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Valoracion del dano cerebral tras la administracion de surfactante

Brain damage assesment after surfactant administration
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Resumen

Objetivo: La terapia de reemplazo de surfactante se asocia frecuentemente a fluctuaciones del flujo sanguineo ce-
rebral (FSC). Presentamos la administracion de surfactante nebulizado para evitar las fluctuaciones del FSC.
Métodos: El estudio se llevo a cabo en muestras cerebrales (congeladas y fijadas) de corderos prematuros que re-
cibieron surfactante instilado (SFinstil, administracion cldsica) o surfactante nebulizado (SFneb). Se analizaron el
FSC regional, la actividad de las enzimas antioxidantes, el Factor de Necrosis Tumoral (TNFa) y el nimero de cé-
lulas apoptéticas (TUNEL). También se realiz6 una valoracién semi-cuantitativa del dafio cerebral por un andto-
mo-patdlogo. Se analizaron zonas corticales (corteza frontal y occipital), zonas internas (talamo, estriado e hipo-
campo), el cerebelo y el bulbo cefalorraquideo.

Resultados: La administracion de surfactante nebulizado produjo una respuesta hemodinamica cerebral diferente
a la instilacion intratraqueal, especialmente en las zonas internas donde a los cinco minutos el FSC registrado re-
sultd ser significativamente superior en el grupo SFinstil. No se registraron diferencias significativas en la activi-
dad de las enzimas antioxidantes. El porcentaje de células positivas para TNFa y el nimero de células TUNEL
positivas en las zonas internas fue significativamente superior en el grupo SFinstil (p<0.05). La valoracién histolé-
gica determind un mayor grado de necrosis neuronal (p<0.05) en el tdlamo en el grupo SFinstil.

Conclusion: La administracion de surfactante en forma de aerosol deberia tenerse en cuenta como una alternativa
menos agresiva a la instilacion intratraqueal.
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Abstract

Objective: Surfactant replacement therapy has been associated with cerebral blood flow (CBF) fluctuations. We pro-
pose the administration of aerosolized surfactant to prevent those fluctuations.

Methods: Brain samples (frozen and paraffin-fixed) of preterm lambs received instilled surfactant (SFinstil, common
administration) or aerosolized surfactant (SFneb). Regional CBE, the activity of antioxidant enzymes, the number of
TNFa positive cells and the number of apoptotic cells (TUNEL) were determined. In addition, a semi-quantitative his-
tological evaluation was performed by an expert pathologist. Cortical zones (frontal and occipital), inner zones (tha-
lamus, striatum and hippocampus), cerebellum and the brain stem were analyzed.

Results: Surfactant delivered as an aerosol produced a different cerebral hemodynamic response than surfactant insti-
llation, especially towards the inner zones, where already five minutes after the start of the therapy the regional CBF
was significantly higher in the SFinstil group. There were no differences between groups in the activity of antioxidant
enzymes. The percentage of TNFa. positive cells and the number of TUNEL positive cells in the inner zones was signi-
ficantly higher in the SFinstil group. The histological score also showed a significantly higher necrosis in the SFinstil
group compared to the SFneb group.

Conclusion: Surfactant delivered as an aerosol should be considered as a less harmful method of surfactant adminis-
tration.
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I Introduccion

El surfactante pulmonar es una sustancia compuesta por
lipidos y proteinas que recubre la superficie alveolar. En
condiciones normales acttia sobre la interfaz aire-agua que
se genera en los alveolos, ya que, por sus propiedades ten-
soactivas, reduce la tension superficial al final de la espira-
cion evitando el colapso pulmonar. En el humano su sinte-
sis comienza en el dltimo tercio de la gestacion vy, por lo
tanto, la mayoria de los bebés prematuros, especialmente
los de menor edad gestacional (menos de 30 semanas), no
disponen de un reservorio de surfactante necesario para
respirar por si mismos y, en un buen nimero de ellos, se
diagnostica el sindrome de distrés respiratorio (SDR).

A los bebés con el SDR establecido o con sospecha de
desarrollarlo se les aplica, mediante instilacion intratra-
queal, surfactante natural exogeno, es decir, surfactante
natural extraido de otros mamiferos a través del tubo en-
dotraqueal. Esta terapia revolucion6 el manejo clinico del
SDR [1] dotando a los neonat6logos de una herramienta
esencial para tratar esta patologia. Sin embargo, desde su
aprobacién para uso clinico, la terapia de reemplazo de
surfactante permanece, ain hoy, como un drea de investi-
gacion muy activa.

