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ABREVIATURAS UTILIZADAS

AMPc Adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
ATP Adenosina 5-trifosfato

CoA ' Coenzima A

DRC Dominio de reconocimiento de carbohidratos
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LBA Lavado broncoalveolar

LPC Lisofosfatidilcolina
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NBD-PC Nitrobenzodiazofosfatidilcolina
NBD-PE Nitrobenzodiazofosfatidiletanolamina
NBD-PG Nitrobenzodiazolfosfatidilglicerol
NATA N-acetil-triptofanamida
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PC Fosfatidilcolina
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PI Fosfatidilinositol

PMFS Fluoruro de fenilmetanosulfonilo
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PS Fosfatidilserina

RH-PE N-(lisamina rodamina B sulfonil)-fosfafatidiletanolamina
SDS Dodecilsulfato sédico

SM Esfingomielina

TPA 48 forbol 128 miristato 130 acetato
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1.1. LOCALIZACION DEL SURFACTANTE PULMONAR. ASPECTOS
HISTOFISIOLOGICOS DE LA UNIDAD ALVEOLO-CAPILAR

Para mantener sus procesos metabélicos, los animales superiores requieren oxigeno
molecular. El aparato respiratorio se encarga de la captacién de oxigeno y la eliminacién
de anhidrido carbénico, que son transportados hacia y desde los tejidos del organismo por

el sistema circulatorio.

Los 6rganos encargados del intercambio gaseoso son los pulmones. Cada pulmén se
organiza siguiendo un sistema de vias aéreas que se origina por bifurcacién de la tridquea.
Esta se ramifica progresivamente originando conductos de un calibre cada vez menor, hasta
los bronquiolos respiratorios, que terminan en unas pequefas cavidades: los alveolos
pulmonares. Estos son los tinicos puntos donde se produce el intercambio gaseoso. Para la
eficacia de este proceso se expone una gran superficie en contacto con la atmésfera. El
pulmén humano posee 300 millones de alveolos que dan cuenta de una superficie total de
140 m? (Gehr et al., 1978). Ademds, la organizacién anatémica de los alveolos debe estar
adaptada al establecimiento de un intimo contacto entre la luz alveolar y los capilares. Por
ello, la barrera alveolo-capilar constituye una fina membrana que permite la répida difusién
de los gases, al mismo tiempo que impide la liberacién de agua y solutos hacia la luz
alveolar. Estd constituida por tres capas: una epitelial; una intersticial, intermedia, y una

interna endotelial (Figura 1).

El lado endotelial de la barrera alveolo-capilar estd constituido por un endotelio

capilar, estructural y funcionalmente idéntico al endotelio vascular del resto del organismo.

La capa intersticial estd formada en el 50% de la superficie alveolar por una simple
ldmina basal de tipo fibroso, situada entre los neumocitos tipo I y las células endoteliales
de los capilares (Burri, 1985). En esta zona se produce el intercambio gaseoso. En el resto
del alveolo, la capa intersticial estd4 més engrosada, especialmente en los septos. En estas
zonas, la capa intersticial se compone de un tejido conectivo fibroso compuesto por una

matriz de fibras eldsticas y de coldgeno, fibronectina y proteoglicanos. Existen células de
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Lumen Capilar

Capa de

f t i
Surfactante ALVEOLO Tipo |

Lumen Capitar _ 5

Macrofago

Fibroblasto

Intersticio

FIGURA 1. Seccion transversal de un alveolo.

origen mesenquimético (fibroblastos, miofibroblastos y pericitos), células inmunitarias
(linfocitos T) e inflamatorias {macréfagos intersticiales y células de Langerhans). (Para

revision ver Weibel y Crystal, 1991).

El lado epitelial de la barrera estd formado por dos tipos celulares, los neumocitos
tipo I y los neumoacitos tipo II, que estdn recubiertos por una capa acuosa que contiene una
sustancia de naturaleza liproteica, denominada surfactante pulmonar. La funcién principal
del surfactante pulmonar es reducir la tensién superficial del liquido que recubre la
superficie alveolar cuando se reduce el drea del alveolo durante la espiracién. Si este
complejo lipoproteico, capaz de modificar la tensién superficial, no estuviese presente se
desarrollarian, segtn la ley de Laplace P= 2T/r que relaciona la presi6én de apertura de las

cdmaras (P) con la tensi6n superficial (T) y el radio del alveolo (r), considerables diferencias
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de presi6n entre alveolos de distinto tamafio, lo que conducirfa al colapso de los m4s

pequeiios durante la espiracién.

Para desempefiar su funcién el surfactante se dispone como una monocapa en la
interfase aire-liquido. Cuando, durante el ciclo respiratorio, disminuye el drea del alveolo,
aumenta la concentracién de este agente tensoactivo en la interfase, alcanzando valores

minimos de tensién superficial e impidiendo que el alveolo colapse.

Con respecto a los dos tipos de células epiteliales, los neumocitos tipo I son células
planas, con nficleo pequefio y extensiones citoplasmaticas de gran tamafio. Cubren entre un
90y un 95% de la superficie alveolar, a pesar de que s6lo son el 7% de las células del septo
alveolar. Su misién es facilitar el intercambio gaseoso, reduciendo la distancia entre la luz
alveolar y los capilares. En su interior presentan pocas mitocondrias, algunas cisternas del
reticulo endoplasmdtico con ribosomas y escaso aparato de Golgi. Se pueden observar
vesiculas pinociticas que pueden transportar pequefias cantidades de albimina e
inmunoglobulinas hacia el espacio alveolar. Los neumocitos tipo I son células totalmente

diferenciadas que han perdido la capacidad de dividirse (Schneeberger, 1991).

Los neumocitos tipo II son células cibicas que se localizan en las uniones de los
septos alveolares. Constituyen el 15% de las células del septo alveolar, pero no cubren mas
del 10% de la superficie alveolar. Son células metab6licamente muy activas. El rasgo mds
caracteristico de estas células es la presencia de los cuerpos lamelares. Estos orgénulos
constituyen el almacén intracelular del surfactante pulmonar. Contienen muiltiples bicapas
de fosfolipidos rodeadas de una membrana limitante. Los cuerpos lamelares contiene
proteinas especificas del surfactante. Aunque la funcién prihcipal de los neumocitos tipo IT
es la sintesis y secrecién del surfactante pulmonar, estas células intervienen en el
metabolismo de agentes xenobi6ticos, en la regulacién del equilibrio hidrico transepitelial
y en el mantenimiento del epitelio alveolar, por su capacidad de proliferar y diferenciarse
en neumocitos tipo I cuando estas células se ven afectadas por cualquier tipo de lesién

pulmonar. (Para revisién, ver Mason y Williams, 1991).

Los neumocitos tipo II sintetizan y secretan a la luz alveolar el surfactante pulmonar.
El ciclo biolégico de este complejo lipoproteico (Figura 2) se inicia con la sintesis de sus
componentes en el reticulo endoplasmatico de estas células. Algunos de estos componentes

se procesan, posiblemente en el aparato de Golgi, y posteriormente se almacenan en los
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cuerpos lamelares en forma de bicapas lipidicas altamente empaquetadas y rodeadas de una
membrana limitante. El contenido de los cuerpos lamelares se secreta por exocitosis a la luz
alveolar, donde sufre una serie de modificaciones que alteran sus propiedades bioquimicas

y morfolégicas. En una primera etapa, el contenido de los cuerpos lamelares recién

D Morocapa de DPPC
L)

LUz
ALVEOLAR

Macrotago

INTERSTICIO Endotelio

Acidos grasos
Glucosa

Colina

Fostato

Etc.

LuZ
CAPILAR

FIGURA 2, Ciclo metabélico del surfactante pulmonar.

a) Sintesis en ¢l reticulo endoplasmatico. b) Formacién de los cuerpos lamelares. ¢) Secrecién. d)
Formaci6n de la mielina tubular. ¢) Formaci6n de la monocapa en la interfase aire-liquido alveolar. f)
Recaptura. (cl) Cuerpos lamelares. (cm) cuerpos multivesiculares. (g) Aparato de Golgi.

secretados adquiere una estructura caracteristica del surfactante: la mielina tubular.

Mediante microscopfa electrénica se ha identificado a'la mielina tubular como una red de
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tibulos de secciones cuadradas constituidos por bicapas lipidicas (Williams, 1977, 1978). Esta
forma extracelular parece ser precursora de la monocapa que se dispone en la interfase aire-
liquido, responsable de las propiedades tensoactivas del complejo. Esta monocapa estd
enriquecida en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) mediante un proceso de insercién selectiva
y/o exclusién selectiva de otros componentes durante la contraccién y expansién del alveolo
debida al ciclo respiratorio. También se observan en el alveolo vesiculas uni y multilamela-
res. La eliminacién del surfactante de la Iuz alveolar se produce mediante fagocitosis por los

macréfagos alveolares o bien por endocitosis por los neumocitos tipo II.

En el espacio alveolar existen macréfagos alveolares. Son las células no parenquima-
ticas mds abundantes del pulmén. Realizan una funcién clave en la defensa alveolar a través
de su capacidad de eliminar particulas extrafias y microorganismos. Asimismo, funcionan
como células accesorias en la respuesta inmune. Derivan de monocitos que salen de los
capilares, entran en el intersticio, donde se multiplican, y finalmente migran hacia la luz
alveolar (Crystal, 1991).

12, COMPOSICION DEL SURFACTANTE PULMONAR

Bajo la denominaci6n de surfactante pulmonar se incluye una fraccién intracelular
constituida por los cuerpos lamelares y una fraccién extracelular que se puede recuperar
mediante lavado broncoalveolar. Esta titima es heterogénea. Mediante centrifugacién
diferencial (Thet et al., 1979; Magoon et al., 1983; Baritussio et al,, 1984) o en gradiente de
densidad (Gross y Narine, 1989) se recuperan vesiculas fosfolipidicas, mielina tubular y
cuerpos lamelares recién secretados. Los resultados obtenidos indican que todas ellas tienen
una composicién lipidica semejante (Magoon, 1983) y se diferencian en la composicién
proteica (Wright et al,, 1984).

Los estudios de composicién se han realizado utilizado como material de partida a)
lavados broncoalveolares, b) cuerpos lamelares aislados a partir de homogeﬁeizados de
pulmén, ¢) material secretado por el pulmén fetal al liquido amniético y d) material

secretado por neumocitos tipo II al medio de cultivo.
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1.2.1. COMPOSICION LIPIDICA

El 90% del peso del surfactante pulmonar estd constituido por lipidos {Whitsett,
1991; Wright y Clements, 1987). De ellos m4s del 80% son fosfolipidos (Jobe e Ikegami,
1987; Bambang-Cetomo et al,, 1988), y especialmente fosfatidilcolina (PC), que constituye
aproximadamente un 80% de los mismos (Tabla I). (Wright y Clements, 1987). La mayor
parte de este fosfolipido es DPPC, de manera que esta especie molecular disaturada
constituye entre un 40 y un 45% del peso del surfactante. (Schlame et al., 1988; Casals et al.,
1990; Van Golde y Casals, 1991). Las PCs insaturadas constituyen aproximadamente el 25%
de los fosfolipidos del surfactante. Son principalmente formas monoenoicas en las que en
las posiciones sn-1y sn-2 aparecen en mayor medida los 4cidos palmitico y oleico (Schlame
et al., 1988).

El fosfatidilglicerol (PG) aparece en un porcentaje elevado de los fosfolipidos del
surfactante, aproximadamente en un 10% (King, 1984). Esta clase de fosfolipidos es escasa
en las membranas biol6gicas. Usuaimente aparece en cantidades inferiores al 2% (White,
1973). En algunas especies como mono Rhesus (Egberts et al., 1987), pollo (Hylka y Doneen,
1982), tortuga (Lau y Keough, 1981) o sapo (Goiii et al., 1981) se encuentra en cantidades
muy pequefas o préicticamente ausentes. En estos animales el surfactante pulmonar
contiene una cantidad equivalente de fosfatidilinositol (PI). La administracién de inositol
a conejos causa una elevacién en el contenido de PI, acompafiada con una disminucién
paralela en el contenido de PG sin que esta variacién produzca ninguna alteracién en la
funcién del surfactante (Beppu et al., 1983). Ambos fosfolipidos son 4cidos, lo qﬁe indicaria
que, o bien la presencia de cargas negativas, o la existencia de grupos hidroxilo, podrian ser
requerimientos estructurales para el establecimiento de interacciones moleculares en el

surfactante.

Las otras clases de fosfolipidos se encuentran en proporciones menores. As{ la
fosfatidiletanolamina (PE) constituye el 3% de los fosfolipidos del surfactante extracelular.
La proporcién es algo mayor en los cuerpos lamelares, probablemente como consecuencia
de la existencia de una membrana limitante en estos orgdnulos (Van Golde y Casals, 1991).
La fosfatidilserina (PS} y la esfingomielina (SM) constituyen aproximadamente el 3 y el 4%
de los fosfolipidos del surfactante, respectivamente. Otros fosfolipidos como lisofosfolipidos
y alquilacil y alquenilacil fosfolipidos, se encuentran en un porcentaje menor. Los lipidos

neutros como colesterol y 4cido palmitico constituyen un 10% de la masa del surfactante.
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Otros lipidos neutros como diglicéridos y triglicéridos se encuentran en muy baja

proporcién.

