivo del
trabajo no es proponer un nuevo modelo de funcién del surfactante, es necesario decir
que existen otras posibles estructuras; como fase bicontinua o monocapas de Gibbs, que
no han sido suficientemente analizadas y que también podrian ajustarse a la evidencia
experimental.



1.1 Mecénica respiratoria

La respiraciéon (utilizada como sindnimo de ventilaciébn pulmonar) se asocia con
cambios en el volumen del térax. La expansion de los pulmones se consigue por la
accion de los musculos respiratorios, principalmente el diafragma y los musculos
intercostales internos y externos (figura 3). La pared toracica estd recubierta por una
membrana denominada pleura parietal, que estd separada de la pleura visceral; que
recubre los pulmones, por una fina capa de liquido que lubrica las superficies de las
membranas pleurales cuando se mueven durante la respiracion. Las propias membranas
pleurales estdn formadas por capas de tejido conjuntivo coladgeno y elastico que se unen
a las raices de los pulmones. Por debajo de la pleura visceral se sitGa la membrana
limitante del propio pulmén que, junto con la pleura visceral, limita la expansion de los

pulmones [6]. e
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Figura 3. llustracion del sistema respiratorio [44].

En la figura 4, se presenta un esquema con los diferentes volumenes que han sido
definidos para estudios pulmonares. La capacidad pulmonar total (CPT), es el volumen
de aire que pueden almacenar los pulmones después de una inhalacion maxima. Si por
el contrario se realiza una exhalacién maxima, en los pulmones ain quedara un volumen
de aire que no puede ser expulsado, el llamado volumen residual (VR). Debido a que
estos dos parametros son las cotas superior e inferior de los volimenes de aire que son
fisiolégicamente accesibles, a la diferencia entre CPT y VR recibe el nombre de
capacidad vital (CV). La cantidad de aire inhalado y exhalado en cada ciclo respiratorio
recibe el nombre de volumen corriente (VC). En una situacion de reposo, cuando la
espiracion es tranquila y normal, el VC es aprox. 0.5 I. La capacidad residual funcional
(CRF) es el volumen de aire que queda en el interior de los pulmones al final de una
espiracion normal, con valores ligeramente superiores a los 2 1.
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Figura 4. Esquema que muestra los diferentes volimenes pulmonares de respiracion
con respecto al tiempo. El volumen corriente de una respiracion tranquila entra y sale
de los pulmones en aproximadamente 5 seg. [45].

Desde un punto de vista fisico; los pulmones son expandidos y contraidos por
movimientos descendentes y ascendentes del diafragma para aumentar o disminuir el
tamafio de la cavidad toracica. Durante la inhalacion, la contraccion del diafragma
produce un movimiento descendente de superficie inferior del pulmén. Mientras que
durante la exhalacion, la relajacion del diafragma provoca un movimiento ascendente
que junto con el repliegue elastico del parénquima pulmonar, comprimen nuevamente
los pulmones, disminuyendo con ello el volumen de la cavidad torécica [7]. Para que el
aire entre en los pulmones, la presion intrapulmonar o alveolar debe ser inferior a la
atmosférica durante la inhalacion. Por el contrario, en la exhalacion la presion alveolar
debe superar a la presion atmosférica para expulsar el aire. En el caso del espacio
comprendido entre las pleuras parietal y visceral, la presion es inferior a la presion del
aire contenido en los alvéolos. Esta presion se conoce como presion pleural. Una prueba
directa de que la presion pleural es menor a la atmosférica es el hecho de que si se
punciona la pared toracica con una aguja de modo que su punta quede situada en el
espacio interpleural, la entrada de aire de la atmdsfera a este espacio hara que se igualen
las presiones, produciendo que pulmdn colapse (figura 5) [6].

Figura 5. Radiografia de térax. Colapso del pulmon izquierdo debido a la entrada de
aire al espacio intrapleural. Las flechas sefialan el espacio que dejo libre el pulmén
colapsado [46].



El volumen corriente de una respiracion en reposo, es aproximadamente 0.5] para un
adulto normal con un tiempo de inhalacion de aproximadamente 2 segundos. Una
respiracion con estas caracteristicas es llamada respiracion pasiva. Durante la
exhalacion pasiva, la presion en el espacio alveolar logra adquirir valores que superan
por 0.1kPa los valores de la presion atmosférica (1cm H,O ~ 0.1kPa), lo cual hace que
los 0.51 de aire inhalado salgan de los pulmones en 2-3 segundos. Al final de la
exhalacion la presion alveolar se iguala con la presion atmosférica, en ese mismo
instante la presion pleural es inferior a la presion atmosférica en aproximadamente
0.5kPa. Al final de una inhalacién pasiva la presion pleural es inferior en
aproximadamente 0.8 kPa a la presion atmosférica (figura 6) [7].
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Figura 6. Cambios en el volumen pulmonar y en las presiones alveolar y pleural
durante la respiracion [45].

El cambio en el volumen pulmonar, provocado por la variacion de la presion pulmonar,
se denomina complianza. La complianza es una medida de la facilidad con la que se
puede modificar el volumen toréacico y se determina de manera estatica. En un adulto
normal, la complianza presenta valores alrededor de 2 I/kPa (figura 7) [6].

Durante la respiracion, es necesario un cambio importante de la presion para desplazar
un volumen dado de aire, en comparacion con lo esperado segun la complianza estatica.
Este efecto se debe a que es necesario vencer resistencias no elasticas adicionales:

1. Resistencia de las vias aéreas al movimiento del aire
2. Friccion de la pared toracica con los pulmones
3. Inercia del aire y los pulmones
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Figura 7. Complianza. A la pendiente de la curva presion transpulmonar-volumen
pulmonar, se le denomina complianza. Es un parametro clinico que determina la
facilidad con la que se expande el pulmdn. En la zona media de la curva, la complianza
es de aproximadamente 2l/kPa en un adulto normal. Valores menores indican mayor
rigidez, como en la fibrosis pulmonar o SDRN. Valores superiores son relacionados
con casos de enfisema [6].

La complianza estd determinada por la elasticidad de la pared torécica y la de los
pulmones. La ultima proviene de las fibras elésticas existentes en el paréngquima
pulmonar y la tension superficial inducida por la capa de agua que reviste los alvéolos.
Cuando a un pulmon se le expanden mediante la inyeccion de solucion salina, la Unica
fuerza que se opone a dicha expansion es la tensién de los elementos elasticos del
parénquima. En cambio, cuando los pulmones se expanden con aire, la tension
superficial de la interfase aire-agua existente en los alvéolos también se opone a la
expansion. En consecuencia el surfactante pulmonar disminuye la tension superficial del
liguido que reviste los espacios respiratorios pulmonares disminuyendo de manera
importante las presiones necesarias para mantener abiertos los alvéolos [6].

1.2 Estructura alveolar

El intercambio de gases entre la atmdsfera y la sangre del individuo para obtener
oxigeno y desechar dioxido de carbono se lleva a cabo en la unidad respiratoria, que
estd constituida principalmente por la pared alveolar que es extremadamente delgada.
En detrds de la pared alveolar, existe una red casi solida de capilares interconectados
que también estan constituidos por una capa de células endoteliales. Las paredes
alveolares estan formados por una sola capa de células epiteliales que presenta 2 tipos
de células, denominadas neumocitos tipo I y tipo Il [6]. Su contraparte en el intercambio
gaseoso es el endotelio capilar, que también esta compuesto por una sola capa de
células. El espesor gque tienen que atravesar los gases es de aproximadamente 0.5 pum;
esto debido a que la membrana del glébulo rojo se pone en contacto con la membrana
de la pared capilar, lo que reduce la distancia de deben recorrer los gases y reduce su
difusion en plasma sanguineo. Existen aproximadamente 300 millones de alvéolos en el
pulmén de un adulto, cada uno de ellos se encuentra practicamente envuelto por los



capilares pulmonares. Se estima que hay cerca 1000 capilares por alvéolo (figura 8).
Entre los capilares en las paredes de los alvéolos se encuentran las fibras elasticas y de
colageno que forman el tejido conjuntivo del pulmén. Este une los alvéolos para formar
el parénquima pulmonar, que tiene apariencia esponjosa. Los alvéolos vecinos se
interconectan por pequefios conductos aéreos llamados poros de Kohn [6].

Figura 8. Estructura alveolar. La figura muestra a los espacios alveolares definidos
por los contornos sinuosos que forma el tejido conjuntivo (color morado) y los
capilares sanguineos (color amarillo). Notese que un mismo capilar puede estar en
contacto con dos espacios alveolares contiguos, por lo que la difusion de gases puede
proceder de dos espacios alveolares a un mismo capilar [47].



1.3 Surfactante Pulmonar

El surfactante pulmonar (SP) es una mezcla compleja compuesta practicamente por un
90% de lipidos y 10% de proteinas que se encuentran suspendidos en solucién acuosa.
El mayor componente de la fraccién lipidica es la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
que representa entre un 40 y 80%, dependiendo de la especie animal. Ademas de DPPC,
el surfactante pulmonar también esta constituido por otras especies de fosfolipidos
como el dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) y lipidos simples, como colesterol y 4cido
palmitico que complementan la fraccion lipidica (figura 9). Cuatro proteinas
surfactantes han sido identificadas, SP-A, SP-B, SP-C y SP-D, de las cuales solo SP-B y
SP-C tienen caracter hidrofobico [5].

Otros Acidos
Grasos

Lipidos

Figura 9. Distribucién esquematica de la composicion de surfactante pulmonar. La
figura muestra una representacion lo mas general posible de la composicion del
surfactante debido a que ésta presenta variaciones de especie en especie.

Aunque la composicion del SP presenta variaciones de especie en especie; la presencia
predominante de DPPC es una caracteristica general de mamiferos, al igual como ocurre
en todas la membranas bioldgicas [8,9].

En el surfactante pulmonar existen otros fosfolipidos Ilamados plasmaldgenos, los
cuales se diferencian por tener un enlace tipo éter en la posicion sn-1 del glicerol. Los
fosfolipidos nombrados con el término fosfatidil corresponde a que los enlaces de los
acidos grasos con el glicerol son tipo éster, esto es 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina.
Mientras que los llamados plasmaldgenos corresponden a existen un enlace tipo éter y
un tipo éster entre los 2 acido grasos con el glicerol, ademas de que el &cido graso con
enlace tipo éter tiene un doble enlace entre su primer y segundo carbono, 1-alkil-1P-
enil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina. La diferencia entre las moléculas puede apreciarse
mejor en la figura 10.

La funcion biolégica de los plasmaldgenos en el surfactante pulmonar es desconocida,
existiendo incluso controversias respecto a su biosintesis [10,11].

La importancia de las proteinas surfactantes queda demostrada partiendo de que la
eficacia de las preparaciones surfactantes dependen de la relativa proporcién de las
proteinas hidrofébicas (SP-B y SP-C) que contienen [12]. En particular, la deficiencia
de la proteina surfactante SP-B debida a mutaciones en el gen que la expresa puede
producir deficiencias respiratorias fatales en ratones neonatos [13].



Figura 10. Molécula izquierda: 1-Esteroil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina (SOPC)
Molécula Derecha: 1-O-1'-(Z)-Octadecenil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina (plasmalogeno
de SOPC). La diferencia entre las moléculas esta sefialada por los circulos [48].

1.4 Modelo clasico de la funcién del surfactante

La funcion mas aceptada del surfactante pulmonar en el proceso respiratorio consiste en
la adsorcion de éste a la interfase aire/agua existente en la pared alveolar, reduciendo la
tension superficial de la interfase. De manera mas especifica, durante la inhalacién el SP
minimiza el trabajo de expansion alveolar, lo que a su vez se traduce en una mayor area
de intercambio gaseoso. Por otro lado, durante el proceso de exhalacion, el SP estabiliza
los alvéolos impidiendo que las paredes alveolares entren en contacto y compliquen la
reexpansion del alveolo. El proceso en el cual las paredes alveolares entran en contacto
se le conoce como colapso alveolar (clinicamente micro-actelactasis). Tal
comportamiento fisiolégico, asi como la importancia que tiene el SP especialmente al
inicio de la vida extrauterina, estd ampliamente aceptado [5]. De ahi la importancia del
estudio del SP tanto in situ como in vitro.

La primera determinacién de la tension superficial in situ fue realizada por Schirch en
1976 [14], quien registro que la tension superficial disminuia a valores de 1mN/m
durante una deflacion a un 40% de la capacidad pulmonar total de un pulmén aislado,
sin que existiera una gran diferencia en el area alveolar con el cambio en tension
superficial. En la capacidad pulmonar total, Schiirch logro registrar valores de tension
superficial de (y) de aproximadamente 30mN/m. Esta tension superficial concuerda con
la tension superficial de equilibrio alcanzada por saturacion in vitro; la cual corresponde
a la tension superficial mas baja que puede ser alcanzada de manera espontanea, debida
Unicamente a la adsorcion de material surfactante. Por tales motivos, para estudiar el SP



bajo condiciones de relevancia fisioldgica es necesario estudiar el intervalo de tension
superficial comprendido entre 1 y 30mN/m [1].

Se han obtenido evidencias [1,4] que sugieren que, las proteinas del surfactante
pulmonar (SP-B y SP-C) facilitan la formacién de lo que se ha llamado reservorio
superficial al conglomerase en los bordes de los dominios de fases condensadas. El
reservorio superficial se forma por componentes distintos a la DPPC, que son
expulsados de la monocapa interfacial (una expulsion selectiva 6 squeeze-out), al no
poder formar las fases condensadas que permiten reducir considerablemente la tension
superficial. De esta manera, el reservorio molecular esta compuesto por varias
membranas empaquetadas que estdn asociadas a la monocapa interfacial. EI modelo
sugerido de la organizacion del SP, propone una superficie continua y dindmica con
flujos de especies lipidicas entre la monocapa y bicapas asociadas a ella. Las proteinas
son las encargadas de modular y optimizar las estructuras producidas por la compresion
de la pelicula, manteniéndolas asociadas a la monocapa de la interfase (fig. 11) [4].

La hipotesis de la expulsion selectiva de componentes del SP, se debe a que la DPPC es
la Unica de los componentes del SP, capaz de formar peliculas que logren reducir la
tension superficial a los valores requeridos en la temperatura que marca la condicion
fisiologica [1].

DESISNTEGRACION

fases
colpasadas Pe#me 8

s RAATIALA 1A

INSERCION
de material del reservorio

EXPANSION

monocapa interfacial
enriquecidad en DPPC

ST TN B

SUBFASE

Figura 11. Esquema del modelo clasico de squeeze-out propuesto para la organizacion
del surfactante durante el proceso de expansion. Durante la compresion la monocapa
gueda compuesta principalmente por moléculas de DPPC (moléculas con cabeza
negra). Bicapas de moleculares compuestas por los elementos expulsados como POPG
(moléculas con cabeza clara) y POPC (moléculas con cabeza negra, notese que la
cabeza polar es la misma que la de la molécula de DPPC, de ahi que también sea color
negro) se encuentran asociadas a la internase por medio de la proteinas, formando un
reservorio molecular. Las proteinas surfactantes ayudan a la reinsercion de los
fosfolipidos que fueron expulsados de la monocapa durante la compresion, incluyendo
los que fueron expulsados para formar fases colapsadas [4].