Si bien es cierto que los ensayos clinicos demuestran que
el surfactante ex6geno mejora el intercambio gaseoso (O, y
CO,), disminuye la incidencia de neumotdrax y reduce la
mortalidad [2], también deben tenerse en consideracion al-
gunos de los aspectos negativos. En primer lugar, para la
administracion de surfactante es preceptiva la entubacién
del bebé, que en si misma es una maniobra compleja que
cada vez tiende mds a evitarse en la medida de lo posible.
Ademas, para lograr una mejor distribucion vy, por lo tanto,
una mayor respuesta terapéutica, la dosis completa de sur-
factante (200 mg/Kg) debe instilarse de forma rapida, en
menos de un minuto [3], y se han descrito episodios transi-
torios de hipoxia, desaturacion e hipercapnia [4][5] debi-
dos a la obstruccion del tubo endotraqueal o de las vias aé-
reas superiores inmediatamente tras la instilacion. Ademas,
derivados de estos efectos se han visto casos de hipoten-
sion, anormalidades en el electroencefalograma y fluctua-
ciones del flujo sanguineo cerebral (FSC) [4] que deben te-
nerse muy en cuenta debido a que la frigil vasculatura de
los bebés prematuros los predispone a sufrir dafo cerebral,
dejando, en muchas ocasiones, secuelas permanentes [6].

En un intento por reducir los efectos deletéreos de la tera-
pia con surfactante, se han realizado diferentes iniciativas
para administrar el surfactante de una forma mads gradual.
No obstante, tanto la infusion lenta y controlada por bom-
ba [7], como la instilacion de surfactante en dosis fraccio-

nadas [8] han fracasado como alternativas. El surfactante
nebulizado es una forma de administracion prometedora
para el tratamiento del SDR [9] y podria evitar tanto la en-
tubacion de los bebés como la obstruccion de las vias aéreas
y, por consiguiente, las fluctuaciones del FSC. Partiendo de
muestras cerebrales de corderos prematuros, obtenidas en
un estudio previo, hemos disenado el presente experimento
para evaluar el dafo cerebral tras la administracion de sur-
factante tanto de forma tradicional (instilado) como de for-
ma nebulizada.

I Material y métodos

Las muestras cerebrales utilizadas en este estudio derivan
de experimentos in vivo llevados a cabo en corderos prema-
turos en la Unidad de Investigacion del Hospital Universita-
rio de Cruces en el periodo comprendido entre 2007 y
2010. Los experimentos llevados a cabo en animales cum-
plieron estrictamente la legislacion vigente en lo que respec-
ta a la investigacion con animales (RD1201/2005).

Los corderos prematuros fueron extraidos mediante ce-
sarea y trasladados a la unidad neonatal experimental,
donde después de la resucitacion cardiopulmonar fueron
aleatoriamente incluidos en uno de los dos grupos de estu-
dio [10]. Al igual que en los experimentos in vivo, las
muestras obtenidas y analizadas en este estudio estdn divi-
didas en dos grupos. Por un lado, el grupo de muestras SF
instilado (SF instil) (n=7), compuesto por muestras de ce-
rebro de corderos prematuros congeladas y fijadas que re-
cibieron como tratamiento surfactante de forma cldsica, es
decir, instilacion endotraqueal. Y por otro, el grupo com-
puesto por muestras SF nebulizadas (SF neb) (n=7) con
muestras de cerebro de corderos prematuros congeladas y
fijadas que recibieron como tratamiento SF intratraqueal
nebulizado [11].

Utilizamos muestras congeladas a -80°C para la determi-
nacion de estrés oxidativo e inflamacion, muestras fijadas
en formol para la determinacion del FSC regional (FSCr) y
muestras fijadas en bloques de parafina para la valoracién
anatomico-patoldgica y la determinacion de la muerte celu-
lar (TUNEL). Se analizaron diferentes zonas corticales (cor-
teza frontal y occipital), zonas internas (talamo, estriado e
hipocampo), cerebelo y bulbo céfalo-raquideo.

Determinacion del FSCr mediante la técnica de las
microesferas coloreadas

Para la determinacion del FSCr se emplearon microesfe-
ras de 15 wm de didmetro de poliestireno coloreadas (Dye
Track ®, Triton Tech. Inc, San Diego, EEUU) [12][13], que
fueron inyectadas en cuatro tiempos diferentes a través de
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la arteria subclavia, cinco minutos después del inicio de la
terapia, instilacién o nebulizacién, y tras una hora, tres ho-
ras y seis horas después del inicio de la terapia. La infusion
de 1 mL de microesferas (3x10° microesferas inyectadas) se
realiz durante aproximadamente 60 segundos. De forma
simultanea se realiz6 la medicion del flujo de la arteria ca-
rotida (flujo de referencia). Debido a su tamafio (15 um),
las microesferas quedaron atrapadas en la microvasculatu-
ra cerebral. Este hecho permite recuperarlas post mortem,
pudiendo asi determinar el FSCr en los diferentes tiempos
de inyeccion. Para ello, cada pieza fue pesada y disgregada
con KOH 4M. Las microesferas presentes en la muestra
disgregada fueron recuperadas usando filtros de 10 pm de
poro mediante filtracion por vacio. La determinacion de la
concentracion de cada uno de los cuatro tipos de microesfe-
ras coloreadas introducidos en los diferentes intervalos se re-
aliz6 mediante espectrofotometria (Hewlett-Packard, CA,
EEUU) a cuatro longitudes de onda (Ay,n0= 370 nm,
A 448 nm, A,y,= 530 nm, A= 672 nm). Segtn la ley
de Lambert-Beer, el valor de la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de microesferas presentes
en cada muestra. Conociendo el nimero de microesferas re-
cibidas por todo el cerebro (suma de las microesferas en to-
das las regiones), se calculo el porcentaje recibido por cada
una de las regiones:

% recibido = nimero microesferas region x 100 / nimero
microesferas totales en cerebro

Finalmente, para la determinacion del flujo recibido en
cada una de las regiones, se tiene en consideracion el flujo
de referencia, que fue tomado en el momento exacto de la
inyeccion de las microesferas y el peso de cada region a es-
tudiar:

FSCr (mL-100g"-min) = % recibido x Q’car (mL-min™) /
peso (g)

amarillo= azul=

Determinacion de TNF-a mediante citometria de flujo

Partiendo de tejido cerebral congelado, las muestras fue-
ron sometidas a una descongelacion gradual con el fin de
preservar la integridad celular. Los tejidos fueron sometidos
a dos ciclos de incubacién con tripsina, seguidos por una
disgregacion mecanica suave con pipetas Pasteur prepara-
das para ello. Posteriormente, se efectud la centrifugacion a
1.500 g durante 10 minutos, a 4°C, de la que se descart6 el
sobrenadante. Los pellets celulares fueron re-suspendidos
en alcohol frio al 60% para su posterior analisis.

Para el inmunoensayo se tomaron 300 pl del disgregado
celular de cada region. Tras lavarlo con PBS y permeabili-
zarlo con PBS-triton, la suspension celular se incubé duran-
te la noche con anti-TNFa especifico ovino a una diluciéon

1720 (AbD serotec, MorphoSys, EEUU). El revelado se lle-
v6 a cabo incubando la suspension celular durante una ho-
ra con un anticuerpo secundario fluorescente recomendado
por el fabricante del anticuerpo primario en una diluciéon
de 1/200 (Alexa Fluor, AbD serotec MorphoSys, EEUU).
En total fueron analizadas 10.000 células de cada region

cerebral con el citometro de flujo (Cytomics FC 5000
MCL, Beckman Coulter, EEUU).

Valoracion del estrés oxidativo cerebral a través de la
actividad de las enzimas antioxidantes

Para determinar la actividad de las enzimas antioxidan-
tes se realizo una homogenizacion agresiva (ruptura celu-
lar completa) del tejido cerebral en solucion de buffer fos-
fato. Tras la homogenizacion, se centrifugaron las
muestras a 15.000 g, durante 10 min en frio, y se recogie-
ron los sobrenadantes para su andlisis. La actividad de la
catalasa se midi6é determinando la descomposicion de
H,0, con el espectrofotometro a 240 nm, teniendo en
cuenta que se define como unidad de enzima (U) de catala-
sa a la cantidad de enzima que reacciona con 1 pmol de
H,0,/min. Para ello, se realiz6 un ensayo en el que a 3 ml
de tampodn fosfato (con H,0, al 30% v/w) se le anadieron
50 pL de la muestra problema (sobrenadante). Posterior-
mente, se midié durante dos minutos el incremento de la
densidad éptica a 240 nm. De la misma forma, se llevaron
a cabo ensayos de la actividad de la glutation peroxidasa
(GPx) midiendo la reduccion de H,0, a H,O por la GPx.
Una unidad (U) de GPx se define como la cantidad de
NADPH oxidado/min. Ademas, también se midio la activi-
dad de la superoxido dismutasa (SOD) mediante un kit co-
mercial (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, EEUU).
Una unidad (U) de SOD se define como la cantidad de en-
zima necesaria para conseguir la dismutacion del 50% del
radical superoxido.

Por ultimo, se determind el DNA en los sobrenadantes
mediante una técnica fluorimétrica basada en la intercala-
cion de un fluoroforo (Hoechst 33342) en la doble hebra
del DNA. Los resultados de las enzimas antioxidantes se
presentan como U/pg de DNA.

Estudio histologico

Las muestras, dividas en las siete regiones previamente
mencionadas, fueron deshidratadas, aclaradas e incluidas
en parafina de forma automatizada (Citadel, Thermo scien-
tific, MA, EEUU), y posteriormente se llevaron a cabo cor-
tes de 5 pm de grosor en el micrétomo (Thermo Fisher
Scientific, Walldorf, Alemania) sobre portaobjetos previa-
mente tratados con polilisina.