TABLAI: COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DEL SURFACTANTE EXTRACELULARAIS-
LADO DE DISTINTAS ESPECIES DE MAMIFEROS

% DE FOSFOLIPIDOS TOTALES

E——t it er———

LIPIDO  cERDO* CONEJO® GATOS HOMBRE® MONOY PERRO®  RATAS

PC, fosfatidilcolina; PG fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; SM, esfingomielina; PI,
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina.

"PI + PS,*SM + PI + Ps + otros, > PS + otros, * PI + PS + otros.

* Harwood y Richards, 1985. " Casals et al., 1990. Shelley et al., 1984. ® Egberts et al., 1987.
¢ Schlame et al,, 1988.

12.2. COMPOSICION PROTEICA

El contenido proteico del surfactante pulmonar varia considerablemente, dependien-
do del procedimiento de aislamiento empleado. Las proteinas componen un 10% de la masa
del surfactante que se recupera en el lavado broncoalveolar. De ellas, la mitad aproximada-
mente son proteinas del plasma. Incluyen principalmente albimina e inmunoglobulinas. El
resto, corresponde a proteinas especificas del surfactante pulmonar, que se han clasificado

en dos grupos, basdndose en su solubilidad en disolventes acuosos:
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Hidrofilicas. Denominadas SP-A y SP-D de acuerdo con el criterio establecido
por Possmayer (1988). La SP-A constituye entre un 3 y un 4% de la masa del
surfactante (Hawgood, 1991). No se conoce de un modo definitivo la cantidad de SP-
D presente en el surfactante. Kuroki y colaboradores (1991 a) muestran que la
cantidad de SP-D en lavados broncoalveolares de rata es un 12% de la cantidad de
SP-A en las mismas muestras. De acuerdo con estos resultados, es probaléle que la
cantidad de SP-D en el surfactante sea inferior al 0.5%. La SP-A y la SP-D son
proteinas que, por presentar una regién semejante al coldgeno y otra regién
homéloga a las lectinas de tipo C se han incluido en una familia de;proteinas

denominadas colectinas (Drickamer et al., 1986).

Hidrofébicas. Denominadas SP-B y SP-C, de acuerdo con el mismo criterio. Son
insolubles en disolventes acuosos y se extraen con los lipidos del surfactante en la
fase orgénica. Son proteinas pequefias que proceden de precursores de mayor
tamafio. Se ha estimado que constituyen aproximadamente un 1-2% de la masa del

surfactante.

1.3. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE
LAS PROTEINAS DEL SURFACTANTE PULMONAR

1.3.1. PROTEINAS HIDROFILICAS

1.3.1.1. Colectinas. Caracteristicas generales

Las colectinas son un grupo de proteinas relacionadas estructural y funcionalmente.
Se caracterizan porque presentan una regién N-terminal de secuencia y estructura
secundaria semejante al coldgeno y una regién C-terminal con actividad tipo lectina o
asociada al sistema de complemento. Esta familia incluye a las proteinas del surfactante SP-
A y SP-D, a las proteinas del suero que unen manosa (MBP), la conglutinina bovina y el
factor de complemento C1q. En ésta ultima, el dominio C terminal contiene una regién de
unién de inmunoglobulinas. En todas las demds proteinas, esta regién une carbohidratos en

un proceso dependiente de calcio, de acuerdo con su homologfa con las lectinas de tipo C.
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Recientemente se ha aislado y caracterizado una lectina presente en el suero bovino,

denominada CL-43, que podria también pertenecer a esta familia (Holmskov et al,, 1993).

Todas ellas son proteinas oligoméricas. Las subunidades se ensamblan mediante la
asociacién de tres cadenas polipeptidicas a través de sus regiones N-terminales para formar
una triple hélice de coldgeno. En la SP-A, Clq, MBP y conglutinina la triple Kélice de
coldgeno presenta un acodamiento por la interrupcién de la repeticién de la secuencia Gly-
X-Y. Las regiones no colagénicas adoptan una estructura globular. En el caso de la SP-A,
6 triples hélices de coldgeno se asocian para formar una estructura peculiar que se asemeja
a un ramo de flores (Voss et al., 1988; Thiel y Reid, 1989; Sastry y Ezekowitz, 1993), en el
que las cabezas globulares asemejarian las flores y las regiones colagénicas los tallos (Figura
3). La conglutinina y probablemente la SP-D adoptan una estructura con forma de cruz
(Thiel y Reid, 1989; Sastry y Ezekowitz, 1993). Cuatro triples hélices de coldgeno se unen
por sus regiones N-terminal mientras que los dominios C-terminales se alejan para formar

los brazos (Figura 3).

Al menos cuatro colectinas, C1q, MBP, SP-A y conglutinina, se unen a un mismo tipo
de receptor de membrana plasmética (Malhotra et al, 1990), una glicoproteina de 56 kDa
(Malhotra y Sim, 1989). No se ha estudiado hasta el momento la unién de la SP-D
(Malhotra et al., 1993).

Este receptor se ha aislado de numerosos tipos celulares, incluyendo linfocitos
de amigdala humana, una linea celular de monocitos (Malhotra y Sim, 1989), células
endoteliales y plaquetas (Peerschke et al, 1993) y de una linea de neumocitos tipo II
(Malhotra et al., 1992).

La unién de Clq, SP-A, conglutinina y MBP al receptor se produce a través de
la regién de colageno (Malhotfa et al,, 1993). Estos autores sugieren que la regién donde
se produce el acodamiento de la triple hélice de coldgeno, una zona con abundancia de
residuos cargados, podria ser la regién implicada en la unién de las colectinas al receptor
de colectinas, ya que al incrementarse la fuerza i6nica del medio se inhibe el proceso de

unién de las proteinas al receptor.

SP-A, SP-D, MBP y conglutinina participan en la defensa no inmunitaria frente a
agentes patogenos (Sastry y Ezekowitz, 1993). Las colectinas actuarian como puentes entre

los agentes infecciosos y las células fagociticas. A través del dominio de reconocimiento de
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carbohidratos se unen a las bacterias o virus y a través del dominio colagénico al receptor
de las células fagociticas (Haurum et al.,, 1993; Sastry y Ezekowitz, 1993; Haagsman et al.,
1994).

FIGURA 3. Estructura de Clq o SP-A (a), MBP (b) y conglutinina (c).

SP-A y Clq son proteinas hexaméricas constituidas por seis triples hélices de
colageno unidas a un dominio globular. Ambas constan de 18 subunidades. MBP
tiene una estructura similar, pero cuando sc aisla aparece una poblacién mas
heterogénea, constituida por trimeros principalmente, tetrsmeros y hexamerds.
La conglutinina es una proteina de mayor tamaiio, formada por cuatro
protémeros, cada una de ellos con una regién colagénica y otra globular. Toma-
do de Sastry y Ezekowitz, 1993.
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13.1.2. SP-A

1.3.1.2.1. Estructura de la SP-A

El estudio de la estructura primaria de la SP-A pone de manifiesto la presencia de
dos dominios estructuralmente diferentes en cada subunidad de la SP-A: un dominio N-
terminal, de secuencia y estructura semejante al coldgeno, y un dominio C-terminal con
actividad de tipo lectina. La masa molecular de cada subunidad de la SP-A se ha
determinado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS y en
condiciones reductoras. Se obtienen valores que oscilan entre 26 y 38 kDa, con puntos
isoeléctricos entre 4.5 y 5.0. Esta heterogeneidad deriva principalmente del grado de
glicosilacién de la SP-A. La SP-A estd glicosilada en la regién C-terminal. Mediante
microscopia electrénica se observa que la forma nativa de la SP-A tiene una compleja
estructura hexamérica con 6 dominios globulares conectados a un tallo comiin (Voss et al,,
1988). Esta compleja estructura parece estar compuesta por 18 subunidades (Voss et al.,
1988; King et al, 1989). En un primer paso del proceso de ensamblaje de la SP-A 3
subunidades se unen para formar una unidad que vamos a denominar protémero, mediante
la formacién de una triple hélice de coldgeno estabilizada por puentes disulfuro
intercatenarios (Hass et al,, 1991). Parece ser que el dominio globular de cada subunidad
podria funcionar como un sitio de nucleacién para la formacién de la triple hélice en
analogfa con otros coldgenos (Spissinger et al, 1991). En un dltimo paso, la estructura
hexamérica de la SP-A se formaria por agregacién lateral de las regiones colagénicas de 6

protémeros (Figura 4} de forma semejante a como ocurre con otras colectinas.

Los dominios estructurales de cada subunidad de SP-A presentan las siguientes

caracteristicas (Figura 4):

N-terminal. Incluye un péptido sefial de 20 amino4cidos, que se elimina en las etapas
iniciales del procesamiento de la proteina. Existe una cisteina en esta region en todas
las especies estudiadas que es esencial para la formacién de puentes disuifuro
intermoleculares (Benson et al., 1985), importantes en el alineamiento de las
cadenas, y necesarios para la oligomerizacion de la proteina madura. En la mayor
parte de las especies estos puentes disulfuro son los Gnicos enlaces covalentes entre

las subunidades de la SP-A. Sin embargo, en la proteina humana existen otras
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cisteinas en posiciones 67 y 85 que podrian formar puentes disulfuro (Hawgood y
Schiffer, 1991). En esta regién existe un posible sitio de glicosilacién en algunas
especies como perro (Benson et al., 1985) y rata (Sano et al., 1987 ¢). Sin-embargo,
no existe en la proteina humana (White et al., 1985) o conejo (Hawgood, 1989). La
regién N-terminal de la proteina de rata se acetila "in vitro” en cultivos de
neumocitos tipo II (Weaver et al,, 1986). No se sabe si esta modificacién ocurre
también "in vivo". La modificacién no se ha detectado en SP-A de perro (Weaver
et al,, 1986).

Regién semejante al coldgeno. Se extiende entre los amino4cidos 8 y 80. Consta de
la repetici6n de 23 tripletes Gly-X-Y. La posici6én Y est4 ocupada por prolina en 13
de los 23 tripletes. En todos, estd modificada post-traduccionalmente a hidroxiprolina
(Hawgood, 1989). Esta region se organiza estructuralmente como una triple hélice
de coldgeno. Los espectros de dicroismo circular de la SP-A muestran una banda
negativa a 205 nm (Voss et al, 1988; King et al., 1989; Haagsman et al., 1990), que
desaparece después del tratamiento con colagenasa bacteriana (Voss et al., 1988;
King et al., 1989). Asimismo, el tratamiento de la SP-A con tripsina produce un
fragmento resistente a la digestién por esta enzima proteolitica que, cuando se
analiza mediante dicroismo circular, presenta un espectro tipico de coldgeno (King
et al., 1989). Mediante microscopia electronica de SP-A purificada se observa una
estrecha asociacion lateral en la mitad N-terminal de la zona colagénica de manera
que las 6 triples hélices de coldgeno se asocian en la forma madura

de la proteina (Voss et al, 1988). La repeticién de la secuencia Gly-X-Y se
interrumpe después del triplete 13 en la SP-A humana. Mediante microscopia
electrénica se visualiza que esta interrupciébn provoca un acodamiento en la
direccién de las triples hélices de coldgeno de manera que ya no existe asociacién

lateral entre ellas (Voss et al., 1988).

Dominio globular. Estd formado por los iltimos 148 aminodcidos, en el extremo
C-terminal de la proteina. Incluye un dominio de reconocimiento de carbohidratos,
constituido por los ultimos 130 aminodcidos, homélogo con el de otras proteinas que
unen a azidcares en presencia de calcio (lectinas tipo C) (Drickamer et al,, 1986). En
todas estas proteinas, este dominio de reconocimiento de carbohidratos se
caracteriza por la presencia de 18 residuos invariables, entre ellos 4 cisteinas. En la
SP-A la cisteina de la posicién 135 se une mediante puente disulfuro alade posicién

226. Igualmente ocurre con las de posiciones 204 y 218 ( Haagsman et al., 1989; Ross
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et al,, 1991). Esta regién de la SP-A est4 glicosilada en la asparagina de la posicién
198 (Hawgood, 1989). Los azdcares unidos en esta posicién a la SP-A de rata se
sulfatan en cultivos de neumocitos tipo II (Weaver et al., 1987). La incorporacién de |
restos de 4cido sidlico también contribuye a la heterogeneidad de cargas de la
proteina (Hawgood y Schiffer, 1991).

