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Introduccion

Diferentes estudios han mostrado
que diversas sustancias potencialmen-
te polucionantes del gas alveolar son
capaces de aumentar la actividad
tensioactiva del surfactante pulmonar.
Asi por ejemplo la tension superficial
de los extractos de pulmon fue dismi-
nuida por el efecto del humo del ci-
garrillo (Miller y Bondurant' Bon-
duraint? la de los lavados de pulmon
por el azono (Mendenhall y cols.’).
Asimismo la exposicion al SO, del
animal de laboratorio disminuyo
su tensién superficial pulmonar (Ka-
hana y Aronovitch* Estos y otros
resultados dieron base a que diferen-
tes autores postularan que en la pato-
génesis del enfisema podria ocupar
un papel importante una disminucion
de la tension superficial del surfactan-
te pulmonar ya que esta provocaria
una menor tendencia, que la normal,
al colapso alveolar y consecuentemen-
te una hiper-inflabilidad pulmonar
con una estabilizacion de los alveolos
a un nivel de contenido de gas supe-

rior al normal (Bondurant? Scarpelli’

Morgan9.

Laurell y Erikson’ comunicaron los
primeros ejemplos de la asociacion
de un déficit hereditario de «-1-anti-

Este trabajo ha sido realizado gracias a la
ayuda de las Fundaciones Maria Francisca
Roviralta y Picasso-Reventds de Barcelona.
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tripsina y bronconcumopatia crénica
obstructiva. Este déficit aparecia
como una tara hereditaria trasmitida
de forma autosdmica recesiva, siendo
los afectados homozigotos. Erikkson’
sugirio que el enfisema hallado fre-
cuentemente  en  los homozigotos
(Pi ZZ) podria deberse a una digestion
proteica intrapulmonar anormal se-
cundaria a una inhibicion insuficiente
de las proteasas liberadas en el pul-
mon por los leucocitos o macrofagos
0 por las bacterias o (Vidal y cols.?).

Multitud de estudios han enrique-
cido la casuistica y argumentos que
dieron lugar a esta teoria®'® Por otra
parte desde que Gross y cols. *demos-
traron que la instilacion intratraqueal
de papaina en el animal de laborato-
rio producia enfisema y que trabajos
posteriores demostraron que este en-
fisema experimental parece ser mor-
fologic¢a y funcionalmente muy simi-
lar al enmsema paniopular numa-
no** se ha pensado en la existencia
de una posible relacion entre el enfi-
sema experimental desarrollado en el
animal de laboratorio con papaina y
el enfisema humano ligado al déficit
de o-1-antitripsina.

En el presente trabajo hemos estu-
diado las diferencias en las propieda-
des tensioactivas del surfactante pul-
monar obtenido por un lavado de
pulmén en el mismo perro antes y
después de haberle provocado un en-
fisema panlobulillar experimental

mediante papaina para tratar de es-
tablecer si puede haber o no un nexo
de unién entre los dos mecanismos
patogénicos del enfisema antes invo-
cados.

Material y Métodos
Técnica de extraccion del surfactante.

Nueve perros bastardos fueron operados de
lobectomia inferior derecha, bajo anestesia
general, inducida con penthotal y mantenida
con fluothane, a través de una intubacion tra-
queal y un respirador. Se tuvo especial cuidado
en ligar rapidamente la arteria pulmonar co-
rrespondiente, asi como seccionar ¢l bronquio
y su arteria bronquiales, de forma que no pu-
diera producirse ingurgitacion en el lébulo que
iba a ser extraido. La vena fue ligada en ultimo
lugar. Durante todo el acto quirurgico se procu-
ro tratar con ¢l mavyor cuidado al 16bulo, evi-
tando toda manipulacién innecesaria sobre él.

Una vez extraida la pieza, se peso y se ob-
tuvo una biopsia de la misma sobre ligadura.
Seguidamente la picza fue suspendida por el
bronquio mediante unos puntos. A través de
este ultimo se introdujo hasta los alveolos una
solucion salina (CINa) 0,15 molar tamponada
con Tris/CIH 0,02 molar a pH 7,4 a razon de
3 ml por gramo de peso del 16bulo. Seguida-
mente se aspir6 el liquido a través de los bron-
quios, ayudandose de vez en cuando con ligeras
y cuidadosas presiones sobre la pieza. Sistema-
ticamente se realizaron dos lavados emplean-
dose el mismo liquido. El aspecto del liquido
obtenido varid desde un color ligeramente ro-
sado a un color blanco grisaceo.