En resumen, el modelo clésico de la funcion del surfactante natural considera que la

pelicula funcional en el pulmén a altas presiones superficiales (expiracién profunda)
consiste de una fase liquido condensado altamente rica en DPPC. En el caso de la
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expansion (inhalacion) la monocapa interfacial debe ser reestablecida lo mas rapido
posible para volver a cubrir por completo la pared alveolar, aunque esto podria ser un
proceso relativamente lento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Sindrome de Deficiencia Respiratoria Neonatal (SDRN) se presenta en neonatos
prematuros, especialmente en aquellos que nacen antes de las 32 semanas de gestacion y
gue pesan menos de 1.5kg. Tales caracteristicas de nacimiento llevan consigo
generalmente la inmadurez de las células alveolares tipo 2 (neumocitos tipo 1), quienes
son las encargadas de la sintesis del SP. Alrededor de 23.000 bebés en Estados Unidos
de America desarrollan SDRN cada afio [15]. Estadisticas similares referentes a la
poblacién mexicana no han sido publicadas, pero se espera que el problema sea mas
grave. El principal sintoma del SDRN se manifiesta una reduccion de la complianza
pulmonar e intercambio gaseoso. Para reducir la mortalidad por SDRN, los neonatos
prematuros son tratados con surfactantes terapéuticos sustitutos. A la fecha, los
sustitutos de surfactante pulmonar utilizados en el tratamiento de SDRN han sido
clasificados segun su fabricacion en:

1. Surfactantes Pulmonares Terapéuticos Sintéticos: Estos se fabrican a partir
de reproducir la composicion lipidica de surfactante natural, utilizando lipidos
sintéticos, buscando inducir las bajas tensiones superficiales alcanzadas por el
complejo nativo.

2. Surfactantes Pulmonares Terapéuticos Naturales: Tienen como base lavados
bronqueoalveolares realizados a otros mamiferos (bovino y porcino,
principalmente) para de ellos obtener el surfactante mediante métodos
bioldgicos y quimicos de aislamiento.

El tratamiento con surfactante ha permitido reducir considerablemente el nimero de
bebés que muere por SDRN. Sin embargo en Estados Unidos, todavia mueren
aproximadamente 880 bebés por afio en su periodo neonatal a causa de esta enfermedad
[16]. Los resultados de estudios clinicos realizados en la poblacion neonatal con SDRN,
han demostrado que los surfactantes pulmonares terapéuticos naturales son mas
eficientes en alcanzar su objetivo [17].

Sin embargo, se tiene el problema de que los surfactantes pulmonares terapéuticos
naturales presentan riesgos de transmision de agentes infecciosos, inmunogenicidad e
inconsistencias en la manufactura de los lotes (debido a variaciones biolédgicas de un
espécimen a otro); sin mencionar lo complicado del proceso de extraccion. Ante tales
situaciones, la formulacién de surfactantes pulmonar sintéticos es un éarea de
investigacion en constante crecimiento [18, 19, 20, 21].
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HIPOTESIS

Con el estudio comparativo de diferentes de surfactantes pulmonares, podremos
identificar factores favorables para el funcionamiento in vivo del surfactante pulmonar.

OBJETIVO

General

Definir las caracteristicas termodinamicas de monocapas moleculares de diferentes tipos
surfactantes pulmonares. La informacion permitird un mejor entendimiento de la
funcion del surfactante pulmonar, con implicacién directa en la formulacion de nuevos
surfactantes terapéuticos para casos de NRDS.

Especificos

Se estudian 3 mezclas sintéticas, 2 surfactantes pulmonares terapéuticos naturales,
ampliamente utilizados en la clinica (Survanta y Curosurf), y 2 surfactantes naturales
(humano neonato y conejo). El estudio consiste en realizar compresiones isotérmicas de
monocapas de moleculares formadas por las diferentes muestras y la observacion del
sistema con Microscopia de Angulo de Brewster (BAM).

13



Capitulo 2

SECCION EXPERIMENTAL

2.1 Monocapas de Langmuir

Las peliculas mono-moleculares insolubles sobre la superficie de un liquido
(generalmente agua) son llamadas monocapas de Langmuir, en honor a Irving Langmuir
quien realizo grandes avances en el estudio de estos sistemas en las primeras décadas
del siglo pasado. Tales moléculas son llamadas anfifilicas (fig. 12) y estan compuestas
por dos partes, una cabeza polar y una cola no polar. Cuando existe el balance correcto
entre la solubilidad de la cabeza polar y la naturaleza hidrofébica de su cola es posible
formar monocapas de Langmuir. Como ejemplo de ese balance se tiene que el acido
hexadecandico (CHs-(CH,)14-CO,H) forma monocapa, mientras que el cloruro de
hexadeciltrimetilamonio (CHs-(CH2)15-N(CH3)"CL") no lo logra. En acidos grasos este
balance se encuentra en cadenas de entre 12 y 30 carbonos. Las moléculas anfifilicas
mas frecuentemente encontradas en la naturaleza son los fosfolipidos, éstos consisten
esencialmente en una molécula de glicerol al que se le han unido 2 &cidos grasos, un
grupo fosfato y un alcohol aminado (fig. 12).

o= X, o= o~ ot
cH ko 2'0 20

o o o
@ (b 0y 0 O 0 0y 0
S Pl /P\

0 s(.'! .0 0 0 go

§
(€) iy (d) — (e) N=
H n CHs CH3 CH3 CH;
Figura 12. Algunas de las moléculas comunes que forman monocapas de langmuir. (a)
acido graso, (b) éster de é&cido graso, (c)-(e) fosfolipidos: (c)
diacilfosfatidiletanolamina, (d) diacilfosfatidilcolina, (e) diacilfosfatidilcolina con una
rama hidrofébica.[22]

Experimentalmente una monocapa de Langmuir se puede preparar depositando sobre
una superficie de agua una pequefa cantidad del anfifilo en solucién con un disolvente
volatil. La monocapa se forma conforme el disolvente se dispersa y evapora sobre la
superficie de agua. Una vez constituida, se tiene un sistema de aproximadamente 10'°
moléculas, las cuales estan confinadas en la interfase aire/agua.

Ante estas circunstancias experimentales descritas, la representacion energética
conveniente para el estudio termodindmico del sistema es la energia libre de Helmholtz
F(T,V,N); sin embargo, en nuestro sistema las moléculas se encuentran sobre la
superficie (2-dim), por lo que el volumen es sustituido por el area, F(T,A,N).
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Si Ny T se mantienen constantes, entonces los cambios en la energia libre del sistema
seran proporcionales a cambios en el area en la cual se encuentran las moléculas
(cambios en la densidad de moléculas).

dF= (F/0A) dA (1)

El coeficiente de proporcionalidad (6F/6A) es Illamado tensién superficial y [J/m?].
Midiendo la tension superficial de la monocapa mientras se realizan cambios en el area
que ocupa el sistema (con N y T constantes), es posible registrar cambios en la energia
libre del sistema, que a su vez son manifestaciones de la interaccion molecular.

i. Presion superficial

La medicion de la tension superficial durante la compresion isotérmica de una
monocapa, es uno de los principales métodos de estudio de estos sistemas. La palangana
de Langmuir es un dispositivo experimental que sirve como contenedor del agua (sobre
el cual se forma la monocapa) dejando gran cantidad de superficie del agua expuesta a
la atmdsfera. Tiene barreras moviles que se deslizan sobre la superficie del agua,
modificando el area que ocupa de la monocapa sin que en algun momento se interfiera
con la continuidad de la subfase, la cual se define como el volumen del liquido que no
esta en contacto con la atmésfera. La figura 13 muestra una representacion esquematica
de la funcion que realiza la palangana de Langmuir (Ver seccion Palangana de
Langmuir para mayor detalle).

[ ]

Figura 13. Esquema representativo de la compresion de la monocapa. Las flechas
indican la direccion del movimiento de las barreras. Mediante este sistema se reduce el
area por molécula, confinando a las moléculas en el espacio entre las barreras.

La medida de la tensién superficial [N/m]” en una palangana de Langmuir se
realiza con una placa de Wilhelmy, que consiste de una lamina delgada de papel poroso
de unos cuantos centimetros cuadrados, que es suspendida en la interfase aire-agua. Es
interesante observar que desde el punto de vista conceptual, la tensién superficial
representa una presion 2-dim, y la compresion de la monocapa representa una analogia a

" La tensién superficial también puede ser vista como fuerza por unidad de linea [N/m]. En la seccion
placa de Wilhelmy se presenta la deduccion de esta otra definicion de .
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la compresion de un gas contenido en un piston. Sin embargo, existe una importante
diferencia entre las dos situaciones; al retirar la fuerza restrictiva sobre el volumen de
un sistema 3-dim, el sistema se expande, mientras que el retirar la fuerza restrictiva
sobre el area del sistema 2-dim, el sistema se contrae. Debido a que esta diferencia
puede ser causa de confusiones, se utiliza el concepto de presion superficial para
trabajar con compresiones isotérmicas de monocapas en lugar de la tensién superficial y
(Figura 14). La presion superficial es entonces una ecuacion de estado del sistema, y es
definida como la diferencia entre la tension superficial del agua pura y la tension
superficial de la monocapa que cubre el agua.

O=ITAN)=I(T,a)=y%-y (2

donde a es area por moléculay T la temperatura de la subfase.

A) F B)
Tensién Superficial Presién Superficial
4 4
/)
Y m
aire
liquido > >
Area Area

Figura 14. Placa de Wilhelmy y presion superficial. A) Esquema de la placa de
Wilhelmy. De medir la fuerza que necesita ser aplicada para mantener la ldamina en una
posicién sumergida fija respecto a la interfase, es posible obtener la tensién
superficial. B) Para logar una mejor analogia entre el concepto de tension superficial y
la presion 3-dim, se utiliza el concepto de presion superficial.

ii. Isotermas

La figura 15 muestra un diagrama de la organizacion a lo largo de una isoterma de un
monocapa de un acido graso, que son los materiales que forman monocapa mas
estudiados. Cuando la monocapa esta muy diluida, es decir, cuando el area por molécula
esta en el intervalo de cientos de angstroms cuadrados (A?), estd se describe
suficientemente bien como un gas 2-dim. En esta fase (fase gaseosa G) dos moléculas
cualesquiera estan lejanas una de otra, y la interaccion entre ellas es despreciable. Con
la disminucion del area por molécula (incrementando la presion superficial), la
monocapa tiene una transicién de primer orden presentando coexistencia entre la fase
gaseosa y la fase Ilamada liquido expandido (abreviada como LE o L;). Esta transicién
se expresa en la isoterma como una region horizontal (meseta). En fase LE, como en la
fase gaseosa, presumiblemente las cabezas de las moléculas estdn desordenadas, asi
como también sus colas (esto se infiere a partir de que no existe sefial detectable al
utilizar técnicas de difraccion de rayos x). Comprimiendo ain més, en la monocapa
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tiene lugar una segunda transicion de primer orden, entre la fase LE y una fase liquido
condensado (LC). La monocapa es menos compresible en el estado condensado que en
el estado liquido expandido. Continuando con la compresién, usualmente se observa un
ligero cambio de pendiente en la isoterma, con la compresibilidad disminuyendo
después de tal cambio. Estas dos regiones de la isoterma que poseen diferentes
compresibilidades son frecuentemente llamadas estados “liquido condesado” y “solido”.
La monocapa tiene el mismo grado de orden translacional en ambas regiones de la
isoterma.

] . liquido
60 k- condensado sin expandido
inclinacion
_E ’: :2_ E gé gaseoso
Z S0F
E
I n
% 40
[T condensado con
g' 30 inclinacion
(7]
5
= 201 liquido
s expandido
el (1] = ——
coexistencia de fases
condensado+iquido expandido
L | | | |
20 25 30 35 40

Area por molécula (A2imolécula)

Figura 15. Diagrama que esquematiza una monocapa de Langmuir de manera
general. Secciones horizontales de la isoterma son regiones de coexiestencia de fases
en transiciones de primer orden. La grafica anidada en la esquina superior derecha,
corresponde a la regién de de bajas presiones superficiales y grandes areas por
molécula [22].

De estudios de difraccion de rayos x, se sabe que en ambas regiones (liquido
condensado y sélido) de la isoterma, las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas estan
alineadas paralelas unas con otras; la diferencia es la orientacion de las cadenas. Las
cuales estan inclinadas con respecto a la superficie del agua o perpendicular a esta [22].

El intervalo de presiones superficiales experimentalmente accesibles esta restringido por
el colapso de la monocapa. La compresiéon termina con una la fractura abrupta de la
monocapa y la aparicion de estructuras tridimensionales. Las presiones de fractura son
altamente dependientes de la velocidad de compresién y cominmente no son
reproducibles [22].
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iii. Diagramas de Fase

Experimentos de difraccion de rayos x de sincrotron permiten identificar la estructura
intermolecular de la monocapa. A su vez, la invencion de técnicas microscdpicas tales
como microscopia de fluorescencia y microscopia de angulo de Brewster permitio la
visualizacion de estructuras mesoscopicas en las monocapas. Estas técnicas en muchas
ocasiones son mas sensibles a las transiciones de fase en las monocapas que las clasicas
mediciones isotérmicas [22].

Para caracterizar cada una de las fases se han utilizado los pardmetros de orden, como se
muestra en la Figura 16. La Figura 16A esquematiza el Orden posicional (PO); Orden
de inclinacion colectivo (TO); Orden de orientacion en red o en enlance (BO) y Orden
Herringbone (HO), que se refiriere al orden de los planos de todas las cadenas
hidrocarbonadas en conformacion trans, en todos los casos las abreviaturas
corresponden al idioma inglés. En la figura 16B se muestra un diagrama de fase
generalizado en el cual se esquematizan los ordenamientos moleculares que definen
cada una las fases. La tabla mostrada en la figura 16C enlista a las fases observadas en
diferentes estudios realizados sobre acido behénico; acido graso saturado de 22
carbonos (Cy,), hasta el afio 1997, con las diferentes nomenclaturas usadas por los
diferentes autores. Es importante notar que no todos los autores registran el mismo
namero de fases, lo cual refleja las complicaciones existentes para concretar un acuerdo
respecto a la existencia de las fases.