SP-A

Dominlo colagénlco Union a lipidos ? Dominlo lectina  Sitio de glicosilacion

NH, §F

Puentes disulfuro Acodamiento
intermoleculares
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FIGURA 4. Dominios estructurales de la SP-A y ensamblaje de los mon6meros para

formar la estructura oligomérica de la proteina nativa.
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13.1.2.2. Propiedades de la SP-A

A) Unién de aziicares i

La SP-A une aziicares en un proceso dependiente de calcio (Haagsman et Eal., 1987).
- La unién requiere el mantenimiento de la integridad estructural de la proteina, 'ya que la
reduccién y alquilacién de la SP-A, la desnaturalizacién térmica de la triple hélice de
coldgeno y el tratamiento con colagenasa bacteriana anulan la capacidad de uni6n de la SP:
A a aziicares inmovilizados sobre agarosa (Haagsman et al., 1987). '

;

La selectividad de la uni6n de distintos aziicares a la SP-A se ha estudiado midiendo
la inhibicién por distintos azdcares de la unién de SP-A a manano inmovilizado. La SP-A
unida al manano se valora mediante técnicas inmunoldgicas, utilizando anticuerpols anti-SP-
A. La SP-A une selectivamente N-acetil-manosamina> L-fucosa, maltosa> D-glucosa> D-
manosa (Haurum et al., 1993). Otras colectinas como la conglutinina o MBP en lails mismas
condiciones muestran mayor afinidad por N-acetil-glucosamina, azicar que noiinhibe la
unién de la SP-A a manano (Haurum et al., 1993). 1

La uni6én de los azicares a la SP-A depende de calcio. No se produce unién a
concentraciones de calcio inferiores a 10 pM. La uni6n 6ptima se produce a concentraciones
de calcio en el rango 0.1-1 mM (Haurum et al, 1993). En presencia de otroé cationes
divalentes, como estroncio, y en menor medida bario y manganeso, también se produce

unién de azicares a la SP-A (Haagsman et al.,, 1987). i
B) Unién a lipidos !

- |
Una de las propiedades mds importantes de la SP-A es su capacidad de unir
fosfolipidos. La SP-A se coaisla con los lipidos del surfactante, encontrdndose por-' tanto, en
el alveolo asociada con ellos (King y McBeth, 1979; 1981). I
Los ensayos de unién de la SP-A a vesiculas de fosfolipidos se han realizado con *1-
SP-A y/o liposomas marcados con “C. Los datos de los que se dispone actualme;nte sobre

la interaccién de la SP-A con los fosfolipidos son los siguientes:
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- Mediante técnicas de centrifugaci6n en gradiente de densidad se ha demostrado
que la SP-A se une en mayor medida a vesiculas mixtas de DPPC con
fosfatidilglicerol. La mdxima unién se produce con vesiculas de DPPC/DPPG
(85:15, en peso) (King et al,, 1983). Sin embargo, mediante experimentos de
interaccién de *#I-SP-A con fosfolipidos inmovilizados sobre placas de silicagel,
Kuroki y Akino (1991) observaron una interaccién especifica de la SP-A con
DPPC y SM. Ld SP-A no se unia a DPPG en las mismas condiciones. Ambos

estudios se realizaron en presencia de calcio.

- Mediante técnicas de sedimentaci6n se ha demostrado que la unién de la SP-A
a fosfolipidos es mayor a temperaturas por debajo de la temperatura de

transicion de fase de los fosfolipidos correspondienies (King et al., 1986).

- La unién de la SP-A a los lipidos requiere el mantenimiento de Ja integridad
estructural de la proteina. El tratamiento con colagenasa bacteriana (Kuroki y
Akino, 1991; Ross et al., 1991) o la reduccién y alquilacién de la proteina (Ross
et al., 1991) anula la capacidad de la SP-A de unirse a fosfolipidos.

No se conoce la regién de la molécula que interacciona con los fosfolipidos, aunque
Ross y colaboradores (1986) sugieren que la region de unién entre el dominio colagénico
y el dominio de reconocimiento de carbohidratos, una zona con abundancia de residuos

hidrofébicos que se ajusta al modelo de una hélice anfip4tica, podria ser la zona implicada.

En cuanto al efecto de la SP-A sobre los fosfolipidos, los datos de los que se dipone

son los siguientes:

- Mediante técnicas de espectroscopia infrarroja se ha demostrado que la SP-A
no modifica sustancialmente el perfil de transicién de fase de vesiculas de
DPPC/DPPG (85:15, en peso) cuando se utiliza una relacién lipido/SP-A (1:1,
en peso). A una relacién (1:2, en peso) incrementa la temperatura de transicién
de fase sin afectar a la cooperatividad del proceso, lo que sugiere que la
interaccién entre la SP-A y los fosfolipidos ocurre, probablemente, por
interacciones electrostaticas entre la proteina y la cabeza polar de los mismos
(Reilly et al., 1989).
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- La SP-A agrega vesiculas de fosfolipidos en presencia de calcio (King et al.,
1981; Hawgood et al., 1985; Haagsman et al.,, 1989; Ross et al,, 1991). La agrega-
cién de vesiculas requiere el mantenimiento de la integridad estructural de la
SP-A, ya que el tratamiento con colagenasa bacteriana (Haagsman et al., 1989;
Ross et al., 1991} y la reduccién y alquilacién de la SP-A impiden la agregacién
(Ross et al 1991). La desglicosilacién de la SP-A mediante tratamiento con
endoglicosidasa F disminuye drdsticamente la agregacién de vesiculas de
DPPC/PG de huevo (7:3, en peso) inducida por la SP-A (Haagsman et al,
1991). Estos autores suponen la existencia de un mecanismo de agregacién de
vesiculas basado en la unién de los aziicares de una molécula de SP-A al sitio
de unién de aziicares de otra molécula de SP-A, pero no se ha publicado
ningin otro trabajo que apoye esta posibilidad. Serdn necesarios nuevos
estudios para afirmar o descartar la existencia de un mecanismo de agregacién

de vesiculas de este tipo.

- La SP-A no fusiona vesiculas lipidicas, pero incrementa la actividad fusogénica
de la SP-B, o al menos la capacidad de la SP-B de mezclar el componente
lipidico de estas vesiculas. El proceso es dependiente de calcio (Poulain et al.,
1991).

- La SP-A aumenta la adsorcién de extractos lipidicos del surfactante pulmonar,
que contienen las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C, en presencia de calcio
(Hawgood et al., 1985; Efrati et al., 1987; Chung et al., 1989; Venkitaraman et
al,, 1990). En ausencia de las proteinas hidrofébicas, el incremento en la
velocidad de adsorcién de fosfolipidos provocado por la SP-A es insuficiente
para explicar las propiedades del surfactante (King et al,, 1983; Yuy Pbssmayer,
1990).

1.3.1.2.3. Funciones de la SP-A

Desde que se produjo el aislamiento y caracterizacién de las proteinas del surfactante
pulmonar se ha atribuido a dichas proteinas diversas funciones. Existen argumentos que
apoyan la participacion de las proteinas en pricticamente todas las etapas del ciclo biol4gico
del surfactante, desde el ensamblaje en los cuerpos lamelares, hasta la internacién del

complejo por los neumocitos tipo II o los macréfagos alveolares (Figura 10). La SP-A es una
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proteina oligomérica, y su peculiar estructura le permite unir aztcares, interaccionar con los
fosfolipidos y unirse a receptores de membrana de los neumocitos tipo II y macréfagos
alveolares. Por tanto, puede establecer gran nimero de interacciones moleculares que le

permiten intervenir en numerosas etapas del ciclo biolégico del surfactante (Figura 10):

- Participacién en la formacién de la mielina tubular. "In vitro" se obtienen
figuras semejantes a las de mielina tubular a partir de mezclas de lipidos que
contienen DPPC y fosfatidilglicerol, junto con SP-A, SP-B y calcio (Suzuki et al.,
1989; Williams et al., 1991).

- Promocién de la adsorcién de fosfolipidos a la interfase aire-liquido en
presencia de las proteinas hidrofébicas (Efrati et al,, 1987; Hawgood et al 1987;
Chung et al.,, 1989; Cockshutt et al., 1990; Venkitaraman et al., 1990)

- Inhibicién de la secrecién (Dobbs et al.,, 1987; Rice et al.,, 1987) y estimulacién
de la recaptura del surfactante pulmonar (Wright et al., 1987) por los neumoci-
tos tipo II, probablemente a través de la interaccién con un receptor, compor-

tandose como un regulador de la concentracién del complejo en el alveolo.

- Participacién en la defensa alveolar. Se une, probablemente a tfavés de la
interaccién con un receptor, a la superficie de los macréfagos alveolares
(Wintergerst et al., 1989; Wright et al., 1989; Pison et al,, 1992), estimulando su
migracién e incrementando la fagocitosis de bacterias y virus por estas células
(Van Iwaarden et al., 1990; 1992 b;). |

Todas estas funciones son dependientes de la unién de calcio a la SP-A.

13.13. SP-D

1.3.1.3.1. Estructura de la SP-D

La SP-D fue la ultima proteina especifica del surfactante aislada y caracterizada, a
partir de medios de cultivo de neumocitos tipo II de rata (Persson et al., 1988), de lavados

broncoalveolares de rata (Persson et al, 1989) y humanos (Lu et al, 1992) y de fluido
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amniético humano (Lu et al., 1992). Se trata de un grupo de varias proteinas con un punto
isoeléctrico entre 6y 8 (Persson et al.,, 1989) con una masa molecular determinada mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida de 43 kDa en condiciones reductoras y 120-130 kDa
en ausencia de agentes reductores (Persson et al., 1988; 1989). El tratamiento de la proteina
con endoglicosidasa F o neuraminidasa previo a la realizacién de la electroforesis reduce la
masa molecular aparente a 40 kDa (Persson et al,, 1988), lo que indica que la SP-D estd
glicosilada. La masa molecular de la proteina nativa determinada mediante cromatografia
de penetrabilidad es de 620 kDa (Persson et al., 1989; Shimizu et al., 1992).

Se conoce la secuencia de amino4cidos derivada de los correspondientes cDNA para
la SP-D de rata (Shimizu et al., 1992), humana (Rust et al,, 1991; Lu et al., 1992) y bovina
(Lim et al.,, 1993). De su estudio se puede deducir que presenta una gran homologia con la
SP-A y otras proteinas pertenecientes al grupo de las colectinas, especialmente con la
conglutinina. De acuerdo con esa homologia con las colectinas, la SP-D une azicares en

presencia de calcio, con una mayor afinidad para a-D-glucosa.

Al igual que en la SP-A, en la SP-D pueden establecerse varios dominios estructura-

les (Figura 5):

N-terminal. Esta constituido por 25 amino4cidos. Aparecen dos residuos de cisteina
en posiciones 15 y 20 que establecen puentes disulfuro intercatenarios. Estas cisteinas
estdn conservadas en todas las especies estudiadas. A esta regién le precede un

péptido senal (Lu et al., 1992).

Dominig colagénico. Est4 constituido por 177 amino4cidos en las protefnas humana
y de rata (Shimizu et al,, 1992; Rust et al,, 1991; Lu et al, 1992) y por 171 en la
bovina (Lim et al., 1993). Al igual que en la SP-A, est4 constituido por la repeticién
de la secuencia Gly-X-Y. 33 residuos de prolina y 12 de lisina aparecen en estas
posiciones (Shimizu et al., 1992). El 30% de las prolinas y el 40% de las lisinas estdn
hidroxiladas (Persson et al., 1989). Los primeros 22 aminodcidos de esta regién
estdn conservados en todas las proteinas estudiadas (Lim et al., 1993). En esta
regién colagénica no existe ninguna cisteina. La incubacién de la proteina con
colagenasa bacteriana produce un fragmento resistente de 20 kDa que retiene la
afinidad de unién a los azicares (Lu et al, 1992, Persson et al, 1988). En este
dominio existe un sitio de glicosilacién (Rust et al., 1991; Shimizu et al., 1992; Lu et
al., 1992; Lim et al., 1993).
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FIGURA 5. Estructura de la SP-D.

Tomado de Haagsman, 1994.