En el animal se¢ cerrd el bronquio del 16-
bulo extraido y el torax, dejdndose un drenaje
durante algunas horas. A continuacion se le
inyectd por el tubo endotraqueal una solucién
de 2 mg de papaina por kg de peso del animal
en 10 ml de suero fisiologico. Inmediatamente
se conecto ¢l respirador al tubo endobronquial
a fin de facilitar la llegada de la solucion hasta

[72]



los espacios alveolares. A continuacion, cada
semana, durante tres semanas, se administro
a dichos perros un aerosol de papaina a la do-
sis de 2 mg/kg de peso del animal.

Al cabo de un mes se practicd una lobec-
tomia inferior izquierda, biopsia y lavado del
l6bulo, siguiendo el protocolo antes descrito.

Estudios biofisicos y bioquimicos efectuados
sobre el liguido de lavado

Una parte del liquido obtenido por lavado
(fraccion A) se analizé para determinar su con-
tenido en fosfolipidos totales por el método

de Beginski y cols. 2 Otra parte de la muestra
se centrifugd a 4000 r.p.m. durante 20 minutos,
separandose luego el sobrenadante (fraccién B)
y el sedimiento (fraccion C). Se restituy6 cada
una de estas partes a su volumen inicial y se
determiné por el mismo método analitico
su concentracion en fosfolipidos.

En otra parte de la muestra se realizo el
estudio de las propiedades tensioactivas, me-
diante una balanza de Dognon y Abbribat,
cual permite medir la tensidon superficial
(s} de las soluciones de forma continua por
el método de la lamina sumergida. Se es-
tudié la cinética de la formacion del film super-
ficial tensioactivo, mediante la medicion de las
variaciones de la muestra en funcién del tiem-
po (v-t). Una fez formado el fim, se procedié
al estudio de sus cualidades elasticas, por medio
de la medicion de las variaciones tensionales
cuando era estirado. Para ello, la solucion,
contenida en una capsula de Petri de 4 cm de
diametro, se colocd sobre la platina que lleva
a tal efecto el pie de la balanza, y se mantuvo a
21° C mediante un dispositivo calefactor. In-
mediatamente antes de empezar la medicion,
la solucién fue agitada perfectamente para
conseguir que el material tensioactivo de la
misma estuviera repartido de forma comple-
tamente homogénea. A continuacién se efec-
tud la primera medicién de la o la cual se
repitic cada minuto hasta que el film estuvo
constituido, es decir la tension superficial es-
tabilizada. Entonces el film fue estirado me-
diante el descenso de la platina que sostenia
la capsula de Petri, la cual va montada sobre
un tornillo micrométrico; el desplazamiento se
realizd a pasos de 0,1 mm efectudndose cada
vez una medicion de la s originada por el esti-
ramiento del film, mediciones que se siguieron
hasta producirse la ruptura del film.

Para caracterizar la cinética de la formacion
del film se midieron sobre las curvas tensiéon
superficial-tiempo (s-t) de cada experimento
las pendientes que presentaban en los interva-
los comprendidos entre 30 y 29 dinas/cm, 29 y
28 dinas/cm, vy 28 vy 27 dinas/cm y finalmente
entre 27 y 26 dinas/cm. En la construccion
grafica de las curvas o-t, 1 dina/cm y 1 minuto
se representaron con la misma longitud.

Para caracterizar el film se midié su tensién
superficial, o sea la tension superficial final
alcanzada en el proceso de su formacién y su
elasticidad global que nosotros hemos definido
como la relacion existente entre el incremento
que experimenta la tension superficial del film
durante su estiramiento hasta el punto de rup-
tura y el recorrido vertical de la lamina que se
ha precisado para alcanzar este punto de rup-
tura. E = AP/Al

Se realiz6é el proceso estadistico de los re-
sultados obtenidos.