Trauma Fund MAPFRE (2012) Vol 23 n° 4:253-262

255



Marcado de células apoptoticas (TUNEL)

La valoracion de la apoptosis se llevd a cabo mediante un
kit comercial ApopTag (Intergene, NY, USA) por el método
de marcaje in situ del DNA fragmentado o técnica de TU-
NEL (TdT- mediated dUTP nick end labelling), que tiene
su fundamento en la deteccion de la rotura del DNA inter-
nucleosomal, tipica de la apoptosis. Las secciones de 5 pm
de parafina fueron desparafinadas en xilol, hidratadas me-
diante concentraciones decrecientes de alcohol etilico
(100%, 96%, 70%) y posteriormente pretratadas con 20
pg/mL de proteinasa K durante 30 minutos, a 37°C. La ac-
tividad de la peroxidasa end6gena fue bloqueada incuban-
do los bloques en H,0, al 3% durante 15 minutos. Des-
pués de lavar con PBS y buffer de equilibrio, las secciones
fueron incubadas con desoxi-transferasa terminal (TdT) a
37°C en camara himeda durante una hora. La reaccion fue
detenida mediante stop buffer durante 10 minutos. Des-
pués de varios lavados con PBS, la reacciéon fue revelada
con diaminobenzidina (DAB, 10 mg/mL). Finalmente, las
secciones fueron contratefidas con verde de metilo y deshi-
dratadas en etanol a concentraciones crecientes y citrosol,
antes de ser montadas con medio de montaje.

La presencia de células apoptdticas se determino teniendo
en cuenta, ademds de la positividad, las caracteristicas mor-
fologicas tipicas de la apoptosis. Se contaron todos los
campos consecutivos en el microscopio (Olympus BX50) y
el nimero total de células TUNEL positivas de cada espéci-
men. La cantidad de apoptosis se expresa como el nimero

de células TUNEL+/mm?.

Valoracion histologica del dafio cerebral

Secciones cerebrales de 5 pm de grosor montadas sobre
portaobjetos fueron sometidas a una tincién de rutina con
hematoxilina-eosina. Posteriormente, un patdlogo experto
no familiarizado con el disefio experimental valoré el dafio
cerebral observado en 20 campos a 20x utilizando los si-
guientes parametros: necrosis neuronal (presencia de mas
de cinco células necréticas por campo) 0-20, edema (vacuo-
lizacion del neuropilo) 0-3, inflamacién (manguitos peri-
vasculares inflamatorios) 0-3, hemorragia (microfocos he-
morragicos) 0-3 e infarto (presencia-ausencia) 0 o 1.

Analisis estadistico

En todas y cada una de las técnicas llevadas a cabo en el
presente estudio, los resultados obtenidos se han analizado
en primera instancia con las diferentes regiones cerebrales
agrupadas en zonas corticales (corteza frontal y occipital),
zonas internas (tdlamo, estriado e hipocampo) y cerebelo y
bulbo. Ademas, todas estas regiones se han analizado tam-

bién estadisticamente de forma individual. Todas las varia-
bles estdn representadas como la media + desviacion estan-
dar. La comparacion entre los grupos se realizé por medio
de un anilisis unifactorial de la varianza (ANOVA) con la
correccion de Bonferroni-Dunn.

I Resultados

Determinacion del FSCr

La administracion de surfactante en forma de aerosol
produjo una respuesta hemodinamica cerebral diferente a
la instilacion intratraqueal. Cinco minutos después de ini-
ciar la terapia con surfactante, e independientemente de la
region analizada, los animales tratados con surfactante ins-
tilado mostraban un mayor FSC que los tratados con SF ne-
bulizado (Figura 1). Aunque no se registraron diferencias
significativas en términos de FSC en las zonas corticales, si
se observaron diferencias significativas en el cerebelo y bul-
bo cefalorraquideo a los 180 y 360 minutos, y en las zonas
internas a los cinco minutos y a los 180 minutos. En todos
estos casos, el FSC registrado fue significativamente mayor
en el grupo de surfactante instilado.

En lo que a las zonas internas se refiere, la instilacion de
surfactante produjo un aumento significativo del FSC en el
tdlamo y en el hipocampo en comparacion con el grupo
tratado con surfactante nebulizado, incluso tan pronto co-
mo cinco minutos después de haber iniciado ambas tera-
pias. Ademads, también se hallaron diferencias significati-
vas en el tilamo a los 180 minutos y en el hipocampo a los
360 minutos.

