COMPOSICION DEL SURFACTANTE,
DESARROLLO PULMONAR Y PRUEBAS
DE MADURACION EN EL FETO

SURFACTANT COMPOSITION, LUNG DEVELOPMENT AND
FETAL LUNG MATURATION TESTS

RESUMEN

El surfactante pulmonar es una sustancia
tensoactiva producida por los neumocitos tipo Il,
cuya concentracion en el recién nacido prematuro/
inmaduro esta disminuida, llevando a la produccion
del sindrome de dificultad respiratoria. El surfactan-
te esta constituido en un 85% por lipidos, del tipo
fosfolipidos en su mayoria. El resto son proteinas
surfactantes.

Los fosfogliceridos (lecitinas) y la esfingomie-
lina forman el grupo de fosfolipidos involucrados.
La fosfatidil colina y la dipalmitoil fosfatidil colina
son las lecitinas mas abundantes en el liquido
extracelular que recubre los alvéolos pulmonares
normales y en el surfactante pulmonar que disminu-
ye su tension superficial. Asi se evita la atelectasia
al final de la fase espiratoria de la respiracion. En
el neumocito I, enzimas remodelan las diferentes
lecitinas para convertirlas en dipalmitoil fosfatidil
colina. Una vez que el surfactante es producido en
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el neumocito, esta substancia migra como “cuer-
pos lamelares” desde el nlcleo hasta la superficie
apical de la célula desde donde es liberado por
exocitosis dentro del alveolo.

Menos de un 0.1% de los recién nacidos
presentan Sindrome de Dificultad Respiratoria
(llamado antiguamente Enfermedad de Membrana
Hialina) cada afio, y alrededor de un 10 % de estos
mueren. La administracion de corticoesteroides
incrementa la madurez pulmonar en casos de
riesgo de parto prematuro, o cuando es necesario
realizar una cesarea lo mas temprano posible. El
tratamiento de los bebes prematuros que presen-
tan SDR incluye la administracion de surfactantes
dentro del arbol traqueobronquial. El patréon oro
de la determinacién de madurez pulmonar fetal es
la relacion lecitina/esfingomielina (L/E), aunque
hay algunas otras pruebas como la medicion de
cuerpos lamelares, que resultan confiables, econ6-
micas y mas facilmente disponibles en hospitales
de menor categoria.
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ABSTRACT

Pulmonary surfactant is a tensoactive substan-
ce produced by type Il pneumocytes. Its concen-
tration in premature/inmature babies is decreased,
and this causes respiratory distress syndrome. 85%
of surfactant are lipids, most of them phospholipids.
The remainder are surfactant proteins.

Phosphoglycerides (lecithins) and sphyn-
gomyelin are involved phospholipids. Most abun-
dant lecithins in extracelular fluid covering normal
pulmonary alveoli are phosphatydil-choline and
dipalmitoil phosphatydil choline, and in pulmonary
surfactant (that decreases surface tension) as well.
Thus, atelectasis at the end of expiratory phase is
avoided. Type Il pneumocytes contain a number of
enzymes that remodel different lecithins to trans-
form them in dipalmitoil phosphatydil choline. Once
surfactant is manufactured by the pneumocyte, it
migrates as “lamellar bodies”, from nucleus to apical
surface of the cell, where it is released within the
alveolus by an exocytosis process.

Less than one percent of newborns develop
yearly the respiratory distress syndrome (formerly
called “hyaline membrane disease”); about ten per-
cent of them die. Corticoid administration enhances
lung maturity in at risk cases of pre-term delivery, or
when a cesarean sections is indicated as soon as
possible, before term. Premature babies having the
idiopathic respiratory distress syndrome are treated
with surfactant administration into the tracheo-
bronchial tree. Gold standard test to determine fetal
lung maturity is lecithin/esphyngomyelin (L/S) rate.
There are other tests designed to meet this task,
like measurement of lamellar bodies. This test can

be trusted, is cheaper is readily available in less
sophisticated hospitals and medical centers.

Key words: Fetal lung maturation, lecithin/sphyn-
gomyelin rate, lamellar bodies, diagnostic tests,
phospholipids.