Dominio_C-terminal. Estd formado por 153 amino4cidos en las proteinas

estudiadas. La especificidad por los aziicares viene determinada por 17 o 18 residuos
conservados en todas las SP-D estudiadas. Entre ellos, cuatro residuos de cistefna en
las posiciones 261, 331, 345 y 353 de las proteinas de rata y humana, y 225, 325, 339
y 347 en la bovina (Lirri et al,, 1993), que forman puentes disulfuro intracatenarios.
No se conocen los residuos implicados en la formacién de cada puente disulfuro,
pero si el patrén fuese similar al observado en otras proteinas de este grupo, incluida
la SP-A los puentes disulfuro implicarian a las Cysy-CySss, ¥ C¥8y,-Cysses de las

proteinas de rata y humana, y las correspondientes cisteinas de la proteina bovina.
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1.3.1.3.2. Propiedades de la SP-D
A) Uni6n de aziicares

Al igual que las SP-A, MBP y conglutinina, la SP-D une azicares en presencia de
calcio (Persson et al,, 1990). La afinidad es mayor para a-D-glucosa y sacdridos de este
azicar como maltosa, maltotriosa e isomaltosa. También une manosa, galactosa y fucosa.
No presenta unién a azicares aminados. La concentracién de calcio necesaria para la unién
es muy baja, del orden micromolar. A diferencia de la SP-A, no existe unién de aztcares
a la SP-D en presencia de otros cationes divalentes como estroncio, bario 0 manganeso
(Persson et al., 1990)

B) Uni6n a fosfolipidos

A diferencia de las otras proteinas especificas del surfactante pulmonar, no se ha
establecido de un modo definitivo la unién de la SP-D a los fosfolipidos. La centrifugacién
de muestras de lavado broncoalveolar a 33000 x g durante 16 horas permite separar un
precipitado en el que se encuentran los lipidos y las proteinas hidrof6bicas y un sobrenadan-
te. Mediante ELISA se detecta que mas del 70% de la SP-D presente en el lavado
broncoalveolar se encuentra en el sobrenadante, mientras que sélo un 0.9% de la SP-A se
encuentra en esa fraccién. Por tanto, en el lavado broncoalveolar la SP-D no se encuentra
mayoritariamente asociada con los complejos lipoproteicos que forman la SP-A, la SP-B, la
SP-C y los fosfolipidos del surfactante (Kuroki et al,, 1991 a). Sin embargo, este grupo de
investigadores muestra que fracciones de SP-D homogéneas segiin electroforesis en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS, cuando se analizan mediante cromatografia de alta
resolucién (HPLC), aparecen como dos picos, uno de los cuales desaparece cuando,
previamente a su aplicacién en la columna, se somete a las muestras a una extraccién con
butanol. El andlisis de la fraccién soluble en butanol mediante cromatografia en capa fina
muestra que los lipidos asociados a la SP-D son colesterol, triglicéridos, 4cidos grasos y
sobre todo fosfolipidos. El principal componente de éstos es fosfatidilcolina y, en general,
la composicién de los fosfolipidos es semejante a la del surfactante. Dada la semejanza
estructural con la SP-A, podria suponerse una interaccién con los lipidos semejante a la de

la SP-A. Sin embargo, existen diferencias:
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- La SP-D no compite con '*I-SP-A por la unién a DPPC inmovilizada sobre
placas de silicagel (Kuroki et al., 1991 a).

- La SP-D no agrega vesiculas de DPPC/PC de huevo/PG de huevo (9:3:2
m/m/m) (Kuroki et al,, 1991 a).

- La SP-D interacciona de manera especifica con PI (Kuroki et al., 1992).

La SP-D une glicolipidos, exclusivamente glucosilceramidas, en presencia de calcio.
La SP-D no une galactosilceramidas ni ceramidas. No se produce unién en presencia de

otros cationes divalentes (Kuroki et al,. 1992).

1.3.1.3.3. Funciones de la SP-D

Hasta el momento la tinica funcién atribuida a la SP-D es su participacién en la
defensa alveolar frente a agentes pat6genos. Se ha publicado que la SP-D se une a la
superfice de los macréfagos alveolares y estimula la produccién de radicales superéxido por
estas células (Van Iwaarden et al,, 1992 a). La SP-D incrementa la fagocitosis de bacterias
(Kuan et al,, 1992; Crouch et al, 1992), probablemente actuando como puente entre los
agentes infecciosos y las células fagociticas. Hasta el momento, no se ha estudiado la unién
de la SP-D al receptor de colectinas, comtin para Clg, SP-A, MBP y conglutinina, ni a

ningiin otro receptor de membrana.

Los estudios realizados hasta el momento no atribuyen una participacién de la SP-D
en la organizacién estructural del surfactante pulmonar. Esta proteina no se encuentra en
la mielina tubular ni en los cuerpos lamelares (Crouch et al., 1991, Vorhoout et al,, 1992).
La extraccién selectiva de la SP-D no afecta a los valores de tensién superficial de muestras
de surfactante (Persson et al., 1990). A diferencia de la SP-A, no parece alterar la secrecién
de DPPC por los neumocitos tipo IT (Kuroki et al., 1991 b).
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13.2. PROTEINAS HIDROFOBICAS

13.2.1. SP-B

1.3.2.1.1. Estructura de la SP-B

Se conoce la secuencia de la proteina obtenida a partir de] cDNA de la SP-B humana
(Glasser et al,, 1987; Jacobs et al., 1987; Revak et al., 1988), de perro (Hawgood et al., 1987),
conejo (Xu et al., 1989), rata (Emrie et al., 1989) y rat6n (ID’Amore-Bruno et al., 1991).

La forma funcionalmente activa de la SP-B es un péptido de 79 aminodcidos
(Curstedt et al., 1988). La masa molecular determinada mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS es de 18 kDa en condiciones no reductoras y de 6-9 kDa
en ausencia de agente reductor. Del an4lisis de su secuencia se puede deducir que tiene un
alto contenido en aminoécidos hidrofébicos, dos aminodcidos cargados negativamente y diez
u once aminoécidos bdsicos, por lo que la carga neta del péptido es positiva al pH
fisiol6gico. Contiene 7 cisteinas en la mayor parte de las especies estudiadas. Las posiciones
de estos residuos estdn conservadas. Se ha establecido el patrén de puentes disulfuro
intramoleculares (Figura 6) que existen en el péptido humano y en el de cerdo (Johansson
et al, 1991 a; 1992): Cys,-Cys,, Cys,-Cys,, y Cys,-Cys,,. La cisteina de posicién 48 establece
un puente disulfuro intermolecular con el correspondiente residuo de la misma posicién de
otra molécula de SP-B, formando un homodimero que es la forma en la que se encuentra

la SP-B en la mayor parte de las especies estudiadas (Hawgood et al., 1987).

Utilizando perfiles de Hidropatia se ha podido concluir que el péptido presenta al
menos dos regiones que son compatibles con la existencia de hélices anfipdticas (Glasser
et al,, 1987; Takahaski et al., 1990; Waring et al., 1990) que le permitiria interaccionar con
la bicapa lipidica. Estudios de espectroscopia infrarroja (Vandenbussche et al., 1992 a) o de
dicroismo circular utilizando tanto SP-B sintética (Morrow et al. 1993 a) como proteina
aislada de pulmén de cerdo (Pérez-Gil et al, 1993) muestran que en todos los casos, el

péptido presenta entre un 40 y un 45% de «-hélice en presencia de lipidos.
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FIGURA 6. Representacion esquemdtica de la estructura de la SP-B.

Los cfrculos llenos indican aminofcidos hidrofébicos que se encuentran
conservados en las proteinas humana, porcina, canina y de rata. Los puentes
disulfuro intracatenarios que se establecen entre los residuos 8y 77, 11y 71 y 35
y 46 estin también altamente conservados. La SP-B aparece como un
homodimero estabilizado por puentes disulfuro intercatenarios que se establecen
a través de la cisteina de posicion 48 dec dos moléculas de SP-B. Tomado de
Johansson et al. (1991 a).

La forma madura del péptido procede de un precursor de mayor tamaiio. El
precursor de la SP-B tiene 381 residuos en la SP-B humana (Jacobs et al., 1987; Pilot-Matias
et al., 1989), 362 en la de perro (Hawgood et al, 1987), 376 en la de rata (Emrie et al,,
1989), 377 en la de rat6n (D’Amore-Bruno et al; 1991) y 370 en la de conejo (Xu et al.,
1989). La masa molecular del precursor es de 40-42 kDa determinada mediante electrofore-
sis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. Los primeros 20-25 amino4cidos de este
precursor son hidrofébicos y se ajustan al modelo propuesto para los péptidos sefal (Jacobs
et al., 1987). Las secuencias que flanquean al péptido maduro son relativamente hidrofilicas
y podrian facilitar el transito intracelular de la proteina antes de la eliminaci6n de las
secuencias flanqueantes y de su posterior secrecién. En todas las especies existe un sitio de
glicosilacién en el extremo C terminal del precursor. El tratamiento con endoglicosidasa F

0 tunicamicina incrementa la movilidad electroforética del precursor (Weaver y Whitsett,
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1989, O'Reilly et al., 1989), lo que indica que el precursor de 1a SP-B se encuentra realmente
glicosilado. A partir de la secuencia del cDNA de la SP-B humana se puede deducir la

secuencia del cDNA de la SP-B humana se puede deducir la existencia de un sitio adicional
de glicosilacién en la regién N terminal del precursor (Glasser et al., 1987; Jacobs et al,,

1987, Pilot-Matias et al., 1989), aunque no se conoce si la modificacién ocurre "in vivo".

Los precursores de la SP-B son proteinas heterogéneas respecto a la carga. Asi, el
precursor de la SP-B humana es un conjunto de proteinas con puntos isoeléctricos de 5.1-5.4
(O'Reilly et al., 1989).

1.3.2.1.2. Propiedades de la SP-B. Unién a lipidos

La SP-B es una proteina hidrofébica que se aisla junto con los lipidos en la fase
orgédnica que resulta de la extraccién del surfactante con disolventes orgénicos. Por tanto,
se encuentra estrechamente asociada a los lipidos del surfactante y la interaccién con ellos

modifica sustancialmente algunas propiedades de los lipidos:

- La presencia de SP-B promueve la mezcla del componente lipidico entre
vesiculas, determinado mediante estudios de transferencia de energia entre
vesiculas que incluyen PE marcada en su cabeza polar con una sonda fluorescen-
te, nitrobenzoxadiazol (NBD-PE) y vesiculas que incluyen PE marcada en su
cabeza polar con una molécula aceptora, rodamina (RH-PE) (Poulain et al,,
1991). Resultados semejantes se han obtenido mediante la variacién de la tasa
de emisién de fluorescencia dimero/monémero de sondas de pireno-PC
(Oosterlaken-Dijkterhuis et al., 1992). El proceso se produce tanto con vesiculas
neutras como con vesiculas 4cidas, aunque la presencia de PG incrementa
considerablemente la mezcla del componente lipidico, y lo hace dependiente de
calcio (Poulain et al., 1991; Qosterlaken-Dijkterhuis et al, 1992). El efecto
sinérgico producido por la SP-A sobre la actividad de la SP-B para inducir la
mezcla del componente lipidico entre vesiculas de DPPC/DPPG (7:1, mol/mol)
(Poulain et al,, 1991), podria deberse a la agregacién de vesiculas inducida por
la SP-A en presencia de calcio, que facilite el subsiguiente proceso de fusi6én o
a través de interacciones entre la SP-A y la SP-B, hasta el momento no

demostradas.
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- Mediante la utilizacién de sondas fluorescentes como 4cido trans-parindrico,
4cido cis-parindrico o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), se pone de manifiesto
que la interaccién de la SP-B con vesiculas de DPPC/DPPG (7:1, mol/mol) no
modifica los valores de anisotropia de fluorescencia de estas sondas tanto en el
estado gel como en el liquido-cristalino. Dado que éstas se localizan en el
interior hidrofébico de la bicapa, estos resultados sugieren que la SP-B no
modifica sustancialmente el empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas
de los fosfolipidos (Baatz et al., 1990). Cuando el mismo tipo de vesiculas se
marcan con 6-NBD-PC se observa que la interaccién de la SP-B con estas
vesiculas incrementa considerablemente los valores de anisotropia de fluorescen-
cia en el estado gel y ligeramente en el estado liquido-cristalino. El efecto de la
SP-B depende de la concentracién del péptido y alcanza un valor m4ximo en
presencia de un 2% de SP-B (en peso). Cuando se utiliza la sonda 6-NBD-PG,
la interaccién con la proteina produce un incremento de la anisotropia de
fluorescencia a bajas concentraciones del péptido (0.5%, en peso) y una
disminuci6n a concentraciones m4s altas, llegando a anularse completamente
la transicién de fase en presencia de un 2% de SP-B (Baatz et al.,, 1990). Estos
resultados muestran una interaccién preferente de la SP-B con vesiculas que
contienen fosfatidilglicerol, probablemente a través de interacciones electrostati-
cas entre grupos cargados positivamente de la SP-B y las cabezas polares del
fosfatidilglicerol. El efecto que la SP-B ejerce sobre las cadenas de acilo resulta
ser limitado (Morrow et al., 1993 a). En la figura 7 se muestra un esquema del

modelo més aceptado para la estructura de la SP-B en bicapas lipidicas.

- La SP-Bincrementa la velocidad de adsorcién de fosfolipidos a la interfase aire-
liquido (Hawgood et al., 1987; Revak et al., 1988; Waring et al., 1989; Sarin et
al., 1990; Pérez-Gil et al., 1992 a).

- Cuando la SP-B se situa en la interfase aire-liquido incrementa la insercién de
fosfolipidos, afiadidos en la subfase, en la monocapa interfacial (Oosterlaken-
Dijksterhuis et al., 1991 a). La insercién de fosfolipidos a la monocapa no
depende de la clase de lipido empleada y se incrementa a medida que lo hace
la concentracién de fosfolipidos en la subfase o la concentracién de proteina en
la monocapa. La insercién depende del tamafio de vesicula: la tasa de insercién
de vesiculas unilamelares grandes de DPPC/PG de huevo (7:3, en peso) es 10

veces mayor que la de vesiculas unilamelares pequefias de la misma composi-
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cién, probablemente debido al menor radio de curvatura de estas ultimas. El
proceso de insercién depende de la presencia de cationes divalentes, especial-

mente calcio (Oosterlaken-Dijkterhuis et al., 1991 a).
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FIGURA 7. Modelo estructural propuesto para la SP-B en
bicapas lipidicas.