Determinacion de TNF-a mediante citometria de flujo

En relacion a los datos de TNFa, éstos se presentan, por
un lado, como el porcentaje de células que han demostrado
positividad para el anticuerpo en el inmunoensayo, y por
otro, como la mediana de intensidad de fluorescencia. Para
valorar la intensidad de fluorescencia se ha optado por la
mediana de intensidad ya que presenta la ventaja de no es-
tar afectada por los valores de intensidad extremos, que
son frecuentes en citometria de flujo.

En lo que al namero de células positivas para TNFa. se
refiere, no se registraron diferencias significativas ni en las
zonas corticales, ni en el cerebelo-bulbo (Figura 2) entre
los grupos estudiados. Por el contrario, el numero de célu-
las positivas para TNFa registradas en el grupo tratado
con surfactante instilado resulté ser significativamente su-
perior a las observadas en los animales tratados con sur-
factante nebulizado. En conjunto, no se observaron dife-
rencias significativas en las zonas corticales, ni en las
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Fig. 2. A la izquierda, re-
presentacion del porcen-
taje de células positivas
para TNFa, y a la dere-
cha, representacion de la
mediana de la intensidad
de fluorescencia (unida-
des arbitrarias, u.a.) en
los grupos de surfactante
instilado (SF instil, barras
negras) y nebulizado (SF
neb, barras blancas). En
las representaciones grafi-
cas de la parte superior
estdn representadas las
zonas corticales (CX), las
zonas internas (INTERN)
y el cerebelo-bulbo cefa-
lorraquideo (CB+B). En
las representaciones grafi-
cas de la parte inferior es-
tdn representadas las zo-
nas internas: tilamo (T),
estriado (E) e hipocampo
(HC). Se muestran la me-
dia = desviacion estdndar.
* Vs. SF instil, p<0.03,
ANOVA.

Fig. 1. Evolucién del flujo sanguineo cere-
bral (FSC) tras la administracién de surfac-
tante de forma instilada (SF instil, barras
negras) o nebulizada (SF neb, barras blan-
cas) a los 5, 60, 180 y 360 min después de
haber iniciado la terapia con surfactante. A
la izquierda, la distribucién del FSC en las
zonas corticales (cortex), zonas internas y
cerebelo-bulbo cefalorraquideo. En el pa-
nel de la derecha se muestra desglosada la
distribucién del FSC en las zonas internas.
Se muestran la media = desviacion estan-
dar. * Vs. SF instil, p<0.05, ANOVA.
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Tabla 1. Actividad, en unidades por microgramo de DNA, de las enzimas antioxidantes

Region Grupo Catalasa GPx SOD
cerebral tratamiento (U / pg DNA) (U / pg DNA) (U / pg DNA)
CX. SF instil. 0,5 (0,24) 0,012 (0,0009) 5, 87 (2,58)
SF neb. 0,46 (0,21) 0,010 (0,0008) 4(1,9)
INTERN. SF instil. 0,72 (0,19) 0,012 (0,0070) 9,18 (3,29)
SF neb. 0,77 (0,28) 0,015 (0,0058) 7,61 (2,39)
CB + B. SF instil. 0,75 (0,46) 0,017 (0,004) 6,23 (1,82)
SF neb. 0,78 (0,60) 0,022 (0,008) 8,56 (3,04)

(Glutation Peroxidasa (GPx) y Superdxido Dismutasa (SOD); surfactante instilado (SF instil), surfactante nebulizado (SF neb) en las
zonas corticales (CX), en las zonas internas (INTERN) y en el cerebelo-bulbo cefalorraquideo (CB+B). Se muestran la media =

desviacion estandar).

zonas internas, ni en el cerebelo-bulbo en términos de in-
tensidad de fluorescencia.

Analizando en detalle las zonas internas se registré un
porcentaje significativamente mayor de células positivas
para TNFa en el estriado de los animales que recibieron
surfactante instilado en comparacién con aquellos que reci-
bieron surfactante nebulizado. Asimismo, la mediana de in-
tensidad de fluorescencia también fue significativamente
superior en el hipocampo, en el grupo de animales tratados
con surfactante instilado.

Valoracion del estrés oxidativo cerebral a través de la
actividad de las enzimas antioxidantes

Los resultados obtenidos tras la determinacion de la ac-
tividad de las enzimas antioxidantes se recogen en la tabla
1. No se registraron diferencias significativas en la activi-
dad de ninguna de las tres enzimas analizadas (catalasa,
glutation peroxidasa y superéxido dismutasa) en ninguna
de las regiones analizadas (ni de forma individual, ni co-
lectiva).

Marcado de células apoptoticas (TUNEL)

No se registraron diferencias significativas en el contaje
de células TUNEL positivas (Figura 3) entre los grupos en
las zonas corticales, ni en el cerebelo-bulbo. No obstante,
en las zonas internas, el nimero de células TUNEL positi-
vas registradas por milimetro cuadrado fue significativa-
mente mayor en los animales tratados con surfactante insti-
lado en comparaciéon con aquellos que recibieron
surfactante nebulizado. En las zonas internas la mayor dife-
rencia, y la tnica significativa entre los grupos, se registrd
en el estriado, aunque en el tdlamo también se observé una
importante tendencia hacia un menor numero de células
TUNEL positivas en el grupo de surfactante nebulizado.