A. DESARROLLO PULMONAR FETAL

El proceso de desarrollo y maduracion pul-
monar comienza en el embrion de cuatro sema-
nas, cuando aparece el primordio del aparato
respiratorio como una evaginacién de la pared
ventral del intestino anterior (1). Dependiendo de
las especies, el proceso termina en la gestacion
avanzada o poco después del nacimiento, con la
formacion de alvéolos y de una red capilar con
capacidad de intercambio gaseoso. El desarrollo
embrioldgico del pulmén humano se ha dividido
en cuatro etapas: pseudo-glandular, canalicular,
sacular y alveolar (2).

Poco después de la evaginacion de la pared
ventral del intestino anterior, comienza la ramifica-
cion que genera el arbol bronquial. En éste proceso
estan involucradas numerosas hormonas, factores
de crecimiento e interacciones con la matriz extra-
celular, que llevan a la activacion de protein-kinasas
activadas por mitdgenos (MAP kinasas), asi como
el 6xido nitrico (3,4).

Después de la ramificacién comienza la etapa
sacular caracterizada por adelgazamiento del me-
sénquima, diferenciacion del epitelio y expresion
de las proteinas surfactantes. En esta etapa existe
un asa paracrina en la cual la leptina, derivada de
lipofibroblastos, y la proteina relacionada con la
hormona paratiroidea (PTHrP), actian cooperati-
vamente para estimular la expresion de la proteina
B del surfactante y la maduracion de los neumo-
citos tipo Il (5). También se ha encontrado que la
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interleukina 1 (IL-1) aumenta la expresion de los
mRNA para proteinas del surfactante alveolar (6).
Otra caracteristica de la maduracién pulmonar es
la ciliogénesis en el epitelio de la via aérea.

La etapa final es la formacion de alvéolos de
paredes delgadas con una red capilar integrada.
Una disminucion de los fibroblastos intersticiales
contribuye al adelgazamiento alveolar que facilita
el intercambio gaseoso. Ocurren entonces fenoé-
menos de apoptosis que se correlacionan con una
disminucioén de la expresion del receptor del factor
de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I) (7).

Hay evidencia de que el uso de corticoides
prenatales aumenta el desarrollo pulmonar y me-
jora la supervivencia de los nifios con hipoplasia
pulmonar. Los corticoides pueden aumentar la
distensibilidad pulmonar y mejorar el desarrollo
estructural del pulmoén (8). Aunque se ha sefialado
que la maduracion pulmonar inducida por glucocor-
ticoides podria ocurrir a expensas del crecimiento
pulmonar, del desarrollo alveolar y del crecimiento
fetal, que se afectarian en forma negativa (9,10) ,
evidencia reciente obtenida en animales con hipo-
plasia pulmonar, sugiere que dosis pequenas de
cortisol aumentan el porcentaje del espacio aéreo,
disminuyen el grosor de la pared interalveolar e
incrementan el numero de alvéolos, sin afectar
negativamente el crecimiento pulmonar fetal (11).

B. SURFACTANTE Y ENFERMEDAD
DE MEMBRANA HIALINA

El descubrimiento de la deficiencia de surfactan-
te (que viene del inglés Surface active agent en los
pulmones “hepatizados” de los nifios que morian por
EMH se debid a interacciones con muchos investiga-
dores de diferentes disciplinas (12). En Inglaterra, Ri-
chard Pattle habia investigado la espuma del edema
pulmonar, porque algunos gases usados en la guerra

inducian edema pulmonary se investigaban agentes
“anti-espuma” para contrarrestar dicho efecto. La
gran estabilidad de las burbujas del pulmén normal,
le llevd a concluir que se debian haber originado en
el alvéolo el cual deberia estar recubierto con una
capa de baja tension superficial. Pattle sugirié que la
ausencia de dicha sustancia de recubrimiento alveolar
podria ser una de las dificultades que enfrentaba un
nino prematuro y que, en algunos casos, causaria
atelectasia. Esta prediccion fue ignorada durante
mucho tiempo por los clinicos.

Posteriormente, Clements estudio los cambios
en la tensién superficial dependientes del area,
observando que a grandes volumenes pulmonares,
la tension superficial es alta, mientras que a bajos
volumenes pulmonares la tension se aproxima a
cero. En 1957, Clements denomind “surfactante
pulmonar” al material que presumiblemente se lo-
calizaba en la interfase alvéolo-aire y lo considerd
un factor anti-atelectasico.