1.3.2.1.3. Funciones de la SP-B

Se han propuesto varias posibles funciones de la SP-B en el surfactante pulmonar
(Figura 10):

- Participacién en la formacién de la mielina tubular. * In vitro" se necesita la
presencia de SP-B para reconstituir mielina tubular (Suzuki et al., 1989, Williams
et al., 1991). No se conocen los mecanismos que intervienen en la formacién de
la mielina tubular, pero se supone que deben existir procesos de fusién de
membrana. La SP-B induce mezcla del componente lipidico entre vesiculas
(Poulain et al, 1991; Oosterlaken-Dijkterhuis et al, 1992) y podria estar

implicada en esos fenémenos de fusién.

- Contribuye a las propiedades tensoactivas del surfactante facilitando la
adsorci6n de los fosfolipidos a la interfase aire-liquido (Hawgood et al., 1987;

Revak et al., 1988), contribuyendo al enriquecimiento de la monocapa en DPPC



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 28

durante el proceso de compresién por eliminacién de fosfolipidos 4cidos e
insaturados de la monocapa (Yu y Possmayer 1990), y alterando el comporta-

miento de la monocapa durante el proceso de compresién (Longo et al., 1993).

13.2.2, SpP-C

1.3.2.2. 1. Estructura de la SP-C

Se conoce la secuencia de la proteina derivada del cDNA humano (Warr et al.,, 1987,
Glasser et al., 1988 a y b), de rata (Fisher et al.,, 1989) y de ratén {Glasser et al.,, 1990 b).
También se conoce la secuencia de la SP-C canina y bovina (Johansson et al.,, 1991 b; Stults
et al., 1991), de conejo (Johansson et al., 1991 b) y de cerdo (Johansson et al., 1988). Todas
ellas muestran una secuencia muy conservada. E! precursor es una proteina de 197
aminodcidos, con una masa molecular de 20-21 kDa. En el extremo N-terminal aparece una
secuencia relativamente hidrofilica, por lo que posiblemente el precursor de la SP-B carezca
de péptido sefal. El precursor de la SP-B puede ser una proteina integral de membrana en
la que la secuencia madura del péptido serviria de sefal, formando el dominic de
interaccién con la bicapa (Keller et al,, 1991). No se han detectado sitios de glicosilacién
(Hawgood, 1989; Weaver y Whitsett, 1991).

La forma madura es un péptido de 35 amino4dcidos, que se extiende entre los
residuos 25 y 60 del precursor. Se han encontrado péptidos truncados, con uno o dos
aminodcidos menos en la SP-C humana (Johansson et al., 1988), probablemente debido a
una accién no especifica de la proteasa que procesa sobre el precursor. Se pueden distinguir
(Figura 8) dos zonas diferenciadas en la molécula de SP-C: Una regién N-terminal,
relativamente hidrofilica y una regién C-terminal muy hidrofébica. En la regién N-terminal
aparecen dos cisteinas en posiciones 5 y 6 que se unen mediante enlaces tioéster a dos
cadenas de 4cido palmitico (Curstedt et al., 1990; Stults et al,, 1991). En la SP-C de perro
s6lo se une una molécula de 4cido palmitico al unico residuo de cisteina presente
{(Johansson et al.,, 1991 b; Stults et al 1991). No se conoce la implicacién funcional de esta
modificacién, pero probablemente la presencia de las cadenas hidrocarbonadas unidas a los
residuos de cisteina modifica la interaccién de la regi6n N-terminal de la molécula, més
hidrofilica, con los fosfolipidos, y estabilizaria una coformacién determinada en esta zona.

En esta misma regién N-terminal aparecen dos residuos cargados, lisina y arginina, que
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aparecen en las posiciones 11 y 12 del péptido maduro. A continuacién, desde el residuo 13
al 33, se extiende una regién muy hidrofébica, que relne los requisitos estructurales
necesarios para considerarse como una a-hélice transmembranal (Takahashi et al 1990;
Waring et al 1990). Esta prediccién se ha confirmado mediante espectroscopia de FTIR
(Pastrana et al., 1991; Vandenbussche et al., 1992 b) donde se ha calculado que el eje de la
hélice aparece paralelo a las cadenas de acilo de los fosfolipidos de la bicapa. Esta regi6n

incluye un 43% de valinas y un 35% de leucinas o isoleucinas.

FIGURA 8: Representacién esquemiética de la estructura de la SP-C.

Los cfrculos llenos indican aminoAcidos hidrof6bicos. La zona ondulada
corresponde la regién extremadamente hidrofobica de la proteina que se supone
que atraviesa la bicapa formando una o-hélice hidrof6bica (Figura 9). Las
cistefnas de posiciones 5 y 6 est4n palmitoiladas. Tomado de Curstedt et al.
(1990).

La SP-C presenta un alto contenido en a-hélice. Se han calculado porcentajes de un
60 % de esta estructura para la SP-C en lipidos (Pastrana et al., 1991: Keough et al.,, 1992).
Estos valores estdn de acuerdo con los obtenidos por Pérez-Gil y colaboradores (1993)
asignaron un 51% de a-hélice ﬁara la SP-C en una mezcla de acetonitrilo/agua (80:20, v/v).
La reconstitucién de la proteina en lipidos incrementaba el porcentaje de a-hélice de la SP-
C hasta un 60% en presencia de micelas de LPC, y hasta un 70% en presencia de vesiculas
de DPPC. Otros investigadores, mediante espectroscopia infrarroja, atribuyen un contenido
helicoidal més alto (hasta un 90%) para la SP-C en presencia de lipidos (Vandenbussche et
al., 1992 b).

El espectro de dicroismo circular de la SP-C en mezclas de trifluoretanol/agua

(70:30, v/v) muestran un alto contenido (80%) de estructura B8 (Pérez-Gil et al., 1993). Los
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estudios estructurales de SP-C por medio de espectroscopia infrarroja (Vandenbussche et
al., 1992 b) indican que la proteina posee una fraccién apreciable de estructura B, que
desaparece précticamente cuando la proteina se reconstituye en lipidos. El hecho de que la
SP-C adopte una estructura secundaria dependiente del medio en que se encuentre puede
estar relacionado con la acilacién de la proteina. Algunos experimentos (Kato et al., 1991)
realizados con péptidos hidrofébicos alquilados con una cadena hidrofébica larga en
diferentes posiciones, y muestran que los péptidos adoptan diferentes estructuras,
dependiendo del medio en que se encuentran. Cuando el péptido estd alquilado en una
posicién central, éste adopta una conformacién en a-hélice en lipidos y una estructura de
tipo 8 en disolventes orgénicos. Baatz y colaboradores (1992) han descrito la existencia de
un dimero de SP-C bovina. No presenta acilacién en los residuos de cisteina. Mediante
espectroscopia infrarroja estos autores muestran que a diferencia de la SP-C monomérica,
que se estructura como a-hélice en presencia de fosfolipidos, la forma dimérica adopta
mayoritarimente la estructura de cadena B. No se conoce el tipo de fuerza que estabiliza la
interaccién, aunque podria estabilizarse a partir de la formacién de puentes disuifuro entre
los residuos de cisteina de dos cadenas distintas. La dimerizacién provoca un cambio en la
estructura secundaria de la proteina que podria afectar al tipo de interaccién que se

establece con los fosfolipidos.

1.3.2.2.2. Propiedades de la SP-C. Unién a lipidos

La SP-C es una proteina atin mas hidrofébica que la SP-B. Es soluble tinicamente
en disolventes orgénicos. Al igual que la SP-B se aisla junto con los lipidos del surfactante
en la fase orgdnica resultante de la extraccién lipidica del complejo lipoproteico. Los datos
de los que se dispone acerca de la interacci6n de la SP-C con los fosfolipidos son los siguien-

tes:

- La SP-C aumenta la adsorcién de fosfolipidos a la interfase aire-liquido (Warr
et al., 1987; Revak et al,, 1988; Pérez-Gil et al., 1992 a).

- La SP-C forma monocapas muy estables (presién de superfice de colapso de 37
mN/m) y cataliza la insercién de fosfolipidos a la interfase aire-liquido desde
la subfase, aunque con menor eficacia que la SP-B (Oosterlaken-Dijsterhuis et
al., 1991 a).
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La SP-C no parece inducir mezcla del componente lipidico entre vesiculas
medida como transferencia de energia entre sondas de NBD-PE y RH-PE
situadas en distintas vesiculas (Poulain et al., 1991) o como la variacién de la
tasa de emisién de fluorescencia dimero/monémero de pireno-PC (Oosterlaken-
Dijksterhuis et al., 1992).

El modelo de interaccién con los lipidos propuesto para la SP-C se basa en la
existencia de un dominio hidrofébico que penetra en el interior de la bicapa,
probablemente a través de una a-hélice transmembranal y de la asociacién del
dominio N-terminal mediante interacciones electrostdticas con las cabezas
polares de los fosfolipidos (Figura 9). Simatos y colaboradores (1990), mediante
calorimetria diferencial de barrido, observaron que la SP-C disminuye la
temperatura de transicién de fase (Tm) vy la entalpia de la transicién de
vesiculas neutras de DPPC. Utilizando otras técnicas, como resonancia
magnética nuclear, se puso de manifiesto que la SP-C disminuye el orden de las
cadenas de acilo de vesiculas de DMPC-d,, (Simatos et al., 1990). Los resultados
obtenidos muestran que la SP-C penetra en el interior de la bicapa modificando
el empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas. Mediante la utilizacién de
sondas fluorescentes (NBD-PC y NBD-PG), que se localizan preferentemente
en la regién superficial de la membrana, Horowitz y colaboradores (1992)
observaron que la presencia de SP-C incrementaba los valores de anisotropia
de fluorescencia de vesiculas de DPPC/DPPG (7:1, mol/mol). Estos resultados
muestran que la SP-C ordena la regién de la cabeza polar de la bicapa. Re-
cientemente, Shiffer y colaboradores (1993) han observado mediante calorime-
tria difererencial de barrido que la SP-C incrementa la temperatura de
transicién de fase (Tm) y disminuye la entalpia de la transicién de fase de
vesiculas multilamelares de DPPC y DPPG. El incremento de Tm es mucho m4s
acusado con las vesiculas 4cidas. Estos resultados indican que la SP-C penetra
en el interior de la bicapa, perturbando el empaquetamiento de las cadenas de
acilo, y por otra parte, interacciona con las cabezas polares de los fosfolipidos
por interacciones electrostdticas. Mediante la utilizacién de microscopfa de
epifluorescencia, Pérez-Gil y colaboradores (1992 b) han observado que la SP-C
altera el empaquetamiento de monocapas de DPPC, favoreciendo la formacién
de dominios sélidos m4s numerosos y més pequefios que los que se observan
en ausencia de SP-C, de los que se excluye una sonda ﬂuoresc'ente, NBD-PC,

que se distribuye principalmente en la fase fluida.
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FIGURA 9: Modelo estructural propuesto para la SP-C en bicapas
lipidicas.

1.3.2.2.3. Funciones de la SP-C

La SP-C desempena distintas funciones en el surfactante pulmonar (Figura 10).

Incrementa la velocidad de adsorcién de los fosfolipidos a la interfase aire-

liquido (Warr et al., 1987; Revak et al 1988;).

Aumenta la estabilidad de la monocapa a los maximos valores de compresién

(Pastrana et al., 1991).
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FIGURA 10. Participacion de las proteinas en el ciclo metabélico del surfactan-
te pulmonar.

Los lipidos y las protefnas se sintetizan en el reticulo endoplasmético de los neumocitos
tipo Il y se transportan, via aparato de Golgi, a los cuerpos lamelares, vesiculas de
almacenamiento intracelular del surfactante. Después de la secreci6n al eéspacio
extracelular, el contenido de los cuerpos lamelares se transforma en mielina tubular,
precursora de una monocapa en la interfase aire-liquido. El surfactante se recicla mediante
la captura del mismo por los neumocitos tipo 11, donde puede ser degradado o reciclado
al incorporase de nuevo en los cuerpos lamelares para ser resecretado. Las protefnas SP-A
y SP-B son necesarias para la formacin de 1a mielina tubular. Las protefnas hidrofébicas
intervienen de manera decisiva en la transferencia de fosfolipidos desde la mielina tubular
a la interfase aire-liquido. La SP-A parece actuar como reguladora de la concentracion de
surfactante en el alveolo, inhibicndo su secrecién y activando su recaptura por los
neumocitos tipo 1I. La SP-A parece asimismo implicada en la activacién de la fagocitosis
de bacterias y virus por los neumocitos tipo II. Tipo I, neumocito tipo I; Tipo II, neumocito
tipo II; ENDO, células endoteliales; MES, célula mesenquimética; ERY, eritrocito; CAP,
capilar; AM, macré6fagos alveolares; RER, reticulo endoplasmético rugoso; LB, cuerpos
lamelares; TM, miclina tubular; A, B y C, SP-A, SP-B y SP-C, respectivamente. (-) A,
inhibido por la SP-A; (+) A,B, require SP-A y SP-B; (+) B,C, estimulado por SP-A y SP-
C. Tomado de Van Golde et al. (1994).
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14. SIGNIFICADO FISIOLOGICO DEL SURFACTANTE PULMONAR

El surfactante pulmonar es esencial para el correcto funcionamiento del ciclo
respiratorio. Su ausencia en nifios nacidos prematuramente conduce al desarrollo del
Sindrome de Distrés Respiratorio del Neonato (Avery y Mead, 1959; Fujiwara et al., 1980),
que se caracteriza clinicamente por baja compliance pulmonar asociada con colapso alveolar.
La instilacién intratraqueal de muestras de surfactante preparadas a partir de extractos
orgénicos de pulmones animales adultos mejora considerablemente la tasa de mortalidad y

las complicaciones clinicas de los pacientes (Hoekstra et al,, 1991; Liechtey et al., 1991).