Fig. 3. Numero de células TUNEL positivas por milimetro cuadrado
en los animales tratados con surfactante instilado (SF instil, barras
negras) y en los animales tratados con surfactante nebulizado (SF
neb, barras blancas). En la representacion de la parte superior estan
representadas las zonas corticales (CX), las zonas internas (IN-
TERN) y el cerebelo-bulbo cefalorraquideo (CB+B). En la represen-
tacion grafica de la parte inferior estdn representadas las zonas inter-
nas: tilamo (T), estriado (E ) e hipocampo (HC). Se muestran la
media = desviacion estdndar. * Vs. SF instil, p<0.05, ANOVA.
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Valoracion histologica del dano cerebral

La valoracion histologica por parte de un pat6logo exper-
to no encontr6 diferencias significativas para los items ede-
ma, inflamacion e infarto en ninguna de las regiones anali-
zadas en este estudio (Tabla 2). No obstante, se observaron
diferencias entre los grupos de tratamiento en el tilamo, en
términos de necrosis neuronal, donde, nuevamente, el dafio
fue significativamente mayor en los animales que recibieron
surfactante instilado. Por el contrario, en las preparaciones
de hipocampo de tres animales tratados con surfactante ne-
bulizado se detectd la presencia de hemorragias, lo que
contribuy6 a que para este item el valor obtenido sea signi-
ficativamente superior en los animales tratados con surfac-
tante nebulizado.

I Discusion

Mediante el presente estudio hemos podido demostrar
que el tratamiento con surfactante de forma nebulizada en
corderos prematuros con SDR severo produce una respues-
ta hemodindmica cerebral significativamente diferente a la
instilacion intratraqueal de éste. Ademas, mas alla de las
determinaciones hemodindmicas, los indicadores de dafio
cerebral utilizados en el presente estudio muestran una ten-
dencia hacia un mayor dafio en las zonas internas del cere-
bro en los animales tratados con surfactante instilado en

comparacion con los animales que recibieron surfactante
nebulizado.

La introduccion del surfactante en la practica clinica re-
volucioné el manejo clinico del SDR, tras su aprobacion a
principios de los afios 90. No obstante, a pesar de su apro-
bacidn oficial, esta terapia se ha mantenido como objeto de
una intensa investigacion, tanto basica como clinica, en un
intento por mejorar su administracion y reducir los efectos
adversos que se han descrito asociados a esta terapia. Ac-
tualmente, para la aplicacion de surfactante en neonatos,
éstos deben ser primero entubados, hecho que no goza de
una gran popularidad entre la comunidad clinica [9]. En la
bibliografia son numerosos los casos en los que después de
la instilacion intratraqueal de esta compleja sustancia se
han descrito episodios de desaturacion, hipoxia transitoria,
hipercarbia, hipotension y fluctuaciones en el FSC [4]. Pre-
cisamente, las fluctuaciones en el FSC son muy preocupan-
tes en la poblacion neonatal debido a que la fragilidad de la
microvasculatura cerebral de esta poblacion los predispone
al dafo cerebral [6].

Los resultados en torno a la hemodinamica cerebral tras
la administracion de surfactante intratraqueal son hetero-
géneos. Algunos investigadores han descrito un descenso
del FSC tras la administracion de surfactante [14], otros un
aumento [4][5], y otros estudios informan sobre la estabili-

Tabla 2. Valoracion anatomopatoldgica del dafio cerebral mediante necrosis neuronal, edema, inflamacion, hemorragia e infarto

Necrosis

Region

Grupo de

cerebral tratamiento

Edema Inflamacion Hemorragia Infarto

neuronal (0-20)

(0-3) (0-3) ((V2%)) (0o1)

co SF INSTIL. 5,6 (3,4) 1(0,89) 1(0,89) 0,33 (0,51) 0,16 (0,40)
SF NEB. 7,83 (5,19) 1(0,89) 1,16 (0,40) 0,16 (0,40) 0
CF SF INSTIL. 5,0 (2,89) 0,66 (0,51) 0,83 (0,75) 0 0
SF NEB. 3,83 (1,72) 1(0,63) 0,83 (0,75) 0,33 (0,51) 0,16 (0,40)
T SF INSTIL. 7,85 (2,19) 0,42 (0,53) 0,42 (0,53) 0 0
SF NEB. 4,5 (2,07)* 0,66 (0,81) 0,16 (0,40) 0 0
E SF INSTIL. 3,5 (1,87) 0,50 (0,54) 0,33 (0,51) 0 0
SF NEB. 2,16 (1,16) 0,33 (0,51) 0,50 (0,54) 0 0
HC SF INSTIL. 3,83 (0,60) 0,66 (0,81) 0,16 (0,40) 0 0
SF NEB. 4,83 (0,60) 0,66 (0,81) 0,33 (0,51) 0,5 (0,54)* 0
CB SF INSTIL. 0,83 (0,75) 0,66 (0,51) 0 0 0
SF NEB. 0,5 (0,54) 0,33 (0,51) 0,16 (0,40) 0 0
B SF INSTIL. 2,0 (1,2) 0,33 (0,51) 0 0 0
SF NEB. 1,2 (0,44) 0,54 (0,24) 0 0 0