Sin embargo, como es de esperarse las interacciones que producen los diferentes
ordenamientos (fases), no solo estan restringidas a interacciones intermoleculares, sino
que también incluyen interacciones con la subfase e incluso con la atmésfera. Debido a
esto, las interacciones (y con ello los ordenamientos) pueden ser ampliamente variadas
cambiando el componente polar (la cabeza) o la region no polar (la cola) de las
moléculas, modificando el pH y/o la cantidad de iones en la subfase [22]. La figura
17.A-C muestra la modificacion del diagrama de fase debida diferentes longitudes de
cadena hidrocarbonada de acidos grasos.
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Figura 16. A) (a-c) grados de libertad de la molécula. (a-g) parametros de orden PO,
TO, BO y HO, respectivamente. B) Representacion esquematica de ordenamiento molecular

en un diagrama de fase. C) Fases observadas en monocapas de Langmuir en diferentes

estudios. La tabla organiza los estudios en orden cronoldgico. Se aprecia que en los primeros

estudios solo se lograban identificar 3 fases, liquido, liquido condensado y sélido. En la

actualidad se sabe de le existencia de un gran nimero de fases condensadas, las cuales se
caracterizan segun los parametros de orden anteriormente descritos. NN= inclinacién a la
molécula vecina mas cercana, NNN= al siguiente vecino mas cercano, U= sin inclinacién

[22].
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Figura 17. (a-c) Diagrama de fase (/7, T) para monocapas de acido graso Ci7, Cigy
Ca1, respectivamente. Observacion de isoterma /7-a (m) y observacion BAM (x). En

esta secuencia de diagramas de fase se puede observar el

desplazamiento de las

fronteras entre fases hacia la derecha (temperaturas mayores) debido a la adicion de
un grupo CH; a la cola de un acido graso. De manera general se considera que la
adiccion del grupo metilo desplaza las fronteras en 8-10°C [23]. d) Modificacion de
transiciones en acido graso C,; debida al pH de la subfase. A medida que el pH se
incrementa, las fronteras entre las fases se desplazan hacia presiones superficiales
menores hasta llegar a un punto en el cual las fases caracteristicas de altas presiones
se encuentran presentes en todas las presiones [22].
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2.2 Palangana de Langmuir

La palangana de Langmuir es un dispositivo experimental que sirve como contenedor
del agua (sobre el cual se forma la monocapa) dejando gran cantidad de superficie del
agua expuesta a la atmdésfera. Tiene barreras moviles que se deslizan sobre la superficie
del agua, modificando el area de la monocapa sin que en momento alguno se interfiera
con la continuidad de la subfase, la cual se define como el volumen del liquido que no
esta en contacto con la atmdsfera. La palangana utilizada (figura 18) en este trabajo
tiene un area de 497cm?, de forma rectangular (modelo TBK 24102, Nima Techology
Ltd; Inglaterra). EI material del que estd hecha es Teflon (Politetrafluoroetileno, PTFE),
el polimero més hidrofébico conocido (formando un angulo de contacto con el agua de
casi 90°); ademéas de ser un material que no contamina la subfase y que puede ser
sometido a procesos de limpieza bastante rigurosos. La palangana esta montada sobre
un sistema dindmico aislador de vibraciones (modelo 2S, Halcyonics GMBH;
Alemania), con el objetivo de evitar la influencia de perturbaciones mecénicas en las
mediciones.

Figura 18. Palangana de Langmuir utilizada en este trabajo, modelo TBK 24107,
(Nima Techology Ltd; Inglaterra) [24].

Otra variable termodindmica que debe controlarse es la temperatura de la subfase, para

logarlo se utiliza un recirculador (Cole-Palmer 1268-24; E.U.A), que cuenta con una
precision de 0.1°C.
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2.3 Placa de Wilhelmy

La placa de Wilhelmy consiste de una tira delgada; en nuestro caso un area de 2.3cm?y
un grosor de 1mm, hecha de papel cromatogréafico, que es suspendida en forma
perpendicular en la interfase aire/agua.

Las fuerzas que actian sobre la placa (figura 19) para llevarla a la subfase son la
gravedad y la tension superficial; mientras que la fuerza boyante actda en direccion
opuesta. Si la placa tiene las dimensiones | * w * t (largo, ancho, grosor) y una
densidad p, y esta inmersa una distancia h en el agua; entonces la fuerza neta que debe
ser aplicada para que la placa mantenga suposicion es F, la cual esta descrita por la

ecuacion
F

Liquido

Figura 19. Placa de Wilhelmy.
F= (pplwt)-g-(oihwt)-g+2-(w-+t)-(y)-cosé  (3)
Donde p, es la densidad de la lamina, y pi es la densidad del liquido; mientras que y es
la tension superficial del  liquido, y & es el angulo de contacto entre el liquido y la

lamina. Finalmente g es la aceleracion debida a la gravedad.

Antes de realizar cualquier medicién, la lectura de la fuerza se lleva a cero, con ello se
elimina el término del peso en la ecuacién 3, obteniendo:

F=-(pihwt)-g+2-(w+t)-(y)-cosd 4)
El término de la fuerza boyante es eliminado de la ecuacion 4, debido a que la placa
siempre se mantiene a nivel constante respecto a la superficie después de haber llevado
la lectura a cero:

F=2(w+t)-(y)-cosd (%)

Finalmente si asegura que el angulo de contacto entre la placa y el liquido sea 0° la
expresion anterior se reduce a:

F=2-(w+1)-(7) (6)

De esta manera es posible encontrar la tension superficial del liquido bajo estudio con
una balanza de Wilhelmy:
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y = F2(w+t) (7)
donde la tension superficial esta dada en mN/m, la fuerza en mN y el perimetro en m.

La placa se coloca al final del brazo de un galvanémetro, la posicion del brazo se ajusta
mediante retroalimentacion Optica. La fuerza que actla sobre la placa se obtiene
midiendo la cantidad de corriente eléctrica requerida para mantener el brazo en la
misma posicion (figura 20). De esta forma la balanza de Wilhelmy mide la fuerza total
sobre la monocapa, y a partir de ahi se conocen los valores de la presion lateral, la cual
como ya se vio, es una variable termodinamica necesaria para la construccion de las
isotermas. La resolucion del instrumento es de 0.1 mN/m.

VISTA LATERAL
Espiral mowible
|

\

Detector
. . . T“'-.
Diodo infrarojo ] —3

O

Detector

Alambre de sostén

Placa de Wilhelmy

Figura 20. Diagrama del sensor de presion superficial.1) Papel filtro, 2) Brazo, 3)
Suspension, 4) Cables, 5) Placas del galvanometro, 6) Perilla para ajustar del nivel del
placa. Un diodo ilumina la espiral movible (a al cual la placa esta conectada). La
reflexion del borde de la espiral llega a los 2 detectores, y el control electronico
sostiene el brazo de tal manera que la iluminacion que llega a cada uno de los
detectores siempre sea la misma. Con ello el brazo se mantiene a posicién constante
bajo diferentes cargas [49, 50].

En la seccién de monocapas de Langmuir se explico que la tension superficial es un
parametro referido a la energia que debe de ser empleada para aumentar el area de
contacto entre dos fases (usualmente liquida y gaseosa). A continuacién mostraremos
que la tension superficial también puede ser vista como la fuerza por unidad de linea
que necesita ser empleada para modificar la superficie de un sistema.

La figura 21 muestra una esquema de una lamina de jabdn la cual queda adherida a un
alambre doblado en doble angulo recto y a un alambre deslizante, este ultimo
representado por el segmento AB. Si el alambre deslizante se le aplica una fuerza que
produzca un desplazamiento Ax, tal como se esquematiza en la imagen, esta fuerza
exterior realizara un trabajo FAx para modificar el &rea de la lamina jabon. Este cambio
es A(area)= 2Axd, el factor 2 se debe a que la lamina tiene 2 caras (vista lateral en
Figura 20). En este suceso parte de las moléculas que se encontraban en el interior del
liquido se han trasladado a la superficie recién creada, lo cual trae consigo un cambio en
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la energia. Como ya habiamos visto ese cambio de energia relacionado con el cambio de
area es la tension superficial. Entonces finalmente es posible establecer la tension
superficial en términos de [N/m]:

y=FAx/2Axd=F/2d  (8)

Vista frontal Vista lateral
d
™
A Fa%:4 B
A i

F F
Figura 21. Concepto de tensién superficial como fuerza por unidad de
linea requerida para modificar la superficie del sistema.

2.4 Microscopia de Angulo de Brewster

La microscopia de angulo de Brewster (BAM) es una técnica que permite la
observacion directa de peliculas en la interfase aire/agua. Esta técnica es sensible a la
densidad superficial y a la anisotropia de las fases en monocapas, donde la reflectividad
de la interfase plana entre dos medios depende de la polarizacion de la luz incidente y
del &ngulo de incidencia. Para una interfase de Fresnel (una interfase donde el indice de
refraccion cambia bruscamente) y un haz polarizado con el campo eléctrico en el plano
de incidencia, la reflectividad es nula en el angulo de Brewster. La reflectividad es una
magnitud que relaciona la intensidad de la luz reflejada y la de la luz incidente. Para un
haz en el plano de incidencia, la reflectividad es

R,= [tan(6; - 6,)/tan(6; + 6,)]* (9)

En donde 6; es el &ngulo de incidencia, 6, es el angulo de refraccion [43]. La expresion
que relaciona 6, con las propiedades Opticas de los medios que forman la interfase es

nisen Bi=nysen 6,  (10)
La figura 22 muestra la reflectividad R, en funcion del angulo de incidencia para ni= 1
(aire) y n,=1.33 (agua). El angulo de incidencia para el cual R,=0 recibe el nombre de
angulo de Brewster. La ecuacion 9 muestra que esto sucede cuando la expresion tan(6;
+ 0,) es infinito, es decir, cuando 0; + 6,= n/2, lo que significa que los rayos reflejado y
refractado son perpendiculares entre si. Lo anterior nos lleva

no/n; = sen 0;/sen 0,= sen 0;/sen (0;- ©/2)= sen 0;/cos 6; =tan Ogrewster (11)
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de acuerdo con esto, si la luz incidente es p-polarizada, no existe luz reflejada cuando el
angulo de incidencia coincide con el de Brewster, el cual, en el caso del agua es
aproximadamente de 53°.

01 T T T

————————————————————————————————————————————————————————————————————————

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

Reflectancia en el plano de inicidencia

06 0.8
Angulo de incidencia (radianes)

Figura 22. Dependencia del angulo de incidencia del coeficiente de reflectividad en el

plano de incidencia Ry, para n;= 1 (aire) y n,=1.33 (agua).

Para una interfase real, la intensidad de la luz reflejada presenta un minimo en el angulo
de Brewster, pero no es nula. Sin embargo, la intensidad reflejada en el angulo de
Brewster tiene una fuerte dependencia sobre las propiedades de la interfase y es
particularmente sensible a monocapas en la interfase. La reflectividad de una interfase
real en el &ngulo de Brewster para la mencionada polarizacion tiene tres origenes: (a) el
grosor de la interfase, (b) la rugosidad de la interfase real, y (c) la anisotropia de las
monocapas [24].

En este trabajo se utiliz6 un microscopio de angulo de Brewster BAM1 (Nanofilm
Technologie GmbH; Alemania) (figura 23), con una resolucion espacial de 4um y un
elipsémetro en modo BAM (EIIi2000, Nanofilm Techologie GmbH; Alemania), la
resolucion espacial de este microscopio es de 1um.
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Figura 23. Esquema del BAM utilizado en este trabajo. La interfase es iluminada con
incidencia en el angulo de Brewster (~53°) con un haz polarizado de un laser de He-
Ne. El haz reflejado es recibido por un microscopio. ElI haz es analizado por un
analizador de polarizacion y recibido por una videocadmara de CCD para desarrollar
la imagen de la monocapa [24].

2.5 Procedimiento de limpieza y depdsito de tensoactivos

Cuando se trabaja con monocapas las cuales contienen unos cuantos miligramos de un
material, incluso pequefias cantidades de contaminante pueden causar serios errores. Por
consiguiente la palangana, substratos, aparatos e instrumentos que se utilizan para la
realizacion del estudio experimental se deben mantener lo mas limpios posible. Las
principales indicaciones de proteccion contra contaminacion que marca el protocolo de
experimentacion de monocapas son enumeradas a continuacion.

e Pinzas metalicas limpias para manejar substratos.

e Microjeringas de vidrio con embolo metélico para el deposito del anfifilo
en solucion. Estas se limpian entre usos y son enjuagadas por lo menos
una vez en la solucion que sera depositada.

¢ Bata de laboratorio, gorra para el cabello y cubrebocas, usados no solo
por proteccion sino también para prevenir el depésito de fibras de la
ropa, cabello o saliva en la subfase.

e Guantes desechables de polietileno libres de polvo son utilizados para
realizar todas las operaciones en las que exista contacto con los
componentes del dispositivo experimental (desde las barreras de
compresion y la palangana misma, hasta los sensores de temperatura y
presion).
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e Los sustratos con los que se forma la monocapa y los quimicos utilizados
para la limpieza de la palangana son tan puros como sea posible
encontrarlos en el mercado.

¢ El lavado de la palangana se realiza todo dia que se labore con ella. El
lavado consiste en llenar la palangana con disolvente organico
(Cloroformo HPLC con pureza 99.9%, Iso-propanol) y frotar con
toallitas que no dejen fibras que contaminen la monocapa (Kimwipes).

e Los substratos son pesados en balanza de alta precision (Perkin-Elmer,
AD2-Z; E.U.A) cuya minima escala es 1 jg.

e La solucién para dispersar los tensoactivos se prepara en un envase de
vidrio que ha sido limpiado previamente. Las soluciones son
cuidadosamente guardadas y manejadas a bajas temperaturas para
prevenir la evaporacion del disolvente, ademas de hidrolisis, oxidacion o
contaminacion.

Todos los cuidados anteriores son inutiles si no se cuenta con una subfase limpia.
Debido a ello, se utiliza un sistema de filtrado (Nanopure-UV; E.U.A) que hace que el
agua utilizada sea ultra pura, desionizada y libre de compuestos organicos; con una
resistencia superior a los 18MQ.

2.6 Muestras y mezclas evaluadas

En este trabajo se evaluaron por las técnicas que ya han sido descritas 11 surfactantes
pulmonares de diversos origenes y presentaciones. El siguiente esquema muestra la lista
de los surfactantes evaluados.

Survanta (Beractant, Abbott Ltd, Ross Laboratorios, Columbus, OH), es un surfactante
natural modificado con fines terapéuticos. Su composicion base es surfactante pulmonar
de bovino, al cual se le afiade DPPC, &cido palmitico y tripalmitato en cantidades
especificas [25].

Survanta (Terapéutico - Completo Curosurf (Terapéutico - Completo
de Origen Bovino) - Sin Proteina de Origen Porcino) - Sin Proteina

Surfactantes

Pulmonares
Evaludados

- Sin Proteina

- Completo
. , Humano (Natural)
- Sm Proteina

- - Completo
Conejo (Natural)

3 Mezclas (Sintéticas) laboratorio

{ Hechas en nuestro

Curosurf (Poractant, Chiesi Farmaceutici, Parma, Italy) es un surfactante natural
modificado con fines terapéuticos. Se prepara a partir de extracto pulmonar porcino, del
cual se obtiene el surfactante por centrifugacion, extracciones 2:1 de
cloroformo:metanol y cromatografia liquido-gel. Curosurf ha sido aprobado por la FDA
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(Food and Drug Administration, organismo evaluador de alimentos y medicamentos de
uso permisible en los E.U.A.) en Noviembre de 1999 (figura 24) [25].

'\-—'_—.‘-"
&

Figura 24. Surfactantes terapéuticos naturales utilizados en este trabajo. Curosurf
(izquierda) y Survanta (derecha) [51] [52].

Las muestras de surfactante pulmonar de conejo, humano, Survanta y Curosurf (con y
sin proteinas) fueron procesadas en el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) y la
Facultad de Medicina.