En 1958, Pattle informé que las burbujas de
los pulmones de conejillos de India eran inesta-
bles y al afio siguiente, Mary Elen Avery y Jere
Mead, describieron la incapacidad de los extractos
obtenidos de nifios que murieron por EMH para
disminuir la tension superficial (13). La EMH de
los nifos prematuros se debe a una falla primaria
de los neumaocitos tipo Il para producir los CL que
son la forma de almacenamiento y secrecion del
surfactante pulmonar. Estos nifios no alcanzan la
maduracion suficiente de los neumocitos tipo Il y
de otras estructuras pulmonares.

1. Neumocitos y produccion
de surfactante

El sistema alveolar tiene dos tipos de célu-
las epiteliales, los neumocitos (tipos | y Il) y los
macrofagos. Los neumocitos tipo | cubren el 95%
de la superficie alveolar y son células aplanadas que
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contienen unas pocas organelas. Los macréfagos
estan involucrados en la remocion de surfactante,
particulas y microorganismos que ingresan con el
aire. Los neumocitos tipo Il son responsables de la
sintesis, empaquetamiento y secrecion del surfac-
tante pulmonar; también hacen la re-captacién de
los componentes del surfactante desde el espacio
alveolar y los reutilizan para la secrecion (14). Los
neumocitos tipo Il se caracterizan por la presencia
de CL) de 0.2 a 2 ym de diametro que constituyen
un 18 a 24% del citoplasma (figura 1). Estos CL
son la forma de almacenamiento del surfactante
pulmonar (15) el cual, ademas de reducir la tensién
superficial para evitar el colapso alveolar, juega un
papel muy importante en la proteccion antioxidan-
te, la inhibicién de la exudacién de liquido desde

el capilar hacia el alvéolo y la defensa contra la
infeccion pulmonar.

El surfactante pulmonar estda compuesto por
un complejo de fosfolipidos y proteinas. La com-
posicién del surfactante pulmonar de numerosas
especies de mamiferos es muy similar. Un 80 a
90% del peso del complejo lo constituyen los glice-
rofosfolipidos, un 10% esta dado por el colesterol y
el 10% restante por las apoproteinas pulmonares
incluyendo SP-A (abreviatura en inglés de proteina
surfactante A), SP-B, SP-C y SP-D (16). La princi-
pal apolipoproteina es la sialoglicoproteina SP-A
(17). EL surfactante también contiene pequenas
cantidades de triglicéridos y acidos grasos libres.
EL cuadro 1 muestra la composicion de fosfolipidos
del surfactante pulmonar humano.

Figura 1. Neumocito tipo I

Abreviaturas: Al: alvéolo. II: Neumocito tipo Il. Ca: capilar alveolar. ER: eritrocito. Tomado de: www.udel.edu/../Wags/ histopage/empage/er/er.htm
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Cuadro 1. Composicién de fosfolipidos del sur-
factante humano obtenido por lavado pulmonar.

FOSFOLIPIDO PORCENTAJE

FOSFATIDILCOLINA

FOSFATIDILCOLINA 67.5
SATURADA 49.7
FOSFATIDILCOLINANO 17.7
SATURADA

FOSFATIDILGLICEROL 10.0
FOSFATIDILETANOLAMINA 5.3
ESFINGOMIELINA 4.0
FOSFATIDILINOSITOL 3.6
FOSFATIDILSERINA 1.6
OTROS 8.0

MODIFICADO DE ROONEY SA (18)

Los fosfolipidos mas abundantes en el sur-
factante pulmonar son la fosfatidilcolina (lecitina
o dipalmitoil-lecitina), que constituye el 70 a 80%,
y el fosfatidilglicerol, que constituye un 5 a 10%.
Cerca del 70% de la fosfatidilcolina es saturada
con dos residuos de acido palmitico (dipalmitoil-
fosfatidilcolina, denominada también dipalmitoil-
lecitina o simplemente lecitina). Este componente
es el principal responsable de disminuir la ten-
sion superficial y dar estabilidad al alvéolo. La
dipalmitoil-fosfatidilcolina tiene un extremo polar
e hidrofilico, dado por el residuo colina, el cual se
orienta hacia el liquido alveolar, y un extremo no
polar e hidrofébico, dado por las cadenas de acido
palmitico, que se orienta hacia el aire.