(corteza occipital (CO), corteza frontal (CF), tdlamo (T), estriado (E), hipocampo (HC), cerebelo (CB) y bulbo cefalorraquideo (B);
surfactante instilado (SF instil), surfactante nebulizado (SF neb). Se muestran la media yla desviacion estandar. Los niimeros entre
paréntesis de la fila superior (en negrita) delimitan la magnitud de la puntuacion para cada item. * Vs. SF instil, p<0.05, ANOVA).
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dad, sin ningin cambio aparente, del FSC tras la adminis-
tracion de surfactante [15]. No obstante, debe tenerse en
cuenta que el tamafio de la muestra de estos estudios era
pequeno, que las poblaciones de los diferentes estudios son
heterogéneas entre si, que se utilizaron diferentes prepara-
ciones de surfactante (diferente volumen de carga) y dife-
rentes protocolos de administracion, y que los métodos uti-
lizados para la medicion del FSC (Doppler, NIRS, sonda
ultrasénica de flujo...), asi como las zonas de medicion (ar-
teria cerebral anterior, arteria cerebral lateral, flujo sangui-
neo carotideo), varian entre los diferentes estudios.

En el terreno experimental se han llevado a cabo varios
intentos con el fin de mantener la eficacia pulmonar de la
terapia, pero reduciendo los efectos adversos asociados a
ella. En este sentido, se han intentado técnicas como la in-
fusion intratraqueal lenta de surfactante [7][16] o la instila-
cion de pequefias y multiples dosis [8]. Mediante estas téc-
nicas, se pretendia reducir la carga aguda de liquido en la
traquea, persiguiendo asi evitar las obstrucciones de la vias
aéreas superiores pero obteniendo una mejoria progresiva
de la funcion pulmonar. A pesar de las buenas intenciones,
estas dos aproximaciones dejaron claro que la instilacion
intratraqueal de surfactante debe incluir la dosis completa
de una sola vez y llevarse a cabo relativamente rapido (me-
nos de un minuto), con el fin de obtener una buena distri-
bucion pulmonar vy, por consiguiente, una mejora patente
del intercambio gaseoso y la mecanica pulmonar.

La nebulizacion de surfactante es una forma de adminis-
tracion que ha suscitado un gran interés debido a que, por
un lado, podria evitar la entubacién de los bebés a medio
plazo, y porque, por otro lado, permitiria una mejora gra-
dual de la funcién pulmonar que se reflejaria en la hemodi-
namica sistémica y cerebral de los pacientes [9]. Podria, por
lo tanto, reducir e incluso eliminar las fluctuaciones extre-
mas de FSC observadas durante la instilacion. En este senti-
do, en un estudio previo llevado a cabo en corderos prema-
turos, nuestro grupo de investigacion ha podido demostrar
que una dosis estandar de surfactante (200 mg/kg) nebuliza-
do durante 20 minutos produce, a nivel pulmonar, un efecto
terapéutico equivalente a la instilacion rapida de surfactan-
te, como sefialamos en trabajos previos. Ademas, la terapia
con surfactante nebulizado evit6 la hipercarbia observada
tras la instilacion rdpida y produjo cambios mds graduales
en el flujo sanguineo carotideo, en contraposicion con el au-
mento significativo observado en los animales tratados me-
diante instilacion. En el presente estudio pretendiamos dar
respuesta a la pregunta de si estas diferencias en el patrén
hemodinamico carotideo se verian reflejadas en diferentes
patrones de dafio en un andlisis cerebral mds profundo.