El método de aislamiento de lipidos consiste en homogenizar la muestra con una mezcla
de cloroformo/metanol. Primero las muestras (aproximadamente 1 gr), se diluyen en 4
ml de agua desionizada. A esta suspension se le agregan 20 ml de la mezcla
CHCI3/Metanol 3:1, para proseguir con agitar el sistema. Después de haber realizado el
paso anterior tres veces se obtiene una mezcla separada en dos fases. La fase inferior se
evapora con Nitrogeno hasta una tercera parte de su volumen, en esta fase se encuentra
el extracto de los lipidos puros. A la mezcla resultante se le agregan 10 ml de agua
desionizada y se agita vigorosamente. El procedimiento de lavado remueve basicamente
todos los contaminantes no lipidicos. Sin embargo, pequefias cantidades de material
soluble en la fase lipidica se eliminan con NaSO4 granular y centrifugacién a 5000 rpm
durante 5 min. La eficiencia del procedimiento de lavado depende de la presencia de
sales minerales en el extracto crudo. La presencia de estas sales altera la distribucién de
lipidos y practicamente los eliminan de la fase acuosa. En la ausencia de sales, una
buena cantidad de lipidos acidos estan presentes en la fase acuosa y puede que se
pierdan durante el lavado [26].

Para la eleccion de la composicion de las mezclas hechas en el Instituto de Fisica se
realizd una busqueda bibliografica de las composiciones lipidicas de diferentes
surfactantes pulmonares, tanto terapéuticos como naturales. De los datos reportados se
seleccionaron los componentes mas relevantes respecto a su porcentaje de presencia en
cada sistema surfactante. En la tabla de la figura 25, se muestra la composicion de
diferentes surfactantes, terapéuticos, naturales y mezclas propuestas. Los valores han
sido renormalizados para ajustar la informacion reportada en la bibliografia al namero
y tipo de componentes con los cuales se disponia para realizar el trabajo.

La eleccion de la composicion de las mezclas se realizé buscando un equilibrio entre las
fracciones de fosfolipidos y lipidos neutros reportados por Survanta y Curosurf que son
los que reportan de manera mas completa la relacién entre estas dos fracciones. Sin
embargo, para la asignacion de los valores de composicion de los componentes mas
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importantes de las mezclas, si se consideraron los valores reportados para los
surfactantes naturales.

Con las tres diferentes mezclas se busca observar diferencias causadas por la presencia
de plasmaldégeno, triglicérido y colesterol. Esto debido a que se reporta poco
conocimiento del efecto de los plasmalégenos [10, 11]; La cantidad de &cido palmitico
reportada para el caso de Survanta es bastante importante respecto al resto de la mezcla
[27]. No se reporta presencia importante de colesterol en ninguno de los 2 surfactantes
de uso terapéutico, pero si en los naturales.

Los lipidos utilizados para la formacion de las mezclas fueron adquiridos de Avanti
Polar Lipids (USA):

e 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina (DPPC)

e 1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-3- Fosfocolina (POPC)

e 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)] (Sal de Sodio)
(DPPG)

e 1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)] (Sal de Sodio)
(POPG)

e 1-O-1'-(Z2)-Octadecenil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina  (SOPC -
plasmalogeno)

Y de SigmaUltra (USA):
e Acido Palmitico
e Colesterol (Lana Ovina)
e Triplamitin (Gliceril tripalmitato)

Todos con purezas superiores al 99% (excepto colesterol 98%).
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Figura 25. FFL: Fraccion de Fosfolipidos; FLN: Fraccion de Lipidos Neutros. *Los
valores de Survanta y Curosurf fueron inferidos a partir de datos reportados por
Rldiger[27]. La composicion de Porcino se obtuvo de [8] y [28]. La composicion de
Bovino se infirio de [9] y [29]. La composicion de Conejo y Humano se infirié de [8] y

[9].
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2.7 Desarrollo del experimento

Los 11 surfactantes pulmonares fueron evaluados a diferentes temperaturas, en el
intervalo de 22°C a 37°C en compresién cuasi-estatica (10cm?min). Lo anterior con la
intension de evaluar el efecto de la temperatura en el comportamiento termodindmico de
los surfactantes pulmonares. Para observar la respuesta superficial a 37°C de la
monocapa ante deformaciones rapidas y la reproducibilidad de la misma, se realizaron
compresiones rapidas a 90cm?min (En algunos casos también a 45cm?/min) y ciclos de
compresion-expansion a 20 y 30 cm?min, con tiempos de espera de 5 a 10 minutos
entre ciclo y ciclo. La subfase en la que se realizaron todas las monocapas fue buffer de
fosfatos con pH=7.4. Los surfactantes pulmonares contenientes de proteina fueron
puestos en disolucion con el buffer de la subfase para prevenir su desnaturalizacion. Los
surfactantes pulmonares sin proteina fueron puestos en disolucion con cloroformo.

Debido a que las muestras evaluadas son multicomponentes, se utilizd un peso
molecular equivalente para realizar los calculos del area por molécula. Se supuso a una
monocapa formada por un solo tipo de molécula, siendo el peso molecular de tal
“molécula equivalente”, un promedio de los pesos moleculares de los componentes de
la mezcla, ponderados por su correspondiente fraccion molar. Este procedimiento se
realizd para las mezclas sintéticas elaboradas en nuestro laboratorio. Para los
surfactantes pulmonares naturales y los surfactantes pulmonares terapéuticos, no fue
posible determinar un peso molecular equivalente, debido a que se desconocia las
concentraciones de fosfolipidos en disolucion. En estos casos se utiliz6 como
aproximacion el peso molecular calculado para la mezcla 1. Por estas razones el area
por molécula de las isotermas, solo tiene relevancia en casos de los surfactantes
pulmonares sintéticos preparados en el laboratorio; para los demas casos, el area por
molécula es una escala relativa a las caracteristicas presentadas por cada muestra en
particular.

Paralelo al proceso de compresion, se realizd la observacion de la monocapa con el
Microscopio de Angulo de Brewster (BAM). La imagen es desplegada en escala de
grises en un monitor, del cual es posible videograbar todo el proceso de compresion, lo
que brinda una importante posibilidad de analisis.
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Capitulo 3

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados estan organizados en tres diferentes categorias; 1) mezclas sintéticas, 2)
surfactantes terapéuticos naturales y 3) surfactantes pulmonares naturales. Los
resultados correspondientes a las mezclas sintéticas consisten en isotermas de
compresion cuasi-estatica en el intervalo de 22°C a 37°C, isotermas de compresiones
fuera de equilibrio (compresiones rapidas) y ciclos de compresion-expansion isotérmica,
ambos a 37°C. También se presenta un resumen de imagenes de BAM de la monocapa a
diferentes presiones superficiales y temperaturas. En el mismo formato se presentan los
resultados de los surfactantes terapéuticos naturales y de los surfactantes naturales,
salvo pequefas diferencias. Las temperaturas evaluadas son Unicamente: 25°C, 33°C y
37°C. No se realizaron ciclos de compresion-expansion para los surfactantes naturales.
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3.1 Resultados de mezclas sintéticas

i. Mezcla 1l

La figura 26A, muestra la dependencia de la presion superficial en funcién del area por
molécula de la monocapa a diferentes temperaturas, con una velocidad de compresion
de 10 cm*min. La presién de colapso cambia de 52mN/m a 25mN/m, en el intervalo
21°C a 37°C. En este mismo intervalo de temperaturas, se observa un desplazamiento a
areas mayores del punto en el cual comienza a aumentar la presion superficial respecto a
OmN/m. Este aumento en el area por molécula es de un 26% al pasar de 21°C a 37°C. El
area por molécula en la que ocurre el colapso es aproximadamente 40 A%/molécula para
todos los casos.

A bajas temperaturas (21°C y 27°C) cuando el area por molécula se acerca a los 37
A?/molécula, la compresibilidad disminuye considerablemente (compresibilidad 2-dim
k= -a*(6a/ oIl | p)), s decir hay un aumento en la pendiente de la isoterma. Este cambio
abrupto en la compresibilidad corresponde a valores de presion superficial de II =
50mN/m (a este punto previamente lo hemos sefialado como el colapso). La compresion
mas all4 del colapso alcanza valores cercanos a los 70mN/m en presion superficial, es
decir, muy bajas tensiones superficiales. A altas temperaturas (mayores de 30°C)
cuando el rea por molécula se acerca a los 40 A%molécula, la compresibilidad cambia
en mucho menor medida en comparacion con lo observado a bajas temperaturas. A altas
temperaturas el colapso se hace evidente debido a que la compresion de la monocapa
més alla de los 40 A%/molécula produce un descenso en la presién superficial.

La observacion directa de la monocapa con la microscopia de angulo de Brewster nos
permitié observar la presencia de una coexistencia de la fases, liquido expandido y
liquido condensado (recordando que la fase condensada es la més brillante, debido a que
la intensidad de la imagen depende de la densidad de moléculas, su altura y la
orientacion de sus colas hidrofdébicas relativa a la onda de luz incidente). En la figura
25A se observa que a bajas temperaturas los dominios son mas pequefios y mas
numerosos que los que se presentan a altas temperaturas.

La figura 26B muestra el efecto de la velocidad de compresidén sobre monocapas de la
mezcla 1 a 37°C. La compresion fuera de equilibrio (90 cm?/min) no presenté quiebres
en la isoterma sino hasta alcanzar los 48mN/m en 40 A%/molécula. Esta discontinuidad
en el cambio de pendiente, coincide con el &rea por molécula de colapso encontrada
para los casos de compresién en equilibrio (10 cm*min). Comprimiendo a &reas
menores a 40 A%/molécula, la isoterma mostré una alta compresibilidad que culmin en
IT ~ 58mN/m. Para isotermas donde la velocidad de compresién es de 90 cm?min no
fue posible obtener imégenes, sin embargo los videos muestran la coexistencia de fase
que mostraron las isotermas en equilibrio.
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Figura 26. Isotermas de monocapas de Langmuir de la mezcla 1. A) Realizadas con una
rapidez de compresién de 10cm?min., a diferentes temperaturas; (e) 21°C, () 27°C, (A)
30°C, () 34°C y (m) 37°C. Imagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 21°C.
Iméagenes con marco amarillo corresponden a la isoterma a 32°C. B) Realizadas a 37°C a
diferentes velocidades de compresién; () 10cm?/min.y (e) 90cm?/min.
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Figura 27. Ciclos de compresion isotérmica de la mezcla 1 realizados a 37°C y diferentes
velocidades de compresion; (e) 20cm?min. y (e) 30cm?/min.

Se exploro la reversibilidad de la monocapa para desarrollar isotermas, haciendo ciclos
de compresion-expansion a diferentes velocidades.

La figura 27 muestra tres ciclos de compresion de la mezcla 1 a dos velocidades de
compresion, 20 y 30 cm?/min a 37°C. Como se observa, tanto a 20 como a 30 cm?/min
las curvas isotérmicas muestran poca histéresis, lo cual podria indicar que no existieron
cambios importantes en el sistema (como el colapso de la monocapa), y que esa
pequefia desviacion de la curva de expansion respecto de la curva de compresion,
pudiera ser el resultado del tiempo que le toma a los dominios de la fase condensada o a
pequefios dominios de colapso desintegrase. Este tiempo siendo (presumiblemente)
mayor que el tiempo con el cual se expande la monocapa. Es necesario mencionar que
en estas isotermas se aprecia nuevamente el efecto de realizar una compresion rapida,
pues los valores de presion superficial (IT) a &reas superiores al &rea de colapso (40
AZ/molécula), son superiores a los alcanzados en el caso de equilibrio. Las iméagenes
observadas en los videos de estas isotermas no mostraron diferencias substanciales en
comparacion con las compresiones en equilibrio.

La figura 28 muestra las imagenes de las monocapas bajo compresiones de equilibrio
termodinamico. Las imagenes a una misma temperatura fueron obtenidas de la misma
isoterma. La temperatura de la isoterma a la cual pertenecen las imagenes esta indicada
en el margen izquierdo de la pagina, mientras que en la esquina superior derecho de
cada imagen se indica la presion correspondiente. Las sombras negras que aparecen en
algunas iméagenes a temperaturas superiores a los 25°C, son debidas a la condensacion
de vapor de agua sobre el lente del microscopio. A temperaturas menores a 27°C existen
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pequefios dominios de fase condesada desde el inicio. El brillo de los dominios y su
densidad en la imagen aumenta conforme se comprime. A 32°C la monocapa tiene una
apariencia lisa. Dominios de fase condensada surgen aproximadamente a 4.5mN/m.
Estos crecen con formas de algas, y aumentan su intensidad conforme se realiza la
compresion. La ultima serie de imagenes de la figura 28, muestra el aspecto de la
monocapa colapsada a 32°C. La imagen presenta la union de dominios de fase
condensada, sin embargo, este aspecto lo adquiere mucho después del colapso.

El crecimiento de los dominios en forma de algas evidencia que el proceso de
crecimiento se encuentra ligeramente fuera de equilibrio. La compresion tendria que ser
infinitamente lenta para que el crecimiento de estos fuera isotropico. Esta situacion de
no equilibrio esta reflejada Gnicamente en el patrén de crecimiento de los dominios sin
afectar de manera considerable el diagrama (I, T).
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Figura 28. Imagenes de BAM de monocapas de la mezcla 1. Los nimeros dentro de las
imagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tomé la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracidn de isoterma.
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Figura 28. (Continuacién) Imagenes de BAM de monocapas de la mezcla 1. Los nimeros
dentro de las imagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tom6 la imagen.
(*)imagen utilizada en ilustracion de isoterma.
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ii. Mezcla 2

La figura 29A muestra las isotermas de la monocapa de Langmuir de la mezcla 2
realizadas en compresion de equilibrio termodindmico. Es necesario recordar que en
esta mezcla el triglicérido (Tripalmitato) de la mezcla 1 fue substituido por colesterol
en igual porcentaje molar (8%). La mezcla 2 muestra pocos cambios en las curvas
isotérmicas con respecto a las diferentes temperaturas evaluadas, colapsando a valores
de presion superficial alrededor de 22mN/m. Existe un ligero incremento en la
compresibilidad de las isotermas conforme la temperatura aumenta de 22°C a 34°C, sin
embargo, esta tendencia se rompe para el caso de 37°C. En esta mezcla el
desplazamiento del punto en el cual comienza a aumentar la presion superficial a areas
por molécula mayores es practicamente inexistente. El area por molécula a la cual
colapsan las isotermas se encuentra alrededor de 40 A%molécula para todos los casos.
Las imagenes de BAM muestran dominios moleculares en diferentes regiones de las
isotermas a diferentes temperaturas excepto a 37°C. Estos dominios son de mucho
menor tamafio que los que se observaron en la mezcla 1.

Debido a que las isotermas son curvas suaves hasta llegar al colapso, es dificil deducir
la existencia de transiciones de fase. Sin embargo, la observacion directa de la
monocapa con la microscopia de angulo de Brewster nos permitié observar con claridad
la presencia de transiciones de liquido expandido a liquido condensado. En la figura
28A se observa que a bajas temperaturas existen pequefios dominios los cuales dejan se
ser evidentes a altas temperaturas.