El 10% del surfactante pulmonar esta constitui-
do por las apoproteinas SP-A, SP-B, SP-C y SP-D
asociadas a los lipidos. Estas proteinas regulan la
estructura, propiedades biofisicas y metabolismo
de las lipoproteinas. La proteina SP-A es una pro-
teina multimérica que tiene un peso molecular de
26 a 38 kDa. Esta apoproteina tiene un papel muy
importante en el ensamblaje y mantenimiento de

la monocapa alveolar ya que controla la secrecion
y captacion del surfactante pulmonar por los neu-
mocitos tipo Il. La SP-A también juega un papel en
la inmunomodulacién, aumentando la migracién y
capacidad fagocitica de los macréfagos alveolares
(19). La SP-A media la actividad micoplasmicida de
los macrofagos alveolares (20) e interviene en la
eliminacion del Streptococcus del grupo B. El factor
de necrosis tumoral alfa inhibe el RNAmensajeroy
la sintesis de SP-A, por lo que podria ser un factor
para el SDR; mientras que, en fetos con corioam-
nionitis, la elevacion de la interleukina-6 promueve
la maduracién pulmonar fetal induciendo la sintesis
de SP-Ay disminuyendo el SDR en los neonatos
(21). La SP-Atambién inhibe la secrecion de fosfa-
tidilcolina y facilita la captacion de fosfolipidos por
los neumocitos tipo Il. Los fosfolipidos y la SP-Ase
secretan coordinadamente al alvéolo (22).

La apoproteina SP-B se secreta en forma
independiente de los CL. La forma madura de la
proteina tiene un peso molecular de 7 a 8 kDa y
tiene una distribucion periodica de residuos polares
y no polares caracteristicos de proteinas asociadas
a superficies de membrana de las interfases aire/
liquido (22).

La secrecion del surfactante ocurre mediante
exocitosis de los CL. El proceso ocurre por fusion
de la membrana limitante que rodea los CL con la
membrana plasmatica del los neumocitos tipo II.
La secrecion in vitro del surfactante es estimulada
por los agonistas 3-adrenérgicos, catecolaminas,
adenosina y toxina del cdlera, agentes éstos que
activan la adenilciclasa e incrementan el AMP cicli-
co (AMPc). La sintesis de surfactante es estimulada
también por glucocorticoides, prolactina, hormonas
tiroideas, insulina y estrégenos (22, 23).

La depuracién del surfactante de los alvéolos
puede ocurrir por varias vias incluyendo ingestion
por macréfagos alveolares, ascenso a las vias
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aéreas, degradacion enzimatica en la superficie
alveolar y re-captacion por neumocitos tipo Il y
otras células. El surfactante puede ser internalizado
nuevamente a los CL y secretado; un 25 a 95% del
surfactante pulmonar hace reciclaje (24).

2. Las vias metabolicas de sintesis
de fosfolipidos del surfactante

La concentracién de fosfatidilcolina (lecitina)
en el liquido amnidtico es menor que la de esfingo-
mielina hasta la semana 30 de la gestacion; entre
las semanas 30 y 32 de gestacién la concentracion
de ambos fosfolipidos se iguala y después de la
semana 32 continla aumentando la produccion
de lecitina, mientras que la produccion de esfin-
gomielina disminuye. La produccién de lecitina es
maxima a la semana 35 de gestacion. Se acepta
que una relacion L/E = 2 es indicativa de madu-
rez pulmonar fetal (25). El fosfatidilglicerol (FG)
aparece normalmente alrededor de la semana 35
de gestacion y aumenta progresivamente hasta
el término de la gestacion. El fosfatidilinositol (FI)
aumenta después de la semana 30 de gestacion,
alcanza un pico a las semanas 36 a 37 y luego
disminuye gradualmente (26).

Las enzimas necesarias para la sintesis de los
fosfolipidos del surfactante se han localizado en los
microsomas y en el citosol de los neumocitos tipo
[1?4. Existen por lo menos dos mecanismos para la
sintesis de dipalmitoil-fosfatidilcolina: 1) la sinte-
sis de novo a partir de diacilgliceroles saturados
y 2) la deacilacion y reacilacion de fosfatidilcolina
1-saturada-2-insaturada que involucra a la fosfoli-
pasa A2y a las aciltransferasas (27).