Resultados

En las tablas [, II, II1 y IV se anali-
zan los parametros determinados en
el estudio bioquimico y fisico de las
propiedades del surfactante pulmonar
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TABLA 1

Analisis bioquimico de la muestra.
Contenido en fosfolipidos (xg/ml)

Perro n.® Muestra total Sobrenadante Sedimento

Antes de la administracion de la papaina

1 436,01 150,45 299,73
2 400,96 152,75 270,01
3 318,64 117,80 85,28
4 268,62 161,20 86,80
5 208,38 191,08 64,61
6 136,68 64,02 182,91
7 127,38 72,72 77,72
8 171,60 80,23 118,40
9 630,63 241,28 242,45
Después de la administracion de papaina
1 238,92 127,16 161,20
2 485,07 202,34 234732
3 186,73 95,81 95,88
4 497,00 435,10 108,85
5 254,80 166,32 173,55
6 266,56 132,00 370,65
7 170,40 54,51 85,88
8 176,28 74,88 176,12
9 398,72 104,52 330,15
TABLA 11

Estudio de las caracteristicas
tensioactivas de lamuestra.
Estudio de la pendiente de la curva
de formacion del film a diferentes
intervalos de tension superficial

Perro n.° 30-29 29-28 28-27 27-26
dinas/cm
Antes de la administracion de la papaina.
1 0,625 0,415 0,275 0,227
2 0415 0,415 0,332 0,250
3 0,178 0,166 0,125 -
4 0,151 0,147 0,100 -
5 0,250 0,208 0,125 0.80
6 0,185 0,172 0,142 0,111
7 0,071 0,131 0,131 —
8 0,111 0,104 0,104 0,096
9 5,000 5,000 5,000 5,000
IB) Después de la administracion de la papaina
1 - - 0,077 0,055
2 0,500 0,250 0,227 0,192
3 - _ . —_
4 0,166 Q0,111 0,077 -
5 0,500 0,166 0,138 0,111
6 1,000 0,500 0,200 0,160
7 0,332 0,295 0,250 0,227
8 0,625 0,227 0,262 0,250
9 0,715 0,237 0,192 0,178
TABLA III

Valor final de la tension superficial
para las curvas de formacién del film
antes y después de la administracion
de la papaina. (dinas/cm)

Perro n.° Antes Después
1 17,40 17,65
2 17,40 19,50
3 26,45 2895
4 26,45 25,62
5 17.87 19,70
6 17,65 17,85
7 18,08 18,20
8 17,70 18,40
9 17,40 18,20

DE UN ENFISEMA EXPERIMENTAL PAPAINICO

Anatomia patoldgica

En ninguna de las biopsias practi-
cadas previamente a la inhalacion de
papaina, se hallaron alteraciones ana-
tomopatoldgicas compatibles con en-
fisema pulmonar.

Tras la administracion de papaina,
en todos los animales se observd ma-
croscOpicamente en el momento de
la toracotomia un parénquima pul-
monar eréctil, similar al del enfisema
hipertréfico del lactante, y microscod-
picamente se observaron lesiones en-
fisematosas, aunque la intensidad de
las mismas vari6é de un animal a otro,
sin que mediase causa diferencial al-
guna. Las lesiones enfisematosas pre-
dominaron en areas subpleurales.
Acompanando al enfisema se obser-
varon también otras lesiones histolo-
gicas como edema y hemorragia in-
traalveolar, atelectasia y neumonia
(figs. 1y 2).

Estudiamos la correlacion existente
entre el contenido en fosfolipidos
del liquido de lavado antes y después
de la produccion del enfisema experi-
mental papainico y la pendiente de la
curva o-t en los intervalos ya mencio-
nados, asi como con los parametros
que caracterizan al film, tension su-
perficial final y elasticidad de! film.
Hallamos una correlacién estadisti-
camente significativa entre el conteni-
do en fosfolipidos de las fracciones
A v B vy la pendiente de la curva de
formacién del film antes de la produc-
cion del enfisema papainico (30-29,
29-28 y 28-27 dinas/cm p = 0,05;
27-26 dinas/cm no significativo). Esta
correlacion no se mantuvo tras la pro-
duccidn del enfisema experimental.
Tampoco existio correlacion entre el
contenido en f{osfolipidos de las di-
ferentes fracciones y los pardmetros
que caracterizan el film, ni antes ni
después de la produccion del enfise-
ma experimental.