La figura 29B muestra el efecto de la velocidad de compresion en monocapas de la
mezcla 2 a 37°C. La compresion fuera de equilibrio (90 cm?/min), no presenté cambios
abruptos de pendiente de la isoterma, alcanzando presiones superficiales de 49mN/m en
4reas apenas menores a 40 A%/molécula. En este punto se presentaron mesetas que
continuaron hasta llegar a los 30 A¥molécula, donde por limitacién técnica terminé la
compresién. A una velocidad de compresion de 45 cm?/min los resultados fueron
précticamente los mismos que se observaron en la compresion de 90 cm?min. El
colapso en la compresién de equilibrio (10 cm?/min) aparece a presiones superficiales
menores a 20 mN/m en un &rea por molécula superior a 40 A%/molécula.

La figura 30 muestra los ciclos de compresion-expansion de la mezcla 2 a 37°C, a dos
velocidades de compresién (20 y 30 cm?min). Como se puede apreciar, las histéresis
presentadas son pequefias (diferencia de 5 mN/m entre la curva de compresion y de
expansion). Las isotermas se superponen para ambas velocidades y en cada ciclo de
compresion. Las imagenes observadas en los videos de estas isotermas no mostraron
diferencias substanciales en comparacién con las compresiones en equilibrio (10
cm?/min.).
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Figura 29. Isotermas de monocapas de Langmuir de la mezcla 2. A) Realizadas con una
rapidez de compresién de 10cm?¥min., a diferentes temperaturas; (e) 22°C, () 25°C, (A)
30°C, () 34°Cy (m) 37°C. Imagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 22°C.
Imégenes con marco azul corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes

velocidades de compresion; (e) 10cm?min., (e) 45cm?/min. y (A) 90cm?/min.(Las rayas
curvas en la imagenes son artefactos debido a la 6ptica).
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Figura 30. Ciclos de compresion isotérmica la mezcla 2 realizados a 37°C y diferentes
velocidades de compresion; (e) 20cm?min. y (e) 30cm?/min.

La figura 31 presenta las imé&genes de las monocapas bajo compresiones de equilibrio
termodinamico (10 cm?¥min). Las imagenes a una misma temperatura fueron obtenidas
de una misma isoterma. La temperatura de la isoterma a la cual pertenecen las iméagenes
estd indicada en el margen izquierdo de la figura, mientras que en la esquina superior
derecha de cada imagen se indica la presién superficial correspondiente. Las sombras
negras que aparecen en el costado derecho de las imagenes son patrones de difraccion
debido a la presencia de una particula de polvo en uno de los espejos del microscopio. A
25°C, en areas por molécula muy grandes, existe espuma (coexistencia de fases liquida
y gaseosa) en la monocapa. A medida que se reduce el area por molécula, la espuma
desaparece y la presion incrementa. La monocapa muestra una imagen rugosa debido a
la gran cantidad de pequefios dominios, remanentes de la desaparicion de la fase
espuma. Con el aumento en la presion desaparece la rugosidad, volviendo a aparecer
dominios a una presién de 11mN/m. No existe un claro crecimiento de los dominios
conforme aumenta la presion superficial, pero si un aumento de su densidad en la
imagen (definiendo densidad en la imagen como nimero de dominios en la imagen). A
34°C la monocapa presenta una imagen lisa al inicio, tornandose rugosa en algln
momento de la compresion que es dificil de precisar. La intensidad de la rugosidad no
aumenta con la compresion. A los 34 y 37°C las imagenes correspondientes son
similares. La ultima imagen a 37°C correspondiente al colapso de la monocapa, no
muestra una diferencia significativa con la monocapa antes de colapsar.
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Figura 31. Imagenes de BAM de monocapas de la mezcla 2. Los numeros dentro de las
imagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tomé la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracion de isoterma.
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iii. Mezcla 3

Recordemos que la mezcla 3 no contiene plasmaldgeno ni colesterol (Figura 25) y que
la proporcién molar correspondiente al plasmalégeno (1%) fue substituida por DPPC.

La figura 32A muestra la dependencia de la presion superficial de la mezcla 3, en
funcion del area por molécula de la monocapa a diferentes temperaturas y a una
velocidad de compresién de 10 cm?/min. La presién de colapso cambia de 58mN/m a
28mN/m entre los 22°C y 37°C. Se observa un desplazamiento a areas por molécula
mayores del punto en el cual comienza a aumentar la presion superficial. Este aumento
en el area por molécula es de un 20% al pasar de 22°C a 37°C. El area por molécula de
colapso es bastante similar en todas las temperaturas, presentandose alrededor de los 38
A?/molécula.

A bajas temperaturas (22°C y 25°C) cuando el area por molécula se acerca a los 38
A?/molécula, la compresibilidad disminuye considerablemente. Cuando la compresién
de la monocapa va mas alla de los 38 A?/molécula, ocurre el colapso de la monocapa,
correspondiendo a valores de presion superficial de IT~ 55mN/m. A altas temperaturas
(superiores a 30°C) cuando el area por molécula se acerca a los 40 A%molécula, la
compresibilidad también disminuye, pero en mucho menor medida en comparacion con
lo observado a bajas temperaturas. A altas temperaturas el colapso se hace evidente
debido a que la compresion de la monocapa mas alla de los 40 A%/molécula produce un
descenso en la presion superficial.

La observacion directa de la monocapa con microscopia de angulo de Brewster nos
permitié observar con claridad la presencia de al menos una transicion de fase de
liguido expandido y liquido condensado. Tales transiciones se dieron en 5mN/m y
10mN/m, a 34°C y 37°C respectivamente (ver figura 34). En la figura 32A se observa
que a bajas temperaturas los dominios de fase condensada son mas pequefios y mas
numerosos que los que se presentan a altas temperaturas.

La figura 32B muestra el efecto de la compresion répida (90 cm?/min) de monocapas de
la mezcla 3 a 37°C. La compresion fuera de equilibrio no presenté cambios abruptos en
la pendiente de la isoterma sino hasta alcanzar una presion superficial de 48mN/m en
areas cercanas a 40 A%molécula. Esta discontinuidad en el cambio de pendiente la
relacionamos con el colapso de la monocapa debido a que el area por molécula a la cual
se presenta, corresponde con el area por molécula de colapso encontrada para los casos
de compresién en equilibrio (10 cm?/min). Comprimiendo a areas menores, la isoterma
mostrd una alta compresibilidad que culmind en TI=56mN/m. Para isotermas donde la
compresion es muy rapida no fue posible obtener imagenes, sin embargo los videos
mostraron una coexistencia de fases similar a la que se observo en las isotermas de en
equilibrio.

La figura 33 muestra los ciclos de compresion-expansion de la mezcla 3 a 37°C, a dos
velocidades de compresion (20 y 30 cm?/min). Las histéresis son pequefias, lo que
podria indicar que no existieron cambios importantes en el sistema. ES necesario
mencionar que en estas isotermas se aprecia nuevamente el efecto de realizar una
compresion rapida, pues los valores de IT correspondientes a areas superiores al area de
colapso (38 A’/molécula) son mayores a los alcanzados en el caso de equilibrio.

43



60

it

50

/

40 +——

\..

30

ks,

o]
[=
i

—
o
(1

o
i

1]
(=]

Presion Superficial (mN/m)

wn
=
e

40

e
G
LN

20

10

0

30 40 5':', 60 70 80 90 100
Area por molécula(A’/ molécula)

Figura 32. Isotermas de monocapas de Langmuir de la mezcla 3. A) Realizadas con una
rapidez de compresion de 10cm?min., a diferentes temperaturas; (e) 22°C, () 25°C, (A)
30°C, () 34°C y (m) 37°C. Imégenes con marco rojo corresponden a la isoterma a 25°C.
Iméagenes con marco azul corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes
velocidades de compresion; (e) 10cm?min., (e) 90cm®min. (Las rayas curvas en las imagenes
son artefactos debido a la 6ptica).
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Figura 33. Ciclos de compresion isotérmica la mezcla 3 realizados a 37°C y diferentes
velocidades de compresion; () 20cm*min. y (e) 30cm?/min.

La figura 34 muestra las imagenes de las monocapas bajo compresiones de equilibrio
termodinamico. Las imagenes a una misma temperatura fueron obtenidas de una misma
isoterma. La temperatura de la isoterma a la cual pertenecen las iméagenes estéa indicada
en el margen izquierdo de la pgina, mientras que en la esquina superior derecho de
cada imagen se indica la presion correspondiente. Las sombras negras que aparecen en
el costado derecho de las imagenes son patrones de difraccion debido a la presencia de
una particula de polvo en uno de los espejos del microscopio. A 25°C en areas por
moléculas muy grandes, se observa una imagen con tres diferentes contrastes, que
indica coexistencia de liquido, gas y probablemente una fase condensada. Al continuar
reduciendo el area por molécula la fase gaseosa desaparece y la presion superficial
comienza a aumentar, dando paso a una monocapa mayoritaria en fase liquido
expandido con algunos dominios en fase liquido condensado, cuya morfologia es dificil
de clasificar como tipo dendritico o tipo alga. Los dominios aumentan en intensidad y
nimero conforme se realiza la compresién. A 29°C la monocapa muestra pequefios
dominios, que desde el inicio de la compresion incrementan su tamafio. A 37°C la
monocapa muestra una imagen lisa, libre de dominios o espuma. Los dominios de fase
condensada aparecen alrededor de los 10mN/m, presentando forma de alga. Los
dominios aumentan su tamafio e intensidad conforme se realiza la compresién. Las
imagenes de la monocapa colapsada no mostraron diferencias con las imagenes antes
del colapso.
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Figura 34. Im&genes de BAM de monocapas de la mezcla 3. EI nimero dentro de las imagen indican la
presion superficial en mN/m a la cual se tom6 la imagen. (*)imagen utilizada en ilustracion de isoterma.
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3. 2 Discusién de mezclas sintéticas

Es notable la similitud de comportamiento de las mezclas 1y 3, que muy probablemente
sea consecuencia de que solo existe 1% de diferencia en la composicién de lipidos entre
ellas (la presencia de plasmalogeno en la primera y la ausencia de éste en la mezcla 3).
Quiza el punto de comparacion mas interesante entre estas dos mezclas surja de buscar
una relacion entre tres factores: 1) el cambio dependiente de la temperatura, 2) el
cambio en la compresibilidad y 3) la fraccion de monocapa en fase condensada.
También resulta interesante observar el desplazamiento a areas por molécula mayores
del punto donde comienza a subir la presién superficial con respecto al aumento en
temperatura. Este desplazamiento puede ser resultado del aumento en la energia cinética
de las colas hidrofdbicas (via el aumento en temperatura), lo que produce un area de
interaccién mayor. Las imagenes obtenidas por el BAM corroboran la similitud
mostrada en las isotermas de las mezcla 1 y 3. Por ejemplo, en ambas aparecen
dominios a presiones superficiales muy similares.

La mezcla 2 presentd una caida considerable en la presion de colapso debido a la
presencia de colesterol. Es posible que el colesterol también sea responsable del
pequefio tamafio de los dominios en fase condensada. Estos efectos estan relacionados
con la presencia de colesterol y no a la ausencia de triglicérido, debido a que algunos
autores reportan efectos similares en mezclas de fosfolipidos mucho mas sencillas a las
nuestras [30,31]. Finalmente, es necesario mencionar que los valores de area por
molécula en los que se observan los colapsos para cada una de las mezclas,
corresponden bastante bien con los valores encontrados para la DPPC, todos cercanos a
los 40 A%molécula [30, 32, 33]. Lo anterior tiene sentido por dos razones; la primera se
debe a que el DPPC es el mayor componente de nuestras mezclas, y el peso molecular
equivalente fue un promedio ponderado por la fraccion molar; y segundo, debido a que
salvo por el triglicérido, el colesterol y el &cido palmitico, los pesos moleculares del
resto de los componentes son muy parecidos al valor del peso molecular del DPPC.

Todas las mezclas a 37°C en compresion rapida alcanzaron valores de presion
superficial bastante cercanos a lo esperado segun los requerimientos fisioldgicos
(valores cercanos a los 72mN/m). Estas isotermas “rapidas” presentan cierta similitud
con las isotermas a 25°C en condiciones de equilibrio.

En conclusion:

1. El colesterol afecta considerablemente el comportamiento superficial de la
mezcla. Probablemente, por medio de impedir la formacion de dominios de fase
condensada.

2. Las monocapas mostraron dependencia del aumento en temperatura. A 37°C las
monocapas en compresion en equilibrio alcanzaron valores de presion
superficial muy por debajo de los 72mN/m, que es el valor esperado en términos
fisiologicos.

3. El comportamiento superficial de las mezclas mostré dependencia de la
velocidad de deformacion de la monocapa.
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3.3 Resultados de los surfactantes terapeuticos naturales

Es importante recodar que estas mezclas comerciales contienen las proteinas
hidrofébicas SP-B y SP-C, que forman parte fundamental de los surfactantes
pulmonares en todas las especies [8, 9]. En esta seccion el area por molécula es una
aproximacion, ya que no se conoce la composicién molecular exacta de éstas mezclas.

i. Survanta con proteinas (origen bovino).

Survanta es un surfactante pulmonar terapéutico natural de origen bovino, al cual se le
adiciona DPPC vy triglicérido. En la figura 35A muestra que a temperaturas de poca
relevancia fisioldgica (25°C), la monocapa colapsa a presiones superficiales alrededor
[1=28mN/m, mientras que a temperaturas superiores (33°C y 37°C) desciende
ligeramente a valores de IT=25mN/m. Si la compresion de la monocapa continua
después del colapso, la presion superficial se incrementa nuevamente, llegando incluso
a sobrepasar la presion de colapso. Claro ejemplo de ello se observa en la isoterma
correspondiente a los 37°C. Por otro lado, las imagenes de BAM muestran que a 25°C
existen pequefios dominios practicamente desde el inicio de la compresion, mientras
que a 37°C los dominios de fases condensadas hacen su aparicion a partir de un
18mN/m.

La figura 35B muestra el efecto de la velocidad de compresién sobre la monocapa de
Survanta a 37°C. La compresion fuera de equilibrio (90 cm?/min) present6 una curva
isotérmica suave con una pendiente mas pronunciada que la isoterma en equilibrio. En
areas muy similares, la compresion rapida alcanzd los T1=48mN/m, mientras que la
compresion en equilibrio colapso a los TT=24mN/m. La isoterma fuera de equilibrio tuvo
una alta compresibilidad que después de los TT=48mN/m, que continud hasta llegar a los
55mN/m, donde por limitacion técnica termino la compresion.