La enzima limitante de la tasa es la
CTP:colinfosfato-citidiltransferasa. Esta enzima pue-
de ser regulada por procesos de fosforilacion-defos-
forilacién dependientes del AMPc y por mecanismos
dependientes de protein kinasa C. Las sustancias que

aumentan la formaciéon de AMPc o activan la protein
kinasa C estimulan la secrecion de CL. EIFG y el FI
se sintetizan a partir del CDP-diacilglicerol. EI FG se
sintetiza en las mitocondrias (28).

Hay dos vias de sintesis de la lecitina (fosfa-
tidilcolina):

1. La “via de la fosfocolintransferasa” que se
inicia con la fosforilacion de la colina a fos-
focolina utilizando el ATP como donador del
fosfato. Luego la fosfocolina se transforma en
citidilfosfocolina utilizando como donador al
citidiltrifosfato (CTP). Finalmente, la citidilfos-
focolina y el diacilglicerol, el cual proviene del
acido fosfatidico, son los substratos de la en-
zima fosfotransferasa de colina para dar como
producto final a la fosfatifilcolina. Esta via se
activa a las 35 semanas de gestacion.

2. La“viade latransferasa de metilo” utiliza un
producto no tensioactivo, la fosfatidiletanolami-
na que, por accion de la enzima metiltransfera-
sa produce palmitoilmiristoillecitina. Se activa
desde la semana 22 a 24 de la gestacion y
aumenta hasta el término e incluso después
del parto (29).

Por su lado, el FG se sintetiza por la via del aci-
do fosfatidico. En el primer paso el acido fosfatidico
se convierte en citidilfosfodiacilglicerol utilizando
como donador al CTP, posteriormente este com-
puesto se transforma en fosfato de fosfatidilglicerol
el cual se convierte finalmente en FG.

3. Los cuerpos lamelares

Los CL son estructuras subcelulares que se
han detectado en varios tipos de células tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Los CL
producidos por los neumocitos tipo Il son los mas
conocidos (figura 2). Un neumocito tipo Il promedio
contiene 150 £ 30 CL y la tasa de secrecion basal
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in vivo es de aproximadamente 15 CL por hora
en el pulmén de rata. Los CL se observan en los
neumocitos tipo Il fetales del humano desde las
semanas 20 a 24 de gestacion y se encuentran en
LA desde la semana 26 de gestacion (30).

Figura 2. Cuerpos lamelares del neumocito tipo Il

Tomado de: library.luhs.org/../ Vol%203/slides/image 1 8.html

En general los CL son organelas especializa-
das para almacenamiento y secrecion de ciertos
lipidos, como ocurre con el sistema surfactante de
los neumocitos tipo Il, y para las capas sellantes
impermeables de las células epiteliales de la piel,
la capa hidrofébica de la mucosa gastrica y la
lubricacion de las articulaciones (22, 28). Muchos
otros tipos de células de origen epitelial producen
CL en condiciones normales. Estas organelas se
observan en condiciones patoldgicas tales como:
alteraciones genéticas del metabolismo de los
lipidos, durante la curacion de heridas, procesos

degenerativos del cerebro o del sistema nervioso
y por efecto de drogas toxicas (22).

Los CL pueden estar rodeados por una mem-
branay tener un nucleo compuesto de membranas
multilamelares. Estas estructuras contienen enzi-
mas lisosomales y apolipoproteinas que regulan
su funcién e integridad. Para su formacion es
posible que el material membranoso, proveniente
del reticulo endoplasmico, de las mitocondrias o
de otras estructuras, sea dirigido por el aparato de
Golgi hacia los CL. Los componentes lipidicos que
se incorporan a los CL se originan en diferentes
sitios: la fosfatidilcolina en el reticulo endoplasmico,
la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina en las
mitocondrias, la esfingomielina en el aparato de
Golgi y el colesterol en el reticulo endoplasmico
o por endocitosis (22). Se ha encontrado que la
proteina ABCA3 (ATP-binding cassette protein
3) transporta los lipidos a través de la membrana
celular o de la membrana limitante de los CL. Para
enriquecer los CL en fosfatidilcolina esta proteina
podria transportar la fosfatidilcolina hacia los CL o
extraer fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfin-
gomielina o esfingolipidos de los CL (31).