Estudiamos también la variacion

‘de cada uno de los parametros estu-

diados con la produccion del enfise-
ma experimental mediante el test de
la diferencia de medias para dos se-
ries de datos aparejados. La variacidén
en los valores del contenido en fosfo-
lipidos asi como de la pendiente de
las curvas s-t en los intervalos exami-
nados no fue estadisticamente signi-
ficativa, mientras que la variacién de
los valores de los parametros que ca-
racterizan el film fue estadisticamente
significativo para p = 0,05. En efecto,
la tension superficial de los films de
surfactante asi como su elasticidad
global aumenté tras la produccion del
enfisema experimental.
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TABLA IV

Elasticidad del film antes y después
de la administracion de la papaina
(dinas/cm?)

Perro n.° Antes Después
1 1,75 7,50
2 2,90 3,00
3 5,00 8.15
4 543 6,90
5 3,25 5,70
6 3,05 3,65
8 4,30 4,30
9 2,10 3,75
Discusion

Como ya hemos dicho, la aparicion
de enfisema esencial en los sujetos
con déficit de «-l-antitripsina o en el
animal de laboratorio tras la instila-
cion de papaina al interior de las vias
aereas ha sido explicada por una di-
gestion proteica intrapulmonar anor-
mal. De hecho ¢l remodelado arqui-
tectonico del pulmon enfisematoso
sugiere que realmente ha habido una
alteracion de las proteinas del tejido
conjuntivo pulmonar, a pesar de ello
la mayoria de los datos bioquimicos
que tenemos sobre el particular no
concuerdan con este supuesto, asi
como por ejemplo diversos autores
han hallado que el contenido en cola-
geno y elastina del pulmoén enfisema-
toso es normal**?* No obstante, como
resultado de sus investigaciones Jo-
hanson y cols. ¥ encuentran una expli-
cacion a esta discordancia. Estos au-
tores opinan que la papaina ataca se-
lectivamente el componente amorfo
de las fibras elasticas dejando intacto
su armazon microfibrilar, posterior-
mente a partir de este armazodn se re-
generan las fibras elasticas, teniendo
estas fibras regeneradas una composi-
cion y estructura normales, si bien se
hallan desplazadas con respecto a su
posiciéon inicial. Esta teoria unifica
los resultados de las observaciones
morfoldgicas con los resultados de las
observaciones bioquimicas y deberia
ser extensible a la etiopatogenia del
enfisema humano en los afectos de un
déficit del poder antitripsico del sue-
ro.

No parece que haya ninguna duda
actualmente de que el sistema sur-
factante no estd compuesto exclusi-
vamente por fosfolipidos, una prueba
mas de ello es que no hemos encon-
trado correlacion entre el contenido
en fosfolipidos de las diferentes frac-
ciones estudiadas y los parametros
que caracterizan el film. Parece ser
que en el sistema surfactante juegan
un papel muy importante las lipopro-
teinas>***y es conocido también que
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las sustancias proteoliticas inhiben al
surfactante pulmonar (Clements’),
no obstante no hemos encontrado
en la literatura ninguna sugerencia
sobre que la digestion proteica intra-
pulmonar normal invocada como
mecanismo etiopatogénico del enfise-
ma, pudiera actuar también afectan-
do a las lipoproteinas del sistema sur-
factante disminuyendo su antividad
tensioactiva y coadyuvar con ello a
la patogenia de las lesiones. Tal vez
se deba a que la teoria de Scarpelli

Fig. 1,

Fig. 2.

de la hiperinflabilidad alveolar como
causa de enfisema invoca como causa
originaria un aumento de la actividad
surfactante. No obstante a nuestro
modo de ver a la teoria de Scarpelli
se le pueden hacer diversas objecio-
nes.

En primer lugar no todos los auto-
res estan de acuerdo con los resulta-
dos de algunos trabajos que

dieron pie a esta teoria patogemca
Asi por ejemplo, Giammona y cols.’
no encontraron ningin cambio signi-

Imagen a pequeno aumento del enf isema panlobulillar experzmental obtenido en el perro mediante
inhalacién-de papaina sequin la técnica descrita en el texto.