Al final de cada una de las compresiones de las monocapas de Survanta, se logré
observar material tensoactivo del otro lado de las barreras de compresion. Una posible
explicacion es que, al ir reduciendo el area en el cual yacen las moléculas (&rea entre las
barreras de compresion), las moléculas son expulsadas de la monocapa, disolviéndose
en el agua para después emerger del otro lado de la barrera. Este comportamiento es
caracteristico de las monocapas de Gibbs. Una monocapas de Gibbs es estructuralmente
idéntica a una monocapas de Langmuir, diferenciandose Unicamente por la solubilidad
del anfifilo. Las substancias que forman monocapas de Langmuir son esencialmente
insolubles, por lo que las moléculas estan confinadas en la interfase aire-agua. En una
monocapa de Gibbs, las moléculas pueden salir de la interfase e ir a la subfase y
viceversa. En nuestro caso la monocapa de Survanta es de Gibbs.
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Figura 35. Isotermas de monocapas de Langmuir de Survanta. A) Realizadas con una rapidez
de compresion de 10cm?min., a diferentes temperaturas; (e) 25°C, (o) 33°C y (A) 37°C.
Imagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco verde
corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de

compresion; (o) 10cm?/min.y (e) 90cm?/min.
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Figura 36. Ciclos de compresion isotérmica de Survanta realizados a 37°C y diferentes
velocidades de compresién; (e) 20cm?min. y () 30cm?min. Los sefialamientos 1%, 2% y 3%
indican en cada caso el orden de aparicion de cada uno de los ciclos de compresion.

La figura 36 muestra ciclos de compresion-expansion de la mezcla Survanta a dos
velocidades de compresién, 20 y 30 cm*min a 37°C. Como se puede observar, la
histéresis no es muy pronunciada (la compresion y la expansion difieren en apenas
2mN/m). Sin embargo con cada ciclo se presenta un desplazamiento de la curva hacia
areas por molécula mayores para ambas velocidades de compresion. En la figura se
indican el orden de aparicion de las curvas. Las imagenes observadas en los videos de
estas isotermas no muestran diferencias substanciales en comparacion con las
compresiones en equilibrio.

La figura 37 muestra imagenes de las monocapas de Survanta bajo compresiones en
equilibrio termodindmico. A 25°C la imagen es rugosa (dominios pequefios poco
contrastados). A 2mN/m mejora el contraste de los dominios de fase condensada. Al
final de la compresion la densidad de dominios es tal que practicamente ocupan toda la
imagen. A 33°C la monocapa presenta una imagen lisa al inicio. La aparicion de
dominios ocurre en aproximadamente 11 mN/m, estos tienen forma de alga y crecen
conforme se realiza la compresién. A 37°C la imagen presentada por la monocapas es
bastante similar a la presentada a 33°C excepto que la aparicion de los dominios ocurre
alredor de los 20mN/m, muy cercano al punto de colapso. A partir de las im&genes no
es posible identificar el colapso de la monocapa, debido en ellas no existe la diferencia
que marca la isoterma.
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Figura 37. Iméagenes de BAM de monocapas de Survanta. Los nimeros dentro de las imagenes
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ilustracion de isoterma.
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ii. Survanta sin proteinas (origen bovino).

La figura 38A muestra el efecto de la temperatura sobre las isotermas de la mezcla
Survanta sin proteinas a una velocidad de compresion de 10 cm?min. Se observan
pocos cambios con la temperatura. Las monocapas colapsan a presiones superficiales
entre 25mN/m y 35mN/m. Sin embargo, si la compresion de la monocapa se extiende
después del colapso, la presion superficial continda incrementando su valor. Las
imagenes de BAM exhiben que a bajas temperaturas (25°C) no existen dominios al
inicio de la compresion, éstos aparecen y aumentan su intensidad a medida se reduce el
area por molécula. A 37°C los dominios de fases condensadas existen en la monocapa
desde el inicio de la compresion, aumentado su intensidad durante el transcurso de la
misma. Llama la atencidn la gran intensidad luminosa de los dominios.

La figura 38B muestra el efecto de la velocidad de compresién sobre la mezcla de
Survanta sin proteina a 37°C. La compresién fuera de equilibrio (90 cm?min) present6
una menor compresibilidad, alcanzando una presion superficial de 48mN/m en areas
apenas menores a las que se presentd el colapso en el caso de equilibrio.

La figura 39 muestra los ciclos de compresion-expansion realizados sobre una
monocapa de Survanta sin proteinas a dos velocidades de compresién, 20 y 30 cm?/min
a 37°C. Como se puede apreciar, las histéresis son mayores comparadas con el caso de
Survanta con proteina, en este caso la diferencia llega a ser de 10 mN/m entre la curva
de compresion y la expansion. Este aumento en la histéresis pudiera deberse a la
ausencia de proteinas. Por otro lado, los diferentes ciclos de compresion se superponen
bastante bien, es decir, no existe el desplazamiento de las curvas hacia areas mayores
observado en el caso de Survanta con proteina. Las imagenes observadas en los videos
de estas isotermas no mostraron diferencias substanciales en comparacién con las
compresiones en equilibrio.

Es necesario mencionar, la presencia de material parcialmente soluble en la muestra de
Survanta sin proteinas, debido a que al final de cada una de las compresiones de las
monocapas, se logré observar material surfactante del otro lado de las barreras de
compresion. Este comportamiento corresponde al presentado por monocapas de Gibbs.

La figura 40 muestra imagenes de las monocapas de Survanta sin proteinas bajo
compresiones de equilibrio termodinamico. A 25°C en el inicio de la compresion, se
observa zonas de coexistencia liquido expandido y gas. La fase gaseosa desaparece en
1mN/m, dando lugar al surgimiento de dominios de fase condensada, que aumentan en
nimero a medida que aumenta la presion superficial. Al final de la compresién la
densidad de dominios es tal que practicamente ocupan toda la imagen. A 33°C la
monocapa presenta una imagen con pequefios dominios que durante el transcurso de la
compresion aumentan en ndmero e intensidad pero no en tamafio. A 37°C el
comportamiento es bastante parecido al observado a 33°C. A partir de las imagenes no
es posible identificar el colapso de la monocapa, debido en ellas no existe la diferencia
gue marca la isoterma.
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Figura 38. Isotermas de monocapas de Langmuir de Survanta sin proteina. A) Realizadas con

una rapidez de compresion de 10cm?/min., a diferentes temperaturas; (e) 25°C, (e) 33°C y

(A) 37°C. Imégenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco

verde corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de

compresion; (o) 10cm?/min.y (e) 90cm?/min.
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Figura 39. Ciclos de compresion isotérmica de Survanta sin proteina realizados a 37°C y
diferentes velocidades de compresién; () 20cm?/min. y (e) 30cm?/min.
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Figura 40. Imagenes de BAM de monocapas de Survanta sin proteinas. Los ndmeros dentro de
las imagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tomé la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracidn de isoterma.
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iii. Curosuf con proteinas (origen porcino).

La figura 41A muestra el efecto de la temperatura sobre las monocapas de Curosurf. A
25°C las monocapas colapsan a presiones superficiales de IT=<46mN/m, lo cual es mucho
mayor de lo que se observd para Survanta (ver figura 34A). Sin embargo a 33°C y
particularmente a 37°C, la presion de colapso desciende considerablemente, haciendo
evidente el efecto de la temperatura en esta muestra. El efecto de la temperatura no se
ve expresado en las imagenes de BAM, la cuales son igual de llanas en todas la
temperaturas y presiones superficiales evaluadas, inclusive cuando la isoterma indica
que la monocapa ha colapsado. Resulta interesante el desplazamiento del colapso en el
area por molécula, que pasa de 20 A/molécula en 25°C a 30 A/molécula en 37°C.

La figura 41B muestra el efecto de la velocidad de compresidn sobre las monocapas de
Curosurf a 37°C. La compresién fuera de equilibrio (90 cm?min) presentd una
pendiente superior a la mostrada por la isoterma de equilibrio, alcanzando presiones
superficiales de 48mN/m en é&reas similares en las que ocurrié el colapso en la
monocapa en equilibrio. En 48mN/m la isoterma de 90 cm?/min presenté una meseta
que continu6 hasta finalizada la compresion.

La figura 42 muestra los ciclos de compresidn-expansion de las monocapas de Curosurf
a dos velocidades de compresion, 20 y 30 cm?/min a 37°C. Como se puede observar la
histéresis es pequefia (6mN/m de diferencia entre la curva compresion y la de
expansion). Sin embargo, con cada ciclo se presenta un desplazamiento de la curva
hacia areas por molécula mayores para ambas velocidades de compresién. En la figura
se indican el orden de aparicion de las curvas. Las imagenes observadas en los videos de
estas isotermas no mostraron diferencias substanciales en comparacion con las
compresiones en equilibrio.

Fue detectada la presencia de material parcialmente soluble en la composiciéon de
Curosurf, debido a que al final de cada una de las compresiones de las monocapas se
observé material surfactante del otro lado de las barreras de compresion. Este
comportamiento corresponde al presentado por monocapas de Gibbs.

Finalmente, la figura 43 muestra las imagenes de las monocapas de Curosurf bajo
compresiones de equilibrio termodinamico. Tanto en 25°C como en 37°C las imagenes
de BAM son poco contrastadas, debido a la ausencia de dominios en todas presiones
superficiales, a diferentes temperaturas y diferentes velocidades de compresion. A partir
de las imégenes no es posible identificar el colapso de la monocapa, debido en ellas no
existe la diferencia que marca la isoterma.
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Figura 41. Isotermas de monocapas de Langmuir de Curosurf. A) Realizadas con una rapidez
de compresion de 10cm?min., a diferentes temperaturas; (e) 25°C, (e) 33°C y (A) 37°C.
Imagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco verde
corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de
compresion; (o) 10cm?/min.y (e) 90cm?/min.
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Figura 42. Ciclos de compresion isotérmica de Curosurf realizados a 37°C y diferentes
velocidades de compresion; (e) 20cm¥min. y (e) 30cm’/min. Los sefialamientos 1%, 2% y 3%
indican en cada caso el orden de aparicion de cada uno de los ciclos de compresion.
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Figura 43. Imagenes de BAM de monocapas de Curosurf. Los nimeros dentro de las imagenes
indican la presion superficial en mN/m a la cual se tom6 la imagen. (*)imagen utilizada en
ilustracion de isoterma.
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iv. Curosurf sin proteinas (origen porcino)

La figura 44A muestra el efecto de la temperatura sobre las monocapas de Curosurf sin
protefnas en compresién en equilibrio (10cm?/min). Curosurf sin proteinas colapsé a
presiones superficiales alrededor 22mN/m para todos los casos. Las imagenes de BAM
muestran la aparicion de dominios muy brillantes. La aparicion de éstos es dificil de
precisar en algin punto de la isoterma. Se observa que a bajas temperaturas no existen
dominios al inicio de la compresion, pues éstos aparecen y aumentan su intensidad
conforme se realiza la misma. A temperatura de relevancia fisiologica, los dominios de
fase condensada existen en la monocapa desde el inicio de la compresion, aumentado su
intensidad durante el transcurso del experimento.

La figura 44B muestra el efecto de la velocidad de compresion sobre una monocapa de
Curosurf sin proteina a 37°C. La compresion fuera de equilibrio (90 cm?min) presentd
una menor compresibilidad, alcanzando una presion superficial de 44mN/m en areas
apenas menores en las que se presento el colapso en el caso de equilibrio.

La figura 45 muestra los ciclos de compresion de monocapas de Curosurf sin proteinas
a dos velocidades de compresién, 20 y 30 cm?min a 37°C. Como se puede observar,
las histéresis no son mucho mayores a las encontradas en el caso de Curosurf con
proteina. Las iméagenes observadas en los videos de estas isotermas no mostraron
diferencias substanciales en comparacion con las compresiones en equilibrio.

Se observd la presencia de material parcialmente soluble en la composicion de Curosurf
sin proteinas debido a que al final de cada una de las compresiones de las monocapas se
logré observar material surfactante del otro lado de las barreras de compresion. Este
comportamiento corresponde al presentado por monocapas de Gibbs.

La figura 46 muestra las imagenes de las monocapas de Curosurf sin proteinas bajo
compresiones de equilibrio termodindmico (10cm?/min). A 25°C, en el inicio de la
compresion, se observa zonas de coexistencia liquido expandido y gas. Cuando la fase
gaseosa ha desaparecido, en aproximadamente 1mN/m, aparecen dominios de fase
condensada que crecen en niimero a medida que aumenta la presion superficial. A 33°C
y 37°C el comportamiento es similar; la monocapa presenta desde el inicio pequefios
dominios, que durante el transcurso de la compresién aumentan en nimero e intensidad,
pero no en tamafio. Al final de compresion la imagen no es densamente poblada por
dominios, como ocurre a 25°C. Ademas, los dominios son amorfos en las temperaturas
de 33°C y 37°C. A partir de las imagenes no es posible identificar el colapso de la
monocapa, debido en ellas no existe la diferencia que marca la isoterma.
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Figura 44. Isotermas de monocapas de Langmuir de Curosurf sin proteina. A) Realizadas con
una rapidez de compresion de 10cm?/min., a diferentes temperaturas; () 25°C, (e) 33°C y
(A) 37°C. Imégenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco
verde corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de
compresion; (e) 10cm¥min.y (e) 90cm?min.
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Figura 45. Ciclos de compresion isotérmica de Curosurf sin proteina realizados a 37°C y
diferentes velocidades de compresién; () 20cm?/min. y (e) 30cm?/min.
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Figura 46. Imagenes de BAM de monocapas de Curosurf sin proteina. Los nimeros dentro de
las iméagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tomé la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracion de isoterma.
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3.4 Discusion surfactantes terapéuticos naturales

Curosurf es considerado en la literatura el surfactante pulmonar terapéutico de mayor
eficiencia en comparacion con Survanta [17, 33, 34, 35, 36]. Nuestros resultados
muestran un par diferencias substanciales entre los dos surfactantes comerciales. La
primera consiste en que Curosurf a 25°C en compresion cuasi-estatica, alcanzé valores
de presion superficial de 48mN/m, mientras Survanta en las mismas condiciones
alcanzé valores alrededor de los 28mN/m. La segunda diferencia consiste en Curosurf
no presentd dominios de fase condensada ante ninguna de las circunstancias evaluadas,
mientras que Survanta si los mostrd. En consecuencia, quiza las fases condensadas no
son de vital importancia en la funcion del surfactante pulmonar.

Por otro lado, Curosurf y Survanta a 37°C en compresiones rapidas (90 A%/molécula)
alcanzaron la misma presion superficial, ademas de mostrar mesetas en valores de
presion superficial similares a los reportados por otros grupos [19, 34, 35]. Tal presién
superficial es considerada como limite minimo de presion superficial que se alcanza en
los alvéolos [4].

La unica diferencia existente entre las muestras sin proteinas de Survanta y Curosurf es
la intensidad de los dominios brillantes, siendo mas intensos los dominios de Survanta.
Considerando que la intensidad de los dominios depende, entre otras cosas, de su
espesor, esto sugiere que tales dominios brillantes representen la formacion de dominios
de fosfolipidos con colas dispuestas verticalmente.

La diferencia fundamental entre los surfactantes con proteina y sin proteina, es la
formacion de los dominios de gran intensidad formados en las muestras sin proteina.
Quiza, la funcion de las proteinas sea impedir la formacién de dominios. Sin embargo,
la respuesta superficial de la monocapa en compresion rapida (90 A%mole) no se vio
afectada por la ausencia de proteinas. Todas las muestran alcanzaron valores superiores
a los 45mN/m.