La secrecion del surfactante ocurre por exoci-
tosis de los CL, proceso que inicia con la fusion de
membranas. El calcio interviene en el acoplamiento
entre el estimulo y la secrecion y en el mecanis-
mo de la exocitosis de los CL (32). Después de la
fusion de las membranas, ocurre recuperacién de
las proteinas de la membrana de los CL hacia el
interior de los neumocitos tipo Il; ambos procesos
pueden estar regulados en forma concurrente (33).
La internalizacion de la proteina SP-A requiere
de la clatrina (14,33) lo que sugiere que la SP-A
actlia con los neumocitos tipo Il por la via clasica
de endocitosis mediada por receptor (34). Los
componentes de la membrana son redistribuidos
entre los CL pre-existentes en la célula (16).
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4. Riesgos y beneficios de
los corticoides antenatales

Desde la publicacion de Liggins y Howie en
1972 (35), se ha demostrado en varios experimen-
tos controlados que la administracion antenatal de
corticoides en gestantes con parto pretérmino tiene
beneficios a corto plazo, tales como, disminucién de
en un 40% de la mortalidad, disminucion del SDR
y disminucion de la hemorragia intracraneal de los
neonatos (36). Los glucocorticoides aumentan los
mMRNA vy la sintesis de SP-A y SP-B, asi como el
contenido de sintetasa de &cidos grasos, colageno
y elastina en el pulmon fetal (22). En muchas es-
pecies los corticoides aumentan la sintesis de los
fosfolipidos mayores del surfactante por aumento de
la actividad de enzimas de la sintesis de los lipidos
tales como: colina-fosfotransferasa, fosfocolina-
citidiltransferasa. Lisofosfatifilcolina-aciltransferasa,
sintetasa de acidos grasos y glicerofosfato-fosfati-
diltransferasa. Los corticoides también aceleran la
aparicion de los CL. En respuesta a los corticoides,
los fibroblastos del pulmén producen Factor Fibro-
blasto-Neumocito que aumenta la produccion de
fosfolipidos por los neumocitos tipo Il (35).

A pesar de que estudios con animales han mos-
trado disminucion del crecimiento somatico, cerebral
y pulmonar cuando se usan corticoides antenatales
(37), los experimentos aleatorizados en humanos han
suministrado muy poca evidencia de efectos deleté-
reos (38,39). Doyle y colaboradores (40) analizaron
a la edad de 14 afos a 154 supervivientes quienes
pesaron al nacer menos de 1.501 gramos, de los cua-
les 78 (51%) habian recibido una dosis de corticoides
antenatales, encontrando mayores puntajes z para
estatura, menor tasa de pardlisis cerebral y mayor
cociente intelectual en los nifios que recibieron corti-
coides antenatales. No encontraron diferencias en la
funcion pulmonar entre el grupo que habia recibido
corticoides y el grupo control.

C. PRUEBAS DE MADURACION
PULMONAR FETAL

Las pruebas de maduracion pulmonar fetal se
realizan en muestras de LA obtenidas por amnio-
centesis. La prueba mas frecuentemente usada
es la relacion L/E. Ademas se han descrito otros
métodos tales como: la prueba de Clements, la
determinacion del FG, la absorbancia del LA a 650
nm, la fluorescencia polarizada, la microviscosidad
del LA, métodos de inmunoaglutinacién y enzimati-
cos para medir lecitina y esfingomielina, la espec-
trofotometria para determinar los fosfolipidos que
contienen colina y el recuento de CL. Las pruebas
mas utilizadas son las siguientes:

1. Relacion lecitina/esfingomielina

Ala semana 20 de gestacion la concentracion
de lecitina en LA es muy baja, alrededor del 21%
del total de lipidos; mientras que la concentracion
de esfingomielina es del 51%. Al avanzar la ges-
tacion el nivel de esfingomielina permanece casi
constante mientras que el de lecitina continta
aumentando, incrementandose en forma aguda
después de la semana 35. Asi, en el pulmén madu-
ro la lecitina comprende del 50 al 80% del total de
los fosfolipidos del surfactante. El nivel constante
de esfingomielina proporciona un estandar interno
para comparacion con la lecitina, que constituye la
base de la prueba.