Imagen de enfisema panlobulillar papainico.a mayor avmento obtenido en otro animal.
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ficativo en la tensidon superficial de
los extractos de pulmén de perros
expuestos in vivo al humo de cigarri-
llo. Por su parte Weeb y cols.” asi
como Cook y cols.* sostienen que la
tension superficial de los lavados de
pulmon de los sujetos fumadores esta
elevada con respecto a la de los no fu-
madores. Finley y cols.” comentando
los resultados de los anteriores auto-
res opina que el aumento hallado por
ellos de la tensién superficial, podria
deberse a que en estos lavados pulmo-
nares el surfactante se encontrara mu-
cho menos concentrado, basdndose en
su observacion de que el andlisis qui-
mico de los lavados de pulmén de suje-
tos fumadores mostré un déficit de
material tensioactivo en comparacion
con el hallado en lavados de pulmén
de sujetos no fumadores. En segundo
lugar algunos autores opinan que la
disminucion de la tension superficial
no constituye por si sola una causa
capaz de provocar hiperinflabilidad
alveolar Finley y cols.” En tercer
lugar el mismo Scarpelli’ junto con
Colacicco™ para unificar la teoria
«anti-edema o de la tension superfi-
cial nula» de Pattle y la teoria «anti-
colapso o de la tensidon superficial
variable» de Clements, sugiere que
durante todo el ciclo respiratorio la
tension superficial alveolar es igual o
proxima a cero dinas/cm con lo que
dificilmente se podrd aumentar mas
la actifidad surfactante. Por ultimo,
a nuestro modo de ver, la teoria pa-
togénica del enfisema que invoca un
estado de hiperinflabilidad pulmonar
consecutivo a una disminucion de la
tension superficial del surfactante pul-
monar, s6lo podria explicar el co-
mienzo de la afeccidén, dado que la
destruccién del parénquima pulmo-
nar rapidamente produciria una dis-
minucion de la actividad surfactante.

Por lo que respecta a la actividad
surfactante del pulmoén enfisematoso,
Brown? encontré6 que la tension su-
perficial de extractos de pulmones
obtenidos post-mortem de pacientes
enfisematosos era normal, mientras
que Kahana y cols.” en piezas simi-
lares hallaron una disminucién de la
actividad surfactante. Por su parte
Thomas *usando muestras de pulmén
con bullas enfisematosas, obtenidas
en el curso de intervenciones tora-
cicas, encontré consistentemente un
aumento de la tension superficial.

En nuestro estudio, hemos podido
comprobar que tras la produccion de
un enfisema experimental papainico
en el perro, disminuye la actividad
del sistema surfactante presente en el
liquido de lavado de sus pulmones.
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Ello se manifest6 de dos maneras,
por una parte por ¢l aumento de la
tension superficial del film tensioac-
tivo que se produce en la superficie
del liquido de lavado y por otra por
un aumento de la elasticidad del film.

Esta disminucion de la actividad
tensioactiva del sistema surfactante
en el enfisema podria explicarse por
la destruccién del parénquima pul-
monar noble que se produce en esta
enfermedad (Kahanay cols.*, destruc-
cién que da lugar a una disminucion
del numero de células productoras de
las sustancias tensioactivas, asi como
un déficit en la irrigacion de muchas
de las restantes por su inclusion en te-
jido cicatricial.

Creemos que podria teorizarse que
contrariamente a lo pensado hasta el
momento fuera una disminucion de
la actividad surfactante [o que con-
tribuyera a la génesis del enfisema.
La disminucién de la actividad sur-
factante produciria una disminucion
de la distensibilidad alveolar, debido
al aumento de la presion de retrac-
cion de la esfera que constituye el
film de surfactante en cada alveolo,
con lo que se facilitaria el colapso de
los alveolos de pequefio tamario, los
cuales se vaciarian en los de gran
tamano que se hiperinflarian y final-
mente se romperian. El proceso seria
en cadena, a mas destruccion alveo-

" lar menos actividad surfactante, y los

alveolos mas pequefios seguirian va-
ciandose en los de mayor tamario con
lo que continuaria el estallido de los
mas distendidos. A esto contribuiria
probablemente una disminucién con-
comitante de la capacidad estabili-
zadora del tamario de los alveolos
que tiene el surfactante, pues como
hemos podido comprobar tras el en-
fisema papainico aumenta la elasti-
cidad del sistema surfactante, es decir
que para un determinado aumento
de su area la tension superficial au-
menta mas que en condiciones normales,
con lo que se altera la relacién 2¢/R =
= P, relacioén cuya constancia es la que
determina la estabilidad alveolar.