Desde un punto de vista fisiolégico, se atribuyen al surfactante tres funciones
principales:
- Estabiliza los alveolos al final de la espiracién evitando el colapso de los més
pequeios (Factor antiatelectasico).
- Interviene en la regulacién de la homeostasis del liquido alveolar (Factor
antiedematoso).

- Participa en la defensa alveolar.

1.4.1. FACTOR ANTIATELECTASICO

La mecé4nica respiratoria se produce mediante la expansién y contraccién ciclicas
de los alveolos pulmonares. El parénquima pulmonar estd constituido por alveolos de
distintos tamafios. Estas cdmaras alveolares funcionan independientemente unas de otras.
Los alveolos estdn recubiertos por el surfactante pulmonar, que se dispone formando una
monocapa estable de DPPC, y tiene la funcién de disminuir la tensién superficial del liquido
al disminuir el 4drea del alveolo durante la espiracién. Si este complejo lipoproteico no
estuviera presente, se generarian considerables diferencias de presi6n entre alveolos de
distinto tamafio que conducirfan al colapso de los mds pequenos. Sin embargo, en presencia
de surfactante, al disminuir el 4rea del alveolo al final de la espiracién, la reduccién del
drea provoca el incremento de la concentracién de este agente tensoactivo, que reduce la

tensién superficial y evita el colapso alveolar.

Aunque no ha podido establecerse mediante anilisis bioquimicos la composicién de

la monocapa responsable de reducir la tensién superficial, estudios biofisicos apoyan la
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posibilidad de que esté altamente enriquecida en DPPC. Todos los fosfolipidos son capaces
de formar una monocapa estable en la interfase aire-agua, de acuerdo con su naturaleza de
lipidos anfipéticos, insolubles en agua. Los fosfolipidos se disponen con la cabeza polar en
contacto con el agua y las cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos extendiéndose hacia
el aire. Al excluir las moléculas de agua de la superficie disminuyen la tensién superficial
desde 70 hasta 25 dinas/cm, que constituye la tensién superficial de equilibrio de la mayor
parte de los fosfolipidos. Si los fosfolipidos se comprimen a una superficie inferior a la que
ocuparian bajo condiciones de equilibrio, se excluyen mds moléculas de agua de la superficie
y la tensién superficial puede reducirse a valores préximos a 0 dinas/cm. Una monocapa en
estas condiciones no es estable y colapsa. El material tiene tendencia a escapar de la

superficie y la tensién superficial se eleva a valores préximos a los de equilibrio.
Para ejercer su funcién el surfactante debe ser capaz de:

- reducir la tensién superficial a valores préximos a cero a bajos volimenes
alveolares. |

- la monocapa formada no debe colapsar, sino mantenerse estable en estas condi-
ciones.

- debe adsorberse répidamente desde la hipofase.

1.4.1.1. EIl surfactante como agente reductor de la tensién superficial

Existen muchos argumentos que apoyan la posibilidad de que la DPPC sea el

fosfolipido responsable de la reduccién de la tensién superficial:

-  Este fosfolipido es el dnico que se encuentra en el surfactante en cantidades

suficientes para recubrir la interfase aire-agua.

- Medidasrealizadas con balanzas de tensién superficial muestran que monocapas
de DPPC pueden alcanzar valores de tensién superficial préximas a cero
(Fleming et al,, 1983; Fagan y Keough, 1988).

- Para que una monocapa de fosfolipidos presente la capacidad de disminuir la
tensién superficial a valores suficientemente bajos cuando se comprime, debe

encontrarse en estado cristalino. A la temperatura fisiol6gica de 37°C, la DPPC,
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que presenta una temperatura de transicién de fase de 41°C, se encuentra en
estado cristalino. Por encima de la temperatura de transicién de fase, la
monocapa colapsa antes de alcanzar la reduccién de la tensién superficial

necesaria para asegurar la estabilidad alveolar.

- Monocapas de DPPE (Tm = 64 °C) colapsan al llegar a valores de tensién
superficial préximos a los de equilibrio. Cuando se incrementa la metilacién del
grupo amino de la PE se produce una disminucién del valor de tensi6n
superficial que se alcanza antes del colapso (Keough et al., 1988). Posiblemente
el estado metaestable necesario para alcanzar valores de tensién superficial muy
bajas requiere una especial conformacién de la cabeza polar o un grado de

hidratacién que no posee la PE.

1.4.5.1.2. Estabilidad de la monocapa

No todas las regiones del pulmdn se contraen y expanden al unisono en cada ciclo
respiratorio. Algunos alveolos permanecen a bajos volimenes durante periodos de tiempo
m4s 0 menos largos. Esto supone que la monocapa que recubre la interfase aire-liquido ha

de mantenerse comprimida durante esos periodos de tiempo. Medidas directas en el

" [

pulmén " in situ " confirman que se alcanzan valores de tensién superficial muy bajos a
volimenes pulmonares residuales (Schirch et al.,, 1976; 1978; 1982). Estos valores de tension
superficial son ademé4s muy estables, de manera que el retorno a los valores de equilibrio
se produce muy lentamente. Igualmente "in vitro" con muestras preparadas a partir de
extractos lipidicos del surfactante, se han conseguido valores de tensién superficial préximos
a cero que se mantienen durante periodos de tiempo largos (Schiirch et al., 1989; 1992). Sin
embargo, las monocapas son inestables en ese estado de compresién, y colapsan, por lo que
la tensién superficial se incrementa hasta alcanzar la de equilibrio. La tasa de relajacién,
medida como incremento de la tensién superficial que se produce manteniendo constante
el drea ocupada por los fosfolipidos en la monocapa, depende del tipo de fosfolipido. Sélo
se han conseguido tasas de relajacién bajas con monocapas de PC por debajo de la
temperatura de transicién de fase. A temperaturas superiores a la temperatura de transicién
de fase aumenta de manera dréstica la tasa de relajacién (Goerke y Gonzales, 1981). Por
tanto, la presencia de una monocapa enriquecida en DPPC en estado de gel es una

condicién imprescindible para asegurar la estabilidad alveolar. La presencia de las proteinas
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hidrofébicas, especialmente la SP-C, mejora la estabilidad de ésta a las mé4ximas relaciones

de compresién (Pastrana et al, 1991).

1.4.1.3. Adsorcién de los fosfolipidos a la interfase

Los fosfolipidos que se inyectan a una subfase acuosa a una temperatura por debajo
de la de transiciébn de fase se adsorben muy lentamente a la interfase aire-liquido
(Villalonga, 1968; Phillips y Hauser, 1974). Por tanto, una de las funciones que se atribuyen
al resto de componentes lipidicos del surfactante, seria la de facilitar el transporte de DPPC
desde la subfase a la interfase aire-liquido, permitiendo por tanto una rdpida adsorcion. Asi,
mediante calorimetria diferencial de barrido (Mc Murchie et al.., 1983; Keough et al., 1985)
y mediante FTIR (Reilly et al., 1989), se ha observado que el surfactante de muchas especies

estudiadas se encuentra en estado liquido-cristalino a 37 °C.

Mediante estudios con balanzas de tensién superficial se ha comprobado que la
adicién de fosfolipidos insaturados a vesiculas de DPPC mejora la adsorcién a la interfase
(Notter, 1988). Asimismo, una mezcla de PC insaturadas, colesterol y POPG en cantidades
parecidas a las que se encuentran en el surfactante pulmonar aumenta sustancialmente la

velocidad de adsorcién frente a vesiculas de DPPC (Fleming y Keough, 1988).

Desde el aislamiento y caracterizacién de las proteinas especificas del surfactante la
investigaci6n se ha centrado en la influencia de las mismas en el proceso de adsorcién. Las
proteinas especificas del surfactante aumentan la adsorcién de los fosfolipidos. Tanto la SP-
B (Takahashi y Fujiwara, 1986; Curstedt et al., 1987; Hawgood et al 1987; Revak et al., 1988)
como la SP-C (Curstedt et al., 1987; Warr et al., 1987; Revak et al 1988) o mezclas de ambas
(Yu y Possmayer 1988, Hall et al., 1992; Pérez-Gil et al,, 1992 a) aumentan extraordinaria-
mente la formacién de una monocapa en la interfase. La adsorcién es més rdpida en
presencia de fosfolipidos anidnicos (Tanaka et al 1986; Pérez-Gil et al., 1992 a). Esta
actividad se estimula en presencia de SP-A (Hawgood et al, 1985; Chung et al, 1989;
Venkitaramen et al., 1990), aunque se requiere la presencia de las proteinas hidrofébicas,
por otra parte, sélo mejora ligeramente la adsorcién en ausencia de proteinas hidrofdbicas
(Hawgood et al., 1987; Yu y Possmayer, 1990). La maxima adsorcién ocurre, por tanto, en
presencia de SP-A, SP-B, SP-C y calcio (Chung et al., 1989).
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Cuando se ensayan preparaciones de fosfolipidos que contienen SP-B o SP-C, algunos
autores observan que la primera es mas efectiva estimulando la adsorcién. Asimismo, los
valores de tensién superficial que se alcanzan son menores (Curstedt et al,, 1987; Yu y
Possmayer, 1988; Mathialagan y Possmayer, 1990;). Sin embargo, en otros trabajos no se han
encontrado diferencias entre ambas proteinas hidrof6bicas (Venkitaraman et al., 1990). Yu
y Possmayer (1990) observaron que en presencia de SP-C se alcanzaban m4s rdpidamente
los valores de tensién superficial de equilibrio de mezclas de DPPC y PG (9:1 o 7:3, en
masa) que en presencia de cantidades equivalentes de SP-B. Tras sucesivos ciclos de
contraccién y expansién en presencia de SP-B, pero no de SP-C, las muestras alcanzaban
valores de tensién superficial préximos a cero, lo que indicarfa que Ia SP-B podria contribuir
al enriquecimiento de la monocapa en DPPC mediante exclusién de otros componentes, en
este caso PG. La incubacién con anticuerpos frente a la SP-B reduce drasticamente la
velocidad de adsorcién de surfactantes artificiales utilizados como terapia en €l tratamiento
del Sindrome de Distrés Respiratorio del Neonato (Kobayashi et al.,, 1992), lo que confirma

la importancia de esta proteina para una eficaz adsorcién de los fosfolipidos a la interfase.

1.4.2. PARTICIPACION DEL SURFACTANTE EN LA HOMEOSTASIS DEL LIQUIDO
ALVEOLAR

El surfactante pulmonar actila como un agente antiedematoso. El movimiento de
fluido a través del epitelio alveolar depende del balance de fuerzas que tienden a causar
movimiento de liquido fuera de los capilares y las fuerzas que tienden a causar absorcién
del mismo hacia los capilares. Las primeras son la presién capilar (7 mm Hg), la presion
coloidosmética del liquido intersticial (14 mm Hg) y una presién hidrost4tica negativa en
el liquido intersticial que, al menos en parte, depende de la tensién superficial en la
interfase aire-liquido (Nieman et al, 1988). Las fuerzas que tienden al movimiento de
liquido hacia los capilares es la presién coloidosmética del plasma (28 mm Hg). El balance
neto conduce a una presion de filtracién de 1 mm Hg, que produce un flujo continuo desde
los capilares hacia el espacio intersticial. Este liquido es enviado de nuevo hacia la
circulacion mediante el sistema linfatico pulmonar. Cualquier factor que produzca elevaci6n
de la presién del liquido intersticial provocard el llenado de los espacios intersticiales
(edema intersticial) y, en casos m4s graves, de los alveolos (edema alveolar), comprometien-

do de manera muy severa la funcién respiratoria.
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El surfactante pulmonar disminuye la presién intersticial negativa, lo que reduce la
tendencia del liquido a escapar de los capilares. En un alveolo hipotéticamente esférico, la
tensién superficial en la interfase aire-liquido crea una tendencia de la propia capa acuosa
a separarse de la estructura del alveolo, generando de esta forma una presién hidrostdtica
negativa adyacente a la pared alveolar. Los alveolos poseen mds bien una geometria
poliédrica (Wilson y Bachofen, 1982; Weibel y Bachofen, 1987). Aunque las paredes lisas
del poliedro no generan una presién hidrostatica a causa de la ausencia de curvatura, los
dngulos agudos con un pequefio radio de curvatura presentan una elevada tensién
superficial que contribuye a generar una presién hidrostdtica negativa en el intersticio
pulmonar. Se ha demostrado que cada valor de curvatura de la superficie alveolar posee un
nivel critico de tensién superficial, por encima del cual se produce la inundacién del alveolo
(Guyton et al., 1984).