La concentracion de lecitina y esfingomielina
se determinan por el método de Gluck y colabora-
dores (25) utilizando separacion por cromatogra-
fia en capa fina. La razén L/E descrita por estos
autores se considera como el patron de oro para
determinar la madurez pulmonar fetal. Los valores
criticos de la relacion L/E en funcion de la madurez
pulmonar fetal se dividen en tres categorias: inma-
dura, transicional y madura. Una relacion L/IE < 1.5
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indica inmadurez, una relacién L/E entre 1.5y 1.9
indica una condicidn transicional y una relacion L/E
de 2 a 2.5 o0 mayor indica madurez.

La relacion L/E puede dar falsos positivos
particularmente en gestantes con diabetes gesta-
cional y con diabetes mellitus tipo 2 (41). Por esta
razon se han utilizado puntos de corte mas altos
(relacion L/E = 2.5 o > 3) para indicar madurez
pulmonar fetal en embarazos complicados con
diabetes (42). La prueba practicada en muestras de
LA contaminadas con meconio o sangre materna o
fetal también pueden dar falsos positivos (relacion
L/E = 2) (43). Por otro lado, determinar la relacion
L/E es un proceso complejo, que requiere entrena-
miento especifico y es muy poco disponible, aun
en instituciones de alta complejidad.

2. Prueba de Clements

La prueba de agitaciéon o de estabilidad de la
espuma fue descrita en 1972 por Clements (44). La
prueba se basa en el hecho de que los compuestos
tensioactivos del surfactante tienen la capacidad
de formar burbujas al agitarse en presencia de
etanol. Para realizarla se hacen diluciones suce-
sivas de LA en etanol al 95% que se mezclan en
diferentes proporciones, se agitan y se dejan en
reposo, pasado el tiempo de reposo se observa
la formacion de burbujas estables en la interfase
liquido-aire. Cuando hay un anillo completo y esta-
ble de burbujas en los tubos que tienen diluciones
1:2 o mayores de LA hay madurez pulmonar fetal
(26). La prueba de Clements puede ser util cuando
no se disponga de otros métodos por su alto valor
predictivo positivo (99% a 100%); sin embargo,
se han informado valores predictivos negativos
desde un 10% hasta un 92%". La sensibilidad de
las pruebas de maduracién pulmonar fetal puede
aumentar cuando se realizan en paralelo. La prue-

ba de Clements también se altera en presencia de
sangre, meconio u oligoamnios (44).

3. Determinacion de fosfatidilglicerol

El FG se determina por cromatografia bidirec-
cional en capa fina (26). Este fosfolipido aumenta
desde la semana 35 hasta el término de la ges-
tacion y demostrar cualitativamente su presencia
indica madurez pulmonar fetal en el 98% de los
casos. La sintesis de FG se retrasa en fetos de
madres con diabetes gestacional; sin embargo,
su presencia en estos casos indica maduracion
pulmonar fetal (45). En otros casos, como en rup-
tura prematura de membranas y en pre-eclampsia,
el FG puede aparecer antes de la semana 35 de
gestacion. A pesar de las ventajas aparentes que
tiene esta prueba, se han informado casos en los
cuales ocurrio SDR en presencia de FG; por otro
lado, su ausencia no significa que sea inevitable
el SDR (46).

4. Absorbancia del liquido amniético a
650 nandometras

A medida que aumenta la concentracion de
CL se incrementa la absorbancia del LA a 650 nm.
Una absorbancia = 0.15 indica madurez pulmonar
fetal. Aunque el método es facil de realizar y tiene
un elevado valor predictivo positivo, tiene una
proporcion de falsos negativos muy alta, cercana
al 80% (47).

5. Fluorescencia polarizada

Consiste en determinar por fluorescencia la re-
lacion surfactante-albumina. Cuando el resultado de
fluorescencia polarizada es < 0.260 indica madurez
pulmonar (48). La prueba es sencilla, pero el valor
predictivo negativo es relativamente bajo (61%).
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6. Microviscocidad del liquido amniético

Se determina por fluorescencia polarizada y se
fundamenta en el hecho de que la viscosidad del
LA declina desde la semana 32 de la gestacién en
adelante. Tiene una proporcioén de falsos negativos
muy alta.