Asimismo un aumento de la tension
superficial del surfactante, segun la
teoria «anti-edema o de la tensién su-
perficial nula» de Pattle tenderia a pro-
ducir un trastorno del balance normal
de liquidos y por lo tanto una extrava-
saciéon de suero al interior del alveolo.
De todas formas, creemos con Scar-
pelli’ que dado que los alveolos ines-
tables se colapsan rapidamente, no
llegaria a producirse edema intraal-
veolar por una alteracion del sistema
surfactante.

Como hemos podido comprobar en

el examen histopatoldgico del enfise-
ma papainico hay frecuentemente
atelectasia junto con el enfisema, por
el contrario en el enfisema esencial
no hay nunca atelectasias alveolares
asociadas (Lynne Reid®) Ello podria
explicarse pensando que el enfisema
esencial no se produce de una forma
masiva y brusca como en el caso de
la agresién papainica v por ello las
atelectasias alveolares son escasas, no
se producen focos neumonicos y se
reexpanden rapidamente.

Hay que tener presente que en ana-
lisis quimico del surfactante alveo-
lar pulmonar obtenido por micropun-
tura alveolar ha demostrado que no
contiene albumina ni otras proteinas
plasmaticas (Reinfenrath y cols.*),
y que la contaminacién del surfactan-
te por suero produce diferentes efec-
tos segun los autores, unos opinan
que disminuye la tensién su})erﬁcial”,
y otros que la aumenta’™” Segun
Scarpelli® no esta claro si estos cam-
bios de tensidén superficial son prima-
rios o debidos a una dilucion del sis-
tema surfactante por el fluido del ede-
ma o0 a su inactivacion por los com-
ponentes del plasma.

En nuestro estudio hemos hallado
una correlacién significativa entre
el contenido en fosfolipidos de las
fracciones A y B y la pendiente de la
curva de formacion del film en los in-
tervalos estudiados antes de la pro-
duccién del enfisema y no después,
asimismo tras la produccion del enfi-
sema los valores del contenido en
fosfolipidos y los de la pendiente de
las curvas de formacion del film va-
riaron de una manera anarquica con
respecto a los valores observados an-
tes de la produccion del enfisema, ello
nos sugiere que en el liquido de lava-
do los fosfolipidos del sistema surfac-
tante estaban en una proporcion casi
constante respecto a los fosfolipidos
totales antes de la produccién del en-
fisema, lo que dejaba de ocurrir tras
la produccién del enfisema debido
probablemente a diferencias en la
contaminacion plasmatica del liqui-
do de lavado de uno a otro animal
tras la produccion del enfisema segu-
ramente a causa de una mayor o me-
nor reaccion inflamatoria en uno y
otro animal tras la agresion papaini-
ca. Segun Reinfenrath y cols.* en las
preparaciones de surfactante alveolar
pulmonar obtenidas mediante la téc-
nica convencional de lavado a tra-
vés de las vias aéreas hay siempre
contaminacion por albiimina y otras
proteinas plasmaticas lo que puede
afectar fuertemente las propiedades
de superficie de los films de surfac-
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tante. De ello concluyen los autores
que los films naturales de surfactante
en el pulmoén pueden diferir sustan-
cialmente en sus propiedades de su-
perficie de los preparados de surfac-
tante alveolar pulmonar obtenidos
por lavado.

Por lo tanto se debe ser muy cauto
al enjuiciar todas estas hipodtesis ba-
sadas en observaciones de otros auto-
res y en las nuestras propias.

Resumen

En el presente trabajo se han estu-
diado las propiedades tensioactivas y
la composicion bioquimica del sur-
factante pulmonar obtenido por la-
vado en nueve perros bastardos antes
y después de haberles provocado un
enfiserma panlobulillar experimental
mediante papaina, para tratar de es-
tablecer un nexo de union entre dos
teorias  etiopatogénicas invocadas
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