La importancia del surfactante para el mantenimiento de la homeostasis del liquido
alveolar se pone de manifiesto por el hecho de que recién nacidos con deficiencias de
surfactante presentan también gran parte de los pulmones encharcados, y porque el lavado
de los pulmones con un detergente que elimina el surfactante pulmonar conduce al

desarrollo de un edema alveolar (Nieman et al., 1988).

1.43. PARTICIPACION EN LA DEFENSA ALVEOLAR

1.43.1. Interaccion con los macréfagos alveolares

El pulmén se encuentra continuamente expuesto a la atmésfera. Puede sufrir dafios
provocados por agentes infecciosos y téxicos. Los macréfagos alveolares ejercen la principal
actividad de defensa mediante la fagocitosis y eliminaci6én de particulas extrafias y microor-
ganismos. Existen evidencias experimentales de que el surfactante pulmonar estimula la
fagocitosis y degradacion de bacterias por los macréfagos alveolares (La Force et al., 1973;
Juers et al,, 1976; O’Neill et al.,, 1984). En los dltimos afios se ha atribuido a las proteinas

hidrosolubles del surfactante una gran importancia en la defensa alveolar.

La SP-A y la SP-D son estructuralmente muy semejantes a otras proteinas como la

conglutinina bovina y las proteinas del suero que unen manosa. Todas ellas intervienen en
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el reconocimiento de carbohidratos de las paredes celulares de pat6genos o de células

infectadas por ellos (Sastry y Ezekowitz, 1993).
SP-A

La SP-A se une a los macréfagos alveolares (Wintergerst et al., 1989; Wright et al,,
1989). El mecanismo de interaccién no se conoce, pero podria implicar la existencia de un
receptor (Wintergerst et al., 1989; Pison et al., 1992). La uni6n de "“I-SP-A a los macréfagos
se inhibe en presencia de SP-A no marcada y por las proteinas C1q y coldgeno tipo V (Pison
et al,, 1992), por lo que parece probable que la regién tipo coldgeno de la SP-A esté
implicada en el reconocimiento de esta proteina por los macréfagos alveolares. Como conse-

cuencia de esta interaccion se producen los siguientes fenémenos:

- Estimulacién de la migracién y activacién de los macréfagos. La SP-A estimuia
la quimiotaxis de los macréfagos alveolares (Wright y Youmans, ‘1993). Esta
estimulacién depende de la presencia del dominio tipo coldgeno de la SP-A.
Ademds, en presencia de la proteina, se incrementa la produccién de radicales
superéxido por estas células. La activacién es especifica de los macréfagos
alveolares y no se produce en macréfagos peritoneales u otras células fagociticas
como. leucocitos polimorfonucleares o monocitos (Van Iwaarden et al., 1990;
1992 c). La desglicosilacién de la proteina no inhibe la activacién de los
macréfagos inducida por la SP-A (Van Iwaarden et al.,, 1992 c), lo que indica
que los azicares unidos a la SP-A no estdn implicados en la uni6n de la SP-A

a los macréfagos que conduce a la activacién de éstos.

- Estimulacién de la fagocitosis de bacterias por macréfagos. "In vitro®, la SP-A
incrementa la fagocitosis de Staphylococcus aureus, previamente opsonizadas por
suero, por los macréfagos alveolares (Van Iwaarden et al,, 1990). La actividad
de la SP-A parece ejercerse a través de la interaccién con los macréfagos
alveolares, ya que la preincubacién de estas células con la proteina incrementa
un 70% el niimero de bacterias fagocitadas por los macréfagos. Sin embargo,
no existen diferencias significativas cuando muestras de S. aureus se preincuban
con SP-A con respecto a los controles no preincubados con SP-A (Van Iwaarden
et al,, 1990). Tenner y colaboradores (1989) probaron que la SP-A aumentaba
la fagocitosis de eritrocitos de oveja por monocitos periféricos y macréfagos.

Los eritrocitos habian sido previamente opsonizados con anticuerpos anti-
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SP-D

eritrocito y factores de complemento. La misma actividad la ejerce la proteina
del complemento Clq, de manera que ambas proteinas se unen a un mismo
receptor, probablemente el receptor de colectinas (Malhotra et al,, 1990). De
acuerdo con estos resultados, en principio no parece probable una participacién
de la SP-A en la defensa actuando como puente entre las células microbianas
y los macréfagos. No seria una "opsonina" en sentido estricto. Sin embargo,
otros resultados experimentales sf atribuyen a la SP-A una funcién de opsoniza-
cién. Manz-Keinke y colaboradores (1992) han comprobado que la SP-A
aumenta la fagocitosis de E. coli, S. aureus y Ps. aeruginosa, no opsonizadas
previamente con suero, por los macréfagos alveolares. Asimismo, Mc Neely y
Coonrod (1993) demostraron que la SP-A se une tanto a la superficie de S.
aureus como a la de los macréfagos alveolares. Sin embargo, al igual que en los
experimentos de Van Iwaarden y colaboradores (1990), en ausencia de suero no

se produce internacién de las bacterias por los macréfagos.

Opsonizacion y estimulacién de la fagocitosis de virus por macréfagos. La SP-A
se une al virus del herpes simplex (HSV-1) y favorece su fagocitosis por los
macréfagos alveolares (Van Iwaarden et al., 1992 b). Asimismo, la SP-A se une
a células infectadas por el virus, que muestran en su membrana plasmitica
proteinas especificas del HSV-1. El proceso implica la interaccién de las cadenas
de aziicares de la SP-A con una proteina de tipo lectina presente en la
membrana de la particula viral. La SP-A interaccionaria, por otra parte, con el
receptor de los macréfagos alveolares, actuando asi como puente entre la
particula viral y los macréfagos alveolares, facilitando el proceso de fagocitosis
(Van Iwaarden et al,, 1991; 1992 ¢).

La SP-D se une a la superficie de los macréfagos alveolares estimulando la

produccién de radicales superdxido por estas células. Al igual que la SP-A, Ia activacién

inducida por la SP-D es especifica para los macréfagos alveolares. No se ha comprobado

si la SP-A y la SP-D se unen a un mismo receptor presente en los macréfagos alveolares,

pero no en otras células fagociticas, o si la especificidad observada se debe a otras causas.

Sin embargo, en contraste con la SP-A, la activacién de los macréfagos alveolares inducida

por la SP-D, no se inhibe en presencia de fosfolipidos (Van Iwaarden et al., 1992 a).
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Kuan y colaboradores (1992) han indicado que la SP-D interviene en la aglutinacién
de bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Salmonella paratyphi y Klebsiella
pneumoniae. Sin embargo, no se une a Staphylococcus aureus, la tinica bacteria Gram positiva
ensayada. La unién de la SP-D a las bacterias Gram negativas puede inhibirse por el
lipopolisacdrido de la pared bacteriana, EDTA, monosacédridos como maltosa y glucosa,
pero no por N-acetilglucosamina (Kuan et al., 1992; Crouch et al., 1992). Por tanto, la unién
de la SP-D a las bacterias se produce a través de la interaccién de aziicares del lipopolisaci-
rido de la pared celular de estas bacterias al dominio de unién de carbohidratos de la SP-D
(Crouch et al., 1992).

1.43.2. El surfactante pulmonar como agente inmunosupresor

El surfactante pulmonar suprime la respuesta de linfocitos periféricos frente a
mitégenos y antigenos en distintas especies estudiadas (Ansfield et al 1979; Wilsher et al,,
1988). Estos efectos dependen de la dosis de surfactante empleada. Se ha observado también
la reduccién de la produccién de anticuerpos por los linfocitos B y de la diferenciacién de
linfocitos citotéxicos en presencia de surfactante (Sitrin et al,, 1985; Wilsher et al,, 1988).
Richman y colaboradores (1990) muestran el desarrollo de una respuesta inmune de tipo
celular en cobayas inmunizados con una cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis. En
aquellos cerdos a los que se les realiza un lavado broncoalveolar con suero salino para
eliminar el surfactante pulmonar previamente a la introduccién del antigeno, la respuesta
es marcadamente mayor que en cerdos control a los que el lavado se realiza con surfactante
pulmonar bovino. En estos iiltimos, el nivel de respuesta es semejante al de los controles no
tratados con el antigeno. Estos experimentos muestran un efecto inmunosu'presor del
surfactante en el desarrollo de una neumonitis inducida en un modelo animal. Se trataria
de un mecanismo de defensa para proteger al alveolo de una respuesta inmune amplificada.
Estos resultados explican por qué en el alveolo no existe una respuesta inmune especifica

a pesar de la constante presencia de antigenos inhalados al respirar.

Ansfield y Benson (1980) identificaron al componente lipidico del surfactante como
el responsable de la inhibicién. Los componentes mayoritarios del complejo, como
fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol o fosfatidilinositol, suprimen la respuesta inmune de
linfocitos, mientras que la fosfatidiletanolamina, la esfingomielina o el colesterol la aumentan
(Wilsher et al, 1988). El papel del surfactante pulmonar en la regulacion de la respuesta

inmune puede estar determinado por las proporciones relativas de componentes supresores
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y estimuladores. Esta proporcién puede alterarse en distintos estados patolégicos (Wilsher
et al., 1990).

El mecanismo de inmunosupresién no se conoce muy bien, pero parece ser que se
produce directamente sobre los linfocitos y no a través de las células accesorias. La
incubacién de linfocitos en presencia de surfactante disminuye la proliferacién de estas
células estimulada por mitégenos. La preincubacién de los monocitos, que actiian como
células accesorias, con surfactante no afecta la proliferacién de los linfocitos en las mismas

condiciones (Wilsher et al., 1990).

1.5. CICLO METABOLICO DEL SURFACTANTE PULMONAR

El surfactante pulmonar es un complejo dindmico cuya homeostasis depende de una
serie de procesos:

- Sintesis de los componentes lipidico y proteico.

- Transporte de los lipidos y las proteinas hasta los cuerpos lamelares.

- Secrecién de los cuerpos lamelares a la luz alveolar por exocitosis.

- Procesamiento extracelular para formar la mielina tubular y la monocapa
responsable de las propiedades tensoactivas del complejo.

- Recaptura del surfactante por los macréfagos alveolares y, principalmente, por
los neumocitos tipo II donde va a ser degradado via lisosomal o reincorporado

sin degradaci6n en los cuerpos lamelares.

1.5.1. BIOSINTESIS DEL SURFACTANTE PULMOMAR

Los neumocitos tipo II son las células implicadas en la biosintesis del surfactante
pulmonar. Los fosfolipidos del complejo se sintetizan exclusivamente en estas células.
Existen resultados experimentales que permiten suponer que algunas proteinas del
surfactante se sintetizan no sélo en los neumocitos tipo II, sino también en las células

epiteliales bronquiales denominadas células de Clara.
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1.5.1.1, Biosintesis de lipidos

Los fosfolipidos del surfactante se sintetizan exclusivamente en los neumocitos tipo
II. La composicién de las clases de fosfolipidos y de especies moleculares de fosfatidilcolina
y fosfatidilglicerol de los cuerpos lamelares de los neumocitos tipo II es similar a la del
surfactante extracelular, aislado a partir de lavados broncoalveolares (Schlame et al., 1988;
Casals et al., 1989; 1990).