7. Determinacion de fosfolipidos que
contienen colina

Schosinsky y colaboradores (49) describieron
un método para determinar los fosfolipidos que
contienen colina. EI método se basa en la accion
de la fosfolipasa D sobre los fosfolipidos, reaccion
que libera colina. Este compuesto es oxidado,
por la colina-oxidasa, a betaina con la produccién
simultanea de perdxido de hidrogeno el cual se
oxida a fenol: éste se acopla a la 4-aminofenazona
produciendo un cromdégeno rojo que se mide por
espectrofotometria a 500 nm. La intensidad del
color a 500 nm es directamente proporcional a la
concentracion de fosfolipidos que contienen colina.
La sangre y la bilirrubina producen cierto grado de
interferencia.

Dado que algunos autores consideran que
la concentracion de lecitina es una alternativa
adecuada para evaluar la madurez pulmonar (50).
Schosinsky y colaboradores hicieron un analisis
comparativo de su método con la determinacion
de lecitina por un método enzimatico, encontrando
un coeficiente de correlaciéon de 0,945. El método
es sencillo, econémico, preciso y requiere poco
volumen de muestra, pero aun se necesita evaluar
su utilidad clinica.

8. Recuento de cuerpos lamelares
Los CL tienen un tamafio similar al de las

plaguetas por lo que puede determinarse su con-
centracion en LA utilizando el canal de plaquetas de

los contadores automaticos de hematologia (51).
El método fue descrito en 1989 por Dubin usando
contadores hematoldgicos que registran un tamafio
de particulas = 1.7 fL (52). El recuento de CL puede
compararse con las pruebas de absorbancia del LA
debido a que la dispersion de la luz, causada por
los CL en suspension, es la responsable del color
turbio del LA de los fetos maduros.

El recuento de CL no se afecta cuando el LA
esta contaminado con cantidades pequenas de
meconio, aunque aumenta falsamente cuando
esta presente una cantidad considerable (53).
El recuento también aumenta falsamente con la
presencia de moco (53) lo que limita su utilizacion
en muestras obtenidas por via vaginal. La sangre
completa puede reducir falsamente el recuento de
CL, mientras que la sangre lisada osmoéticamente
puede aumentarlo. El recuento de LA no parece
alterarse por la conservacion refrigerada del LA
hasta por dos semanas (54).

El resultado del recuento de CL se informa
como numero de CL/pL de LA. En general, un re-
cuento > 50.000 CL/uL concuerda con una relacion
L/E > 2.0 en el 70% de los casos. Sin embargo, se
han descrito varios puntos de corte para determi-
nar madurez pulmonar fetal y, en consecuencia,
diferentes caracteristicas operativas de la prueba.
Dubin (52) recomienda un punto de corte de 26.000
CL/uL para LA centrifugados y de 40.000 CL/uL
para LA no centrifugados; Lee y colaboradores
(55) informaron una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 80% con un punto de corte de
50.000 CL/uL y, en nuestro medio, Cifuentes (56)
informo un valor predictivo positivo del 94% y un
valor predictivo negativo del 82% utilizando un
punto de corte de 16.000 CL/uL*. Finalmente, un
meta-analisis de Wijnberger LD y colaboradores
(57) informd una sensibilidad entre el 71y el 100%
y una especificidad entre el 73 y el 100%. Estos
autores informaron que las curvas de las caracte-
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risticas operativas del receptor (curvas ROC) para
la prediccion del SDR del recién nacido, mostraban
un desempefio ligeramente mejor del recuento de
CL que la relacion L/E (58).

El recuento de CL es una técnica sencilla, de
bajos costos y con buenas caracteristicas operati-
vas, por lo que se ha considerado como la primera
eleccion para el estudio de la madurez pulmonar
fetal (58). No obstante, ademas de las esperadas di-
ferencias en las caracteristicas operativas obtenidas
con distintas prevalencias y diversos puntos de cor-
te, se han obtenido resultados discordantes segun si
hay o no centrifugacién (58), cuando hay diferencias
en las técnicas de centrifugacion (59) y cuando se
usan diferentes tipos de contadores de hematologia
para hacer el conteo de CL. Un estudio comparativo
encontro que el Sysmex XE-2100 (Sysmex) mostro
la mejor concordancia (86%) con el Coulter Gen-S
(Beckman Coulter), seguido por el ADVIA 120 (Bayer
Corporation) (78%), y que la concordancia del Cell-
dyn 3500 (Abbott Laboratorios) con el Coulter Gen-S
fue del 66% (59). Por estas razones se requiere
que las instituciones investiguen las caracteristicas
operativas de la prueba y establezcan el punto de
corte apropiado para su laboratorio.
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