Otra diferencia entre los surfactantes con proteina y sin proteina, es que en los primeros,
se observo un desplazamiento de la isoterma hacia areas por molécula mayores con cada
ciclo de expansion-compresion. Una explicacion resulta de pensar en la continua
adsorcion a la interfase de moléculas disueltas en la subfase, durante la realizacion de
los ciclos de expansion-compresién. Lo anterior, tiene sustento en que nuestras
observaciones evidenciaron la existencia de sustancias solubles en Survanta y Curosurf,
esta observacion ha sido previamente reportada [36]. Sin embargo, esta posibilidad es
limitada si se considera que, los experimentos comenzaban hasta que se tenia certeza de
que la presion superficial no modificaba su valor en tiempos considerablemente grandes
(20 minutos después de realizado el deposito de la muestra). Por otro lado, han sido
reportado que la respuesta superficial de los surfactantes terapéuticos naturales depende
de la concentracion [25], lo cual refuerza la posible presencia de una monocapa de
Gibbs.

En conclusion:

1. Las monocapas mostraron dependencia del aumento en temperatura. A 37°C las
monocapas en compresion de equilibrio alcanzaron valores de presion
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superficial muy por debajo de los 72mN/m, que es el valor esperado en términos
fisioldgicos.

2. El comportamiento superficial de las muestras mostrd dependencia de la
velocidad de deformacion de la monocapa. En compresion fuera de equilibrio
todas las muestras lograron reducir considerablemente la presion superficial.

3. La formacion de dominios moleculares de alta intensidad podria estar
relacionada con la ausencia de proteinas.

3.5 Resultados de surfactantes naturales

I. Surfactante pulmonar humano

En la figura 47A se presentan las isotermas de surfactante pulmonar de humano
realizadas a diferentes temperaturas en condiciones de compresion cuasi-estatica
(10cm?min.). En la figura es posible observar que el comportamiento cambia muy poco
con la temperatura, presentandose el colapso del la monocapa alrededor de 19mN/m.
Las imagenes de la monocapa a 37°C muestran al inicio de la compresion, una
coexistencia de 2 fases (diferentes tonos de gris en la imagen) que aumentan su
contraste conforme se reduce el area por molécula. Con el anélisis del video de la
compresion se identificd una gran fluidez en la fase liquido expandido. Las imégenes de
la monocapa a temperaturas menores son completamente lisas, lo cual resalta la posible
importancia de la temperatura en el surfactante pulmonar humano por lo menos desde el
punto de vista morfoldgico. EI comportamiento de los dominios puede apreciarse mejor
en la figura 48.

La figura 47B se muestra el efecto de comprimir de manera rapida una monocapa de
surfactante pulmonar humano a 37°C. Las compresiones fuera de equilibrio
(90cm?min.) presentaron una menor compresibilidad, alcanzando presiones
superficiales cercanas a los 40mN/m, en areas apenas menores a las que se presento el
colapso en el caso de equilibrio.

Se observo la presencia de material parcialmente soluble muestra de surfactante
pulmonar humano, debido a que al final de cada una de las compresiones de las
monocapas se logré observar material tensoactivo al otro lado de las barreras de
compresion. Este comportamiento corresponde al presentado por monocapas de Gibbs.

La figura 48 muestra imagenes de las monocapas surfactante pulmonar humano bajo
compresiones en equilibrio termodinamico. A 25°C y 33°C las imagenes de la
monocapa son poco contrastadas, esto debido a la ausencia de dominios en todas
presiones superficiales evaluadas. Sin embargo, a 37°C las imagenes de BAM de la
monocapa muestran, desde el inicio de la compresion, una coexistencia de 2 fases
(diferentes tonos de gris en la imagen) que aumenta contraste conforme se reduce el
area por molécula. A partir de las iméagenes no es posible identificar el colapso de la
monocapa, debido en ellas no existe la diferencia que marca la isoterma. Ejemplo de
ello se puede observar en la serie de imagenes a 37°C. La imagen de la imagen
colapsada a 17mN/m es bastante parecida a la imagen a 5SmN/m.
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Figura 47. Isotermas de monocapas de Langmuir de SP Humano. A) Realizadas con una
rapidez de compresién de 10cm?/min., a diferentes temperaturas; (e) 25°C, (e) 33°C y (A)
37°C. Iméagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco
verde corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de
compresion; (o) 10cm¥min., () 45cm%min.y (A ) 90cm?/min.

66



Surfactante Pulmonar Humano Presion superficial (mN/m)

25

w
w

QT C T TS ODOT 3D -

—~

(=]

0O

— W
~

Figura 48. Imégenes de BAM de monocapas de SP humano. Los ndmeros dentro de las
imagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tomé la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracion de isoterma.
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ii. Surfactante pulmonar humano sin proteinas

El surfactante pulmonar de humano al cual se le retiraron las proteinas surfactantes,
mostro ligeras modificaciones en las isotermas respecto a los cambios en la temperatura
(figura 49A). En las tres isotermas mostradas se observa que existen cambios de
pendiente en un 4rea por molécula de 20A%molécula (recordando que esta area por
molécula es arbitraria). Este cambio de pendiente, apenas perceptible en la isoterma a
25°C, es bastante obvio en la isoterma a 37°C, en esta ultima indica el colapso de la
monocapa. Importarte hacer notar que si se continua la compresion mas alla del colapso,
es posible incrementar ain mas la presion superficial. Las imagenes obtenidas de las
muestran la existencia de dominios en fase condensada muy brillantes, que aumentan su
intensidad y densidad en la imagen a medida que aumenta la presion. El
comportamiento de los dominios puede apreciarse mejor en la figura 50.

La figura 49B muestra el efecto de comprimir en condiciones fuera de equilibrio
(90cm?/min) una monocapa de surfactante pulmonar humano a 37°C. Las compresiones
fuera de equilibrio presentaron una menor compresibilidad, alcanzando presiones
superficiales alrededor de los 35mN/m, en areas apenas menores en las que se presento
el colapso de la monocapa en equilibrio. Existen ligeros cambios de pendiente en las
isotermas de compresion rapida, que corresponden con el &rea de colapso de la isoterma
de compresion cuasi-estatica.

La figura 50 presenta imagenes de las monocapas de surfactante pulmonar humano sin
proteinas bajo compresiones de equilibrio termodinamico. A 25°C y 33°C, las imagenes
presentan dominios en extremo brillantes, los cuales aumentan en nimero e intensidad
conforme aumenta la tensién superficial. A partir de las imagenes no es posible
identificar el colapso de la monocapa, debido en ellas no existe la diferencia que marca
la isoterma.

Se observo la presencia de material parcialmente soluble en la composicion de muestra
de humano sin proteina, debido a que al final de cada una de las compresiones, se
identifico material surfactante del otro lado de las barreras de compresion. Este
comportamiento corresponde al presentado por monocapas de Gibbs.
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Figura 49. Isotermas de monocapas de Langmuir de SP Humano sin proteina. A) Realizadas
con una rapidez de compresién de 10cm?min., a diferentes temperaturas; (e) 25°C, () 33°Cy
(A) 37°C. Imégenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco
verde corresponden a la isoterma a 33°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de
compresion; (o) 10cm¥min., () 45cm%min.y (A ) 90cm?/min.
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Figura 50. Imé&genes de BAM de monocapas de SP humano sin proteina. Los nimeros dentro
de las imégenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tomé la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracion de isoterma.
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iii. Surfactante pulmonar de conejo

La figura 51A muestra isotermas de surfactante pulmonar de conejo realizadas a
diferentes temperaturas en condiciones de compresion cuasi-estatica. Se observan
ligeros cambios con la temperatura. Existen pequefias modificaciones en pendiente en
aproximadamente 20mN/m para todas las temperaturas. Debido a que las imagenes de
BAM de la monocapa a cualquier temperatura y a cualquier presién muestran iméagenes
completamente lisas, no fue posible determinar si estos ligeros cambios de pendiente
estan relacionados con el colapso de la monocapa.

La figura 51B muestra el efecto de comprimir de manera répida una monocapa de
surfactante pulmonar de conejo a 37°C. Las compresiones fuera de equilibrio resultaron
bastante parecidas a las compresiones de equilibrio. Las isotermas de compresién rapida
reproducen de manera bastante fiel los cambios de pendiente propios de la isoterma en
equilibrio.

Se observo la presencia de material parcialmente soluble en la composicion de muestra
de conejo, debido a que al final de cada una de las compresiones se logro identificar,
material surfactante del otro lado de las barreras de compresion. Este comportamiento
corresponde al presentado por monocapas de Gibbs.

La figura 52 muestra iméagenes obtenidas de las monocapas hechas de surfactante
pulmonar de conejo bajo compresiones de equilibrio termodinamico. Las imagenes de
BAM son poco contrastadas, debido a la ausencia de dominios en todas las presiones y
temperaturas evaluadas.
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Figura 51. Isotermas de monocapas de Langmuir de SP de conejo. A) Realizadas con una
rapidez de compresién de 10cm?/min., a diferentes temperaturas; (e) 25°C, (e) 33°C y (A)
37°C. Imagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imagenes con marco
verde corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de
compresion; (o) 10cm¥min., () 45cm%min.y (A ) 90cm?/min.

72



~~

]
O
~—

QS 0T 3O H

Surfactante Pulmonar
de Conejo Presién superficial (mN/m)

25

w
w

w
~
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imagenes indican la presion superficial en mN/m a la cual se tom6 la imagen. (*)imagen
utilizada en ilustracion de isoterma.
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iv. Surfactante pulmonar de conejo sin proteinas

La figura 53A presenta isotermas de surfactante pulmonar de conejo sin proteinas
realizadas a diferentes temperaturas en condiciones de compresion cuasi-estatica. Se
observan ligeros cambios con la temperatura. La isoterma a 33°C colapsa a en
20A%/molécula. La isoterma a 37°C presenta el cambio de pendiente en un area por
molécula muy parecida al area de colapso a 33°C. Por su parte, la isoterma a 25°C no
muestra ningun indicio de colapso. Las iméagenes de BAM obtenidas de las monocapas
de este surfactante muestra la existencia de dominios en fase condensada, muy brillantes
que aumentan su intensidad y densidad en la imagen, a medida que aumenta la presion
superficial.

La figura 53B muestra el efecto de comprimir de manera rapida una monocapa de
surfactante pulmonar humano a 37°C. Las compresiones fuera de equilibrio presentaron
una menor compresibilidad, alcanzando presiones superficiales considerablemente
superiores a la alcanzada en por la isoterma en equilibrio. Resulta interesante que el
cambio de pendiente en las isotermas fuera de equilibrio a 37°C, corresponda en éarea
con el colapso de las isotermas en equilibrio a 25°C y 35°C.

La figura 54 es el resumen de las imégenes obtenidas de las monocapas de surfactante
pulmonar de conejo sin proteinas bajo compresiones de equilibrio termodindmico. En
todas temperaturas evaluadas las imagenes de BAM, presentan dominios muy brillantes,
los cuales aumentan en nimero e intensidad conforme aumenta la presién superficial.
Estos dominios parecen organizarse en cimulos mas grandes conforme se realiza la
compresion. A partir de las imagenes no es posible identificar el colapso de la
monocapa, debido en ellas no existe la diferencia que marca la isoterma.

Se observo la presencia de material parcialmente soluble en la composicion del
surfactante pulmonar humano sin proteinas debido a que al final de cada una de las
compresiones de las monocapas se logré identificar material surfactante del otro lado de
las barreras de compresion. Este comportamiento corresponde al presentado por
monocapas de Gibbs.
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Figura 53. Isotermas de monocapas de Langmuir de SP de conejo sin proteina. A) Realizadas
con una rapidez de compresién de 10cm?/min., a diferentes temperaturas; () 25°C, (o) 33°Cy
(A) 37°C. Imagenes con marco negro corresponden a la isoterma a 25°C. Imégenes con marco
verde corresponden a la isoterma a 37°C. B) Realizadas a 37°C a diferentes velocidades de
compresion; (o) 10cm?min., () 45cm%min.y (A ) 90cm?/min.
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3.6 Discusion surfactantes pulmonares naturales

Las imagenes muestran la presencia de dominios extremadamente brillantes en los
surfactantes pulmonares a los cuales les fue retirada la proteina. Estos dominios
brillantes tienden, en ambos casos, a formar conglomerados con el aumento en la
temperatura. Posiblemente, la presencia de las proteinas en la mezcla tensoactiva, inhibe
la formacion de tales dominios. Sin embargo, la presencia de estos dominios, debe
involucrar a una o varias moléculas diferentes a las consideradas para la composicion de
nuestras mezclas sintéticas, que se evaluaron en este trabajo. Lo anterior, debido a que
en nuestras mezclas, la ausencia de proteinas no produjo la formacion de tales dominios
brillantes.

Los surfactantes naturales con proteina y sin proteina modifican su comportamiento
ante las compresiones fuera de equilibrio (90cm?/min), aunque esta modificacién no es
tan importante, como las observadas en las demas mezclas evaluadas en este trabajo.

El cambio en la temperatura afecta muy poco a las monocapas de surfactantes naturales,
excepto para el caso a 37°C del surfactante pulmonar de humano, que mostré dominios
inusuales a los observados a lo largo de todo este trabajo. Sin embargo, ante ninguna de
las circunstancias lograron alcanzar valores de presion superficial cercanos a los
72mN/m.

Estos resultados no coinciden con los resultados de reportados para surfactante
pulmonar de humano adulto (recordando que este trabajo se utiliza surfactante pulmonar
de humano neonato) [37]. No existen estudios de monocapas de Langmuir de
surfactante pulmonar conejo pero si cabra [32], aunque de igual manera los resultados
no corresponden. En la literatura se reporta la existencia de una meseta cercana a los
50mN/m. Una hipdtesis que pudiera explicar la falta de relacion con la literatura es que,
nuestras muestran eran poco concentradas, y que se debié de haber compreso mucho
mas la monocapa para observar dicha meseta.

En conclusion:
1. Las muestras de surfactantes pulmonares naturales mostraron evidencias de
contener material soluble en la subfase. Lo cual hace posible la formacién de

monocapas de Gibbs.

2. La ausencia de proteinas esta relacionada con la presencia de dominios en las
monocapas de los surfactantes pulmonares naturales.

3. El comportamiento superficial de las muestras mostré poca dependencia de la

velocidad de deformacién de la monocapa (en comparacion con lo observado en
las otras muestras del estudio).
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3.7 Comparacion entre muestras

En la figura 55 se muestran curvas isotérmicas de las 11 muestras evaluadas en este
estudio a 37°C en compresion cuasi-estatica. Para logar realizar la comparacion entre las
11 muestras, se normalizé la compresion de las monocapas. El valor de area utilizado
para la normalizacion, fue el area por molécula en la cual cada una de las isotermas
presentaba una presion superficial de 0.5mN/m. De esta manera el eje de las abscisas se
interpreta como un porcentaje de la reduccion del area por molécula.

Todos los colapsos ocurren entre el 45 y 60% de la compresion. La cota inferior
correspondiente a los colapsos de los SP naturales sin proteina, mientras que la cota
superior corresponde a Curosurf. Por otro lado, las presiones superficiales de colapso
I1;, se encuentran entre 15 y 28mN/m. Desde esta perspectiva, Curosurf muestra un
buen comportamiento, debido a que la presién superficial incrementa mas rapido su
valor ante la reduccion del area. Bajo este mismo criterio, el SP humano sin proteina y
el SP de conejo sin proteina son los peores. Resulta preocupante el pensar que en estos
intervalos (13mN/m en presion superficial y 15% de compresién), debe de existir
diferencias de caracter vital.