Este es el primer estudio que aborda en detalle, y a dife-
rentes niveles, los efectos cerebrales de la administracion de
surfactante. El aumento significativo del flujo carotideo ob-
servado en nuestro estudio previo en los animales tratados
con surfactante instilado, tan pronto como a los cinco mi-
nutos tras el comienzo de la terapia, se ha visto reflejado en
este estudio en un aumento significativo del FSC hacia las
zonas internas del cerebro, en comparacion con el grupo de
surfactante nebulizado. Nuestra hipotesis se basa en que la
hipercarbia observada tras la administracion de surfactante
mediante instilacion intratraqueal se debe a la obstruccién
transitoria de las vias aéreas superiores en el proceso de
distribucién «rio abajo» del surfactante. Teniendo en cuen-
ta que el dioxido de carbono arterial es un potente regula-
dor del FSC en neonatos [17], la hipercarbia podria perfec-
tamente explicar el aumento del flujo carotideo y el FSC
hacia las zonas internas del cerebro. Un efecto similar de
derivacion del FSC hacia las zonas internas del cerebro ha
sido recientemente descrito en corderos prematuros someti-
dos a una hipoxia-isquemia fetal prolongada [18]. Tenien-
do en cuenta que una de las caracteristicas de la hipoxia-is-
quemia prolongada es la hipercarbia, este fenémeno podria
ser la explicacion del aumento del FSC hacia las zonas in-
ternas en ambos casos, en un intento de dotar a estas zonas
de oxigeno y energia suficientes durante un proceso de «hi-
poxia» [17]. Desgraciadamente, durante la administracion
de surfactante mediante instilacion, existe un lapso de tiem-
po que engloba, mas o menos, la primera media hora con-
secutiva a la administracion de surfactante, donde debido a
la alta eficacia del surfactante pulmonar exdgeno y a su al-
ta viscosidad, algunas areas del pulmén son reclutadas ra-
pidamente, mientras que otras permanecen colapsadas,
dando lugar a periodos de alta oxigenacion (incluso valores
arteriales de oxigeno supra-fisioldgicos) y alto contenido
arterial de didxido de carbono, lo cual puede ocasionar un
aporte excesivo de oxigeno al cerebro debido al efecto va-
sodilatador que el diéxido de carbono arterial ejerce sobre
la vasculatura cerebral. Debe tenerse en cuenta, ademas,
que el exceso de oxigeno en el cerebro esta directamente li-
gado al dano cerebral en bebés prematuros.

Con el fin de observar si los diferentes tratamientos de
surfactante (instilado o nebulizado) producian algin cam-
bio en la actividad antioxidante del cerebro, llevamos a ca-
bo la determinacion de la actividad de tres enzimas antioxi-
dantes. Los resultados en ambos grupo de tratamiento
fueron similares en todas las regiones cerebrales estudiadas.
Si bien la actividad de las enzimas antioxidantes puede uti-
lizarse para valorar el estado oxidativo de los tejidos, la fal-
ta de diferencias estadisticas entre los grupos de tratamien-
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to no excluye la posibilidad de que existan patrones dife-
rentes de estrés o dafio oxidativo, y mds bien nos da una
idea de que los cerebros de ambos grupos trabajan, en tér-
minos antioxidantes, al mismo «ritmo».

Los otros métodos utilizados en el presente estudio para
la valoracion del dafio cerebral si muestran, en cambio, di-
ferencias significativas entre los grupos de tratamiento en
las zonas internas del cerebro, especialmente en el talamo y
en el estriado. En el caso del TNFa, se observé una mayor
inflamacion en las zonas internas del cerebro de los anima-
les tratados mediante instilacién intratraqueal de surfactan-
te, en comparacion con los animales tratados con surfac-
tante nebulizado. Ademads, el contaje de células TUNEL
positivas, utilizado para la determinacion de la apoptosis
en estudios previos [18], también demostré6 mayores valo-
res de dafio en las zonas internas del cerebro en el grupo de
surfactante instilado, nuevamente con una clara tendencia
hacia un mayor dafio cerebral en el tilamo, y una diferen-
cia significativa en el estriado en comparacion con el grupo
de surfactante nebulizado. Por dltimo, el score histoldgico
de dafo cerebral confirmé, de nuevo, un significativamente
mayor numero de necrosis neuronal en el tdlamo de los ani-
males tratados con surfactante instilado, aunque debe ha-
cerse constar que la deteccion de hemorragia en tres cere-
bros de los animales tratados con surfactante nebulizado
hace que para el item hemorragia el resultado sea significa-
tivamente mayor en este grupo de tratamiento.

En resumen, el presente estudio llevado a cabo en corderos
prematuros demuestra que la instilacion intratraqueal de
surfactante (método clasico de administracion) produce un
aumento del FSC inmediatamente tras su aplicacion, sobre
todo hacia las zonas internas del cerebro, y que este aumento
se correlaciona con un mayor dafio cerebral en términos de
necrosis neuronal, inflamacion y células TUNEL positivas, si
lo comparamos con la nebulizacion de surfactante durante
20 minutos. Por lo tanto, la administracion de surfactante en
forma de aerosol deberia tenerse en cuenta como alternativa
a la instilacion en la préctica clinica actual, ya que se muestra
igual de eficaz a nivel pulmonar y reduce algunos de los efec-
tos adversos ligados a la instilacion. |
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