En la figura 56 se muestran una grafica de la presiones de colapso de las 11 muestras
con respecto de la temperatura. Los resultados muestran que, aunque a bajas
temperaturas algunas muestras logran alcanzar altos valores de presion superficial, a
temperaturas de relevancia fisiologica todos son bastante similares al colapsar a bajas
presiones superficiales. Resulta interesante que Survanta es mas afectado por la
temperatura cuando las proteinas estan ausentes. Se observa que en la mezcla 2, la
presencia de colesterol, afecta considerablemente la habilidad de la mezcla de lipidos
para alcanzar altas tensiones superficiales durante la compresion.

La figura 57 muestra una tabla donde se comparan los valores la presién superficial de
colapso de las diferentes monocapas, en condiciones de compresion cuasi-estatica y no
cuasi-estatica. A 37°C en condiciones de equilibrio, no existe gran diferencia en las
presiones superficiales de colapso (ITc) entre los diferentes surfactantes, teniendo
ademas valores muy por debajo de lo esperado (segun el requerimiento fisiolégico de
alcanzara valores de 72mN/m). Cuando la compresién se realiza a 90cm?min, la Ilc en
algunos casos incrementan su valor considerablemente. Se debe hacer hincapié en que
exceptuando los SP naturales (humano neonato y conejo) el valor de Tl esta alrededor
de los 48mN/m, presentando una meseta en ciertos casos. Los SP naturales con proteina
son los que presentan menores respuestas a la compresion rapida.
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Figura 55. Grafica comparativa. Isotermas de las 11 muestras realizadas en condiciones de

equilibrio a 37°C. (e) Mezcla 1, (e) Mezcla 2, (A) Mezcla 3, () Survanta, (m) Survanta sin

proteina, (m) Curosurf, (¢) Curosurf sin proteina, (¢) Humano, (A) Humano sin proteina, (V)
Conejo y (®) conejo sin proteina.
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Figura 56. Presion superficial de colapso en condiciones de equilibrio (10cm?min). Aunque a
25°C algunos de las muestras evaludas alcanzan altas presiones de colapso, a 37°C ninguna de
las monocapas logra reducir la tension superficial a valores cercanos a los 72mN/m.
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Figura 57. La tabla muestra las presiones superficiales promedio de colapso alcanzado
por las diferentes muestras en condiciones de equilibrio 10 cm?min. y en condiciones
fuera de equilibrio 90 cm?min. a 37°C de temperatura. También se muestra el
incremento porcentual de los valores de colapso debido al aumento de la rapidez de
compresion. Notacién: TIc=presion superficial de colapso, (sin)=sin proteina,
HN=Humano Neonato, C=Conejo, S=Survanta, Cu=Curosurf, M1=Mezcla 1,
M2=Mezcla 2 y M3=Mezcla 3.

3.8 Discusién General

El modelo clésico del mecanismo de accion del surfactante pulmonar, dicta que éste
después de ser excretado por los neumocitos tipo 11, se adsorbe a la interfase aire/agua
para reducir la tension superficial, de 72mN/m a 30mN/m. Cuando el alvéolo reduce su
area durante la exhalacion, la monocapa de surfactante se comprime, reduciendo la
tension superficial hasta llegar a valores cercanos a OmN/m [14]. EI modelo supone que
en esta compresion ocurre un proceso de expulsion selectiva (squeeze-out) de los
componentes del surfactante distintos al DPPC. La aparicion de estructuras 3-dim
(vesiculas asociadas con la interfase, o pliegues de la monocapa coexistiendo con capas
planas) durante la compresién, ha sido interpretado como el surgimiento de dep6sitos
moleculares, en donde las proteinas surfactantes tiene un papel principal, al servir como
enlace entre éstas estructuras y la monocapa de la interfase [1, 3, 19].

Los 30mN/m en tension superficial (que indica el modelo clésico) corresponden a
valores alrededor de I1= 45mN/m en presion superficial. Este valor es encontrado en
este estudio cuando la compresion se realiza a altas velocidades (Figura 55), ademas de
encontrarse frecuentemente en la literatura [1, 2, 3, 4, 19, 32, 33, 35, 36, 37, 38]. En
nuestro caso la presion superficial de IT= 45mN/m se alcanza cuando la monocapa ya ha
colapsado. EIl colapso de la monocapa impone una complicacion, debido a que las
estructuras colapsadas son usualmente mecanicamente inestables, y en consecuencia no
pueden resistir un posterior incremento en la presion [4]. Sin embargo, algunos de
nuestros resultados muestran que es posible que la presion lateral aumente si la
compresion continla después de que el colapso ha sido alcanzado. Ejemplo de ello se
observa en la figura 47, correspondiente a isotermas de SP de humano. Esta
peculiaridad también se cumple para muestras sin proteinas (ver figura 49
correspondiente a isotermas de SP de humano sin proteina). Por lo tanto, no es posible
sefialar a las proteinas como responsables de la estabilidad de la monocapa colapsada.
Segun lo observado en este trabajo, las proteinas son responsables de evitar la
formacién de dominios de fase condensada, excepto para monocapas de surfactante
pulmonar humano a 37°C. Esta propuesta de la funcién de las proteinas no ha sido
reportada.

80



El modelo clésico indica que la meseta en IT=~45mN/m es el lugar donde ocurre
exclusion selectiva de los componentes que no logran formar fases condensadas. En
nuestras mezclas 1y 3, en el SP humano y en Survanta a 37°C, las imagenes de BAM
muestran una monocapa con un gran porcentaje de fase condensada, al momento del
colapso. Esta observacion también es hecha por Alonso [19], en monocapas de Survanta
a 25°C en compresion fuera de equilibrio. Sin embargo, Curosurf en ninglin momento
presenté dominios de fase condensada. Por tanto, no es posible afirmar que las fases
condensadas, que justifican el modelo del squezee-out, tengan primordial importancia
en el mecanismo fisiolégico del SP. Ademas, la exclusion selectiva (6 colapso
selectivo) de los componentes de la mezcla surfactante a presiones laterales superiores a
IT = 45mN/m es poco probable, debido a que se han reportado evidencias de que las
fases condensadas no estan compuestas Unicamente por DPPC [4, 19, 31, 33].

En las figuras 26A, 29A, 32A, 35A, 41A, 47A y 49A, se observan los casos evidentes
del efecto de la temperatura sobre el comportamiento superficial de la monocapa. De
manera general, el aumento de la temperatura produce un descenso presion de colapso y
un aumento en la compresibilidad. Alonso [19] reporta que no hay diferencias
substanciales en monocapas de Survanta en el intervalo de 25°C a 37°C, en
compresiones fuera de equilibrio. Lo observado en este trabajo indica que en algunos
casos, la respuesta superficial de la monocapa a 25°C en compresion cuasi-estatica es
similar a la respuesta de la compresion fuera de equilibrio a 37°C. Lo Anterior pudiera
explicar por que Alonso [19] no reporta dependencia de la temperatura, dado que ese
trabajo las compresiones son fuera de equilibrio.

Dadas las caracteristicas de una respiracion pasiva, los cambios en el area alveolar son
de aproximadamente un 6% [7, 39, 40]. De acuerdo a esto, el modelo clasico del
surfactante pulmonar indicaria que la presion lateral, debe pasar de IT = 45mN/m a IT =
65mN/m al reducir el area por molécula en tan solo un 6%. Lo anterior implica una
compresibilidad de k= 2.4x10° m/mN. Si consideramos que las compresibilidades més
bajas observadas en este estudio fueron de k=~ 6x10® m/mN (correspondientes a las
mezclas sintéticas 1y 3, bajo condiciones de compresién en equilibrio (10cm?%min) a
25°C y compresion fuera de equilibrio (90cm?/min)), podemos decir que la condicién
impuesta por la reduccion de la superficie alveolar en una respiracion pasiva, es dificil
de lograr. Aunque las compresibilidades antes mencionadas son del mismo orden de
magnitud, entre estas aun existe un factor de 2 de diferencia. Para todos los demas casos
las compresibilidades fueron por lo menos un orden de magnitud mas grande.

La presencia de colesterol afectd considerablemente el comportamiento superficial de la
mezcla sintética nimero 2. En consecuencia, el colesterol podria ser un componente no
deseado en la formulacién de surfactantes pulmonares con fines terapéuticos. Lo
anterior pudiera explicar las pequefias cantidades de colesterol que son reportadas en las
composiciones de Survanta y Curosurf, 15x10° y 0.8x10” de porcentaje molar,
respectivamente [27]. Por otro lado, la presencia de plasmaldgeno en tan pequefias
cantidades no parecio afectar considerablemente la respuesta superficial de la mezcla.
La presencia de plasmalogeno en el surfactante pulmonar es frecuentemente reportada
como despreciable [3, 8, 9].

La ausencia de proteinas produjo la formacion de dominios extremadamente brillantes

en las monocapas de Survanta, Curosurf y de las muestras de surfactante pulmonar
natural, pero estos dominios brillantes no aparecieron en monocapas de nuestras
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mezclas sintéticas, donde tampoco habia proteina. Podria ser que la composicion de los
surfactantes pulmonares terapéuticos y naturales, es demasiado compleja en relacion a
nuestra mezclas modelos (lo cual es muy probable), por que éstas no pueden reproducir
el efecto causado por la ausencia de proteina. Sin embargo, estos dominios de gran
intensidad luminosa no han sido reportados anteriormente.

Los surfactantes terapéuticos naturales y surfactantes naturales mostraron evidencias de
contener componentes solubles, lo que implica que las monocapas de estos surfactantes
pulmonares corresponden a monocapas de Gibbs. Es necesario mencionar que en una
monocapa de Gibbs, la compresion isotérmica de la monocapa con el objetivo de
determinar la tension superficial carece de sentido; pues recordemos que para que la
ecuacion 1 sea valida es necesario que el numero de moléculas en la interfase se
mantenga constante. Una manera de estudiar las monocapas de Gibbs de un tensoactivo
no ionico considerandolo en disolucion ideal es utilizar la relacion

I=-(@ylower=-(@loInC)pr RT)*  (13)

Donde p es el potencial quimico; y es la tension superficial; R es la constante de los
gases; T es la temperatura absoluta; C es la concentracion del tensoactivo en disolucién
y T es la concentracion superficial de exceso, que es el inverso del area por molécula.
La ecuacion 13 se conoce como relacion Gibbs [41], e indica que la disminucion en la
tension superficial esta relacionada con la adsorcion de moléculas a la interfase I, tal
proceso de adsorcion es gobernado por el potencial quimico. La intension de dar esta
breve descripcion de las monocapas de Gibbs es la hacer notar de estas no pueden ser
estudiadas por los mismos métodos que las monocapas de Langmuir.

En algunas monocapas la presion superficial de colapso mostré dependencia con la
velocidad de compresion (ver figura 57). Este comportamiento es caracteristico de un
material viscoelastico. Si se realiza una deformacién (cambio de area de la monocapa)
senosoidal con frecuencia o sobre una monocapa de Langmuir, el cambio relativo del
area de la monocapa producira un cambio en la presion superficial también oscilatorio
con la misma frecuencia pero con diferente fase, respecto a la deformacion. Tal
fendmeno esté relacionado con el modulo de elasticidad complejo por

F(0)=A(dIT/dA) (15)
E(0)= E’(w)+i E”"(w) (16)

donde E’(w) es el modulo eléstico, que representa la energia almacenada y restaurada
en cada ciclo de deformacion. E’’(w) es el modulo viscoso, o0 modulo de perdida,
representando la energia perdida por friccion viscosa en cada ciclo[42]. En nuestro caso,
la deformacion de la monocapa a diferentes velocidades de compresion puede
compararse, por medio de descomposicion en series Fourier, a las deformaciones
senoidales antes mencionadas. Los incrementos de presion lateral observados con el
incremento en la velocidad de compresién, inducen a pensar que los surfactantes
pulmonares tienen un comportamiento viscoelastico.
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Capitulo 4

CONCLUSIONES

La realizacion este trabajo nos ha permitido comprender mejor la magnitud del
problema que representa la explicacion del mecanismo de funcionamiento del
surfactante pulmonar. Sin duda, después de 50 afios de estudio y sin tener certeza de
control del Sindrome de Deficiencia Respiratoria Neonatal (SDRN), la investigacion del
mecanismo de accion del surfactante pulmonar sigue vigente.

En el presenta trabajo, a pesar de vernos superados por la magnitud del problema,
podemos enunciar las siguientes conclusiones, que ayudaran a definir el camino de
futuras investigaciones:

e La influencia de temperatura sobre el comportamiento de la monocapa fue
evidente, contrario a lo establecido por algunos autores, quienes mencionan tal
dependencia como despreciable.

e Se logrd establecer que el colesterol afecta la respuesta superficial del
surfactante pulmonar, por lo que quizé este no deberia de ser considerado en la
formulacion de surfactantes pulmonares terapéuticos.

e La presencia de plasmalégeno en las mezclas tensoactivas, no modifico
considerablemente el comportamiento general presentado por éstas.
Probablemente debido a que su porcentaje molar en la composicion es muy bajo.

e La ausencia de proteinas mostro su efecto en la formacion de dominios, de fase
condensada, extremadamente brillantes, pero sin mostrar diferencias sustanciales
en la reduccién de la tension superficial, con respecto de los casos donde las
proteinas estaban presentes.

e Se logr6 observar un comportamiento viscoelastico, el cual pudiera tener
implicaciones muy grandes en el funcionamiento del surfactante pulmonar in
vivo. Sin embargo, en los surfactantes pulmonares naturales el efecto
viscoelastico fue de mucha menor magnitud.

e Los posibles cambios estructurales de la monocapa durante los ciclos de
compresion expansion no fueron particularmente importantes (las histéresis no
fueron muy pronunciadas). Esta situacion podria cambiar considerablemente
debido al efecto viscoelastico, es decir aumentando la rapidez con la que se
realizan los ciclos.

e La presencia de materiales solubles en las muestras de Survanta, Curosurf y las
muestras de surfactante pulmonar natural, tuvo como consecuencia que las
monocapas fueran de Gibbs y no de Langmuir. Esto impone la necesidad de
buscar nuevas maneras de estudiar los surfactanes pulmonares.
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Estas conclusiones nos conducen a nuevas preguntas, las cuales es necesario responder
con fines de continuar la investigacion de este tema.

e ;La formacion de dominios brillantes es consecuencia directa de la ausencia de
proteina?, ¢Por qué nadie ha reportado este comportamiento tan peculiar?

e ;Qué tan rapido se comprime una monocapa en la pared alveolar in-vivo?, ;Qué
tan importante puede resultar el comportamiento viscoelastico observado,
cuando los cambios en el de area alveolar para una respiracion tranquila son
aproximadamente de 7.2x10°mm?®?, ¢Es continua la monocapa dentro del
pulmoén?

e Debido a las evidencias de la formacién de monocapas de Gibbs, ¢Cuél es la
concentracion del surfactante que forma la monocapa en el pulmon?

e ;Por qué las imagenes de BAM no mostraron evidencia de colapso en la
monocapa?
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