La biosintesis de los lipidos del surfactante pulmonar ha sido objeto de exhaustivas
investigaciones y coincide, en lineas generales, con la sintesis de lipidos en otros érganos,
salvo en lo que se refiere a la sintesis de DPPC, que es un fosfolipido caracteristico del
pulmén. Ha sido objeto de numerosas revisiones (Haagsman y Van Golde, 1991; Van Golde
y Casals, 1991). Por tanto, esta revisién se va a limitar a describir los mecanismos implicados
en la biosintesis de DPPC, el fosfolipido responsable de disminuir la tensién superficial a
valores préximos a cero a bajos volimenes pulmonares. Al igual que en la mayoria de las
células, los neumocitos tipo II sintetizan fosfatidilcolina por la via "de novo", incorporando
un 4cido graso saturado en la posicién sn-1 del glicerol y un 4cido graso insaturado en la
posicién sn-2. Aunque en estas células se ha estimado que un 45% de la DPPC del
surfactante se sintetiza "de novo" (Den Breejen et al., 1989), deben existir mecanismos que
remodelen las PCs insaturadas. La informacién de la que se dispone hasta el momento
permite establecer la existencia de distintos mecanismos de remodelacidn localizados en tres

fracciones subcelulares (Figura 11):

- Microsomas: La remodelacién de PCs insaturadas se realiza medjante un
mecanismo de desacilacién-reacilacién en el que pueden estar implicadas las
actividades enziméticas que aparecen en la figura. La desacilacién se realiza
mediante una actividad fosfolipasa A2 dependiente de calcio. La reacilacién de
la LPC resultante se lleva a cabo por el concurso de la actividad palmitoil-
CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa. Los neumocitos estdn enriquecidos en
la actividad acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa si se compara con el
tejido pulmonar (Crecelius y Longmore, 1984; Gilfillan et al., 1986). Ademés,
esta enzima utiliza selectivamente palmitoil-CoA como sustrato frente a otros
acil-CoAs en los neumocitos tipo II. El proceso de desacilacién-reacilacién
puede llevarse a cabo también mediante una actividad transacilasa, dependiente

o independiente de CoA. La actividad transacilasa mejor estudiada es la



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 45

dependiente de CoA e independiente de ATP (Nijsen y Van den Bosch, 1986
a, b). Ademis, existe otra actividad transacilasa en microsomas, que es

independiente de CoA y ATP (Stanford y Frosolono, 1981).
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FIGURA 11: Mecanismos de remodelacién implicados en el mantenimiento de los altos
niveles de DPPC en el surfactante pulmonar.

- Citosol: La formacién de DPPC parece ser que se lleva a cabo mediante la
transacilacién entre dos moléculas de 1 palmitoil-sn-glicero 3-fosfocolina,
reaccién catalizada por la enzima lisofosfatidilcolina:lisolfosfatidilcolina
aciltransferasa (Brumley y Van den Bosch, 1977, Casals et al, 1982). La
contribucién relativa de este mecanismo de transacilacién frente al de
reacilacién en la sintesis de DPPC ha sido un tema de discusién, pero en la
actualidad existen evidencias experimentales que indican que el mecanismo de

transacilaci6n citos6lico contribuye en mucha menor proporcién a la sintesis de
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. que el mecanismo de reacilacién (Crecelius y Longmore, 1984; de Vries
1, 1985 a). '

Cuerpos lamelares: Lecerf y colaboradores (1987) han descrito la existencia de
una actividad enzimdtica que transfiere fosfocolina de PC insaturadas a
ceramidas. Esta fosfatidilcolina:ceramida fosfocolina transferasa parece utilizar
preferentemente como sustrato 16:0/18:1-PC, y se ha propuesto que puede tener
una implicacién en la eliminacién de especies insaturadas de PCs en favor del
aumento de la proporcién de especies dipalmitoil-PC. De esta manera
contribuye de forma indirecta al aumento de la proporcién de DPPC en los
cuerpos lamelares, orgdnulos de almacenamiento intracelular del surfactante

pulmonar.

1.5.1.2. Biosintesis y procesamiento de las proteinas
SP-A

La expresion de la SP-A es especifica del pulmén. Mediante hibridacién "in situ” se
ha demostrado la presencia de mRNA de SP-A en los neumocitos tipo 1I (Phelps y Floros,
1988; Auten et al., 1990; Sugahara et al., 1992). Se ha observado que esta proteina se expresa
también en las células epiteliales bronquiales de Clara en algunas especies como rata
(Phelps y Floros, 1991; Sugahara et al., 1992}, conejo (Auten et al., 1990), ratén (Korfhagen
et al, 1992) y perro (Weaver y Whitsett, 1991). En el hombre se ha podido detectar
expresién en las células epiteliales bronquiales de Clara en algunos casos (Auten et al.,
1990), pero no en otros (Phelps y Flores, 1991). Estudios recientes muestran que existe
expresion de la SP-A en algunas células traqueales y gldndulas submucosas de este epitelio
en pulmones de fetos humanos en el segundo trimestre de desarrollo. También se produce
expresion de la SP-A en células del epitelio bronquial y gldndulas del mismo (Khoor et al.,
1993). Asimismo, Endo y Oka {1991) detectaron expresién de la SP-A en gldndulas del
epitelio bronquial en pulmones de fetos y adultos humanos. No se ha detectade expresion
de la SP-A en ningiin otro tipo celular distinto de los anteriores en ninguna de las especies

estudiadas.

Se han caracterizado tres genes que codifican para la SP-A humana. Dos de ellos se

expresan (White et al,, 1985; Katyal et al., 1992), mientras que el tercero es un seudogén
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(Korfhagen et al., 1991). Se ha demostrado que s6lo existe un gen para la SP-A en el
genoma de conejo (Boggaram et al,, 1988), rata (Fisher et al,, 1988 b) y rat6n (Korfhagen
et al, 1992). En esta dltima especie el gen se localiza en el cromosoma 14 (Moore et al,
1992).

Se han aislado dos cDNA para la SP-A humana (Floros et al., 1986). Entre ellos
existen s6lo diferencias que resultan de la sustitucién de 6 aminodcidos, localizados
preferentemente en la regién N-terminal de la molécula. I.a SP-A humana estd codificada
por un gen de 4.5 Kb en el brazo largo del cromosoma 10 (Bruns et al., 1987; Fisher et al.,
1987) (Figura 12). El gen consta de 5 exones. La organizacién es semejante a la del gen de

la proteina que une manosa (MBP), también presente en el cromosoma 10 (Sastry et al.,
1989). |

El gen de la SP-A codifica un mRNA de 2.2 Kb en la proteina humana (Ballard et
al,, 1986) y en la de perro (Benson et al., 1985). Sim embargo, se han detectado varios
mRNA en distintas especies. Asi, en la rata existen dos mRNA de 1.6 y 0.9 Kb (Sano et al,,
1987 c; Fisher et al 1988 b), en el conejo dos de 2.0 y 3.0Kb (Boggaram et al., 1986} y en el
ratén tres mRNA de 3.0, 1.7 y 1.0 Kb (Korfhagen et al,, 1990). En todos los mRNA de la
misma especie las regiones codificadoras son idénticas. S6lo se diferencian en la distinta

poliadenilacién de las regiones no codificadoras.

Todavia no se tiene un conocimiento detallado del procesamiento de la SP-A en los
neumocitos tipo II. Los datos de los que se dispone indican que la SP-A se sintetiza en los
ribosomas unidos al reticulo endoplasmdtico. El péptido sefial de la SP-A dirige
probablemente el transporte hacia el lumen del reticulo endoplasmdtico, ya que una forma
truncada de SP-A que carece de siete aminoécidos en el extremo N-terminal se acumula en

el citoplasma de los neumocitos tipo II (Alcorn y Mendelson, 1993).

_ La proteina sufre modificaciones co y post-traduccionales. Se ha observado "in vitro”
la N-acetilacién co-traduccional de la SP-A humana (Floros et al., 1986) y de 1a SP-A de rata
(Weaver et al., 1986). La SP-A se glicosila y sulfata (Weaver et al.,, 1987). "In vitro", se ha
demostrado la carboxilacién de glutdémicos dependiente de vitamina K en cultivos de
neumocitos tipo II (Rannels et al, 1987). Tanto la acetilacién como la sulfatacién o
carboxilacién de residuos de 4cido glutdmico de la SP-A se han detectado por métodos
indirectos, sin que se haya demostrado la existencia de estas modificaciones en las proteinas

nativas.
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Otra modificacién es la hidroxilacién de prolinas, reaccién catalizada por la
prolilhidroxilasa (Freedman, 1989) e imprescindible para la formacién de una triple hélice

de coldgeno estable. En presencia de inhibidores de esta enzima, la SP-A se acumula en el
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FIGURA 12. Representacién esquematica de la organizacion del gen
de la SP-A humana.

Los exones se representan por rectingulos. Las regiones que codifican para el
dominio colagénico aparecen sombreadas, mientras que las regiones no
colagénicas son oscuras. Y indica el sitio de glicosilacion y los circulos llenos las'
posiciones de las hidroxiprolinas. Los cisteinas que participan en la formaci6n
de puentes disulfuro intracatenarios de la region tipo lectina aparecen unidas por
lineas. Tomado de Hawgood, 1989.

reticulo, posiblemente debido a un incorrecto proceso de ensamblaje de los multimeros

(O’Reilly et al, 1988; Persson et al, 1988). Para este correcto ensamblaje se requiere
ademds la formacién de puentes disulfuro intercatenarios en la regién N-terminal de la SP-
A.La reacci6n es catalizada por una enzima, la proteina disulfuro isomerasa, que constituye

la subunidad 8 de la prolilhidroxilasa (Freedman, 1989). El trdnsito de la SP-A a través del
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reticulo endoplasmitico es lento, probablemente como consecuencia del proceso complejo
de estructuracién tridimensional de la proteina requerido para la formacién de la triple

hélice de coldgeno y posterior ensamblaje de los 6 protémeros.
SP-B

Esta proteina se expresa en los neumocitos tipo II y en las células alveolares
bronquiales de Clara en el hombre (Phelps y Floros, 1988; Auten et al., 1990, Stahlman et
al.,, 1992), conejo (Auten et al., 1990), rata (Phelps y Floros, 1991) y ratén (D’Amore-Bruno
et al., 1991). Asimismo, se ha detectado expresion de la proteina en algunas vias aéreas
proximales (D’Amore-Bruno et al., 1991) y localizaciébn de SP-B por métodos inmu-

nohistoquimicos en los bronquios y la trdquea (Stahlman et al,, 1992).

El gen de la SP-B humana se encuentra en el cromosoma 2 (Emrie et al., 1988; Pilot-
Matias et al.,, 1989). El gen de la SP-B humana consta de 9.5 Kb, y estd distribuido en 11
exones (Figura 13). S6lo se ha detectado un mRNA de 2.0 Kb para la proteina humana
(Glasser et al.,, 1987), 1.9 Kb para la proteina de conejo (Xu et al,, 1989), 1.5 Kb para la de
rata (Emrie et al, 1989) y 1.6 Kb para la de ratén (D’Amore-Bruno et al, 1991). La
traduccién del mRNA produce una proteina precursora de la SP-B de 381 amino4cidos en
el hombre (Glasser et al., 1987; Jacobs et al., 1987, Pilot-Matias et al., 1989), 376 aminodci-
dos en la SP-B de rata (Emrie et al., 1989) y 370 en la SP-B de conejo (Xu et al., 1989).

El procesamiento de la SP-B humana incluye la eliminacién de fragmentos de 180
y 102 amino4cidos de los extremos N-terminal y C-terminal de la proteina preclursora y se
realiza mediante al menos dos rupturas proteoliticas, porque se han detectado en los
neumocitos tipo II formas intermedias de 26 kDa (Weaver y Whitsett, 1989). Los sitios de
ruptura no estdn marcados por aminoécidos bdsicos, sino por un par de glutaminas. El
procesamiento no es completo,. y aparecen cantidades significativas de preproteina y formas
intermedias en medios de cultivo de neumocitos tipo 1I (Hawgood y Schiffer, 1991). Sin
embargo, en los cuerpos lamelares s6lo aparece la forma madura (Weaver y Whitsett, 1989).
Estudios recientes muestran que el precursor podria procesarse en los cuerpos multivesicula-
res, previamente a su incorporacién en los cuerpos lamelares, y que la enzima implicada

podria ser la catepsina D (Weaver y Voorhout, 1994).
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FIGURA 13. Representacién esquemitica del gen de Ja SP-B humana y

del procesamiento hasta formar la forma madura de la proteina.

Los exones se representan mediante recténgulos. Las regiones que codifican para
la forma madura de la proteina aparecen de color negro. Y indica posibles sitios de
glicosilacién. Tomado de Hawgood, 1989.

SP-C

Se expresa Unicamente en los neumocitos tipo II (Fisher et al,, 1989; Liley et al,,

1988; Shannon et al., 1990; Phelps y Floros, 1991).

Dos genes codifican para la SP-C humana. Probablemente se trata de alelos (Glasser

et al.,, 1988 b). Se localizan en el brazo corto del cromosoma 8 (Fisher et al., 1988 a) y se

diferencian s6lo en 19 nucle6tidos. Ambos se transcriben (Glasser et al., 1988 a, b). El gen

de la SP-C humana estd formado por 2.7 Kb (Glasser et al,, 1988 b) y estd constituido por

6 exones (Figura 14).
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FIGURA 14, Representacién esquemitica del gen de la SP-C humana y
el procesamiento hasta la formacion del péptido activo.

Los exones se representan mediante rectingulos y las regiones que codifican para

la forma madura aparecen de color

oscuro. Tomado de Hawgood, 1989,

Mediante "splicing” diferencial del primer transcrito de la SP-C humana aparecen
varios mRNAs (Warr et al,, 1987; Glasser et al., 1988 a, b).

La traduccién del RNA produce una proteina precursora de 197 aminoicidos en la

SP-C humana (Warr et al., 1987; Glasser

et al, 1988 a, b), 194 amino4cidos en la SP-C de

rata (Fisher et al., 1989) y 190 en la SP-C de perro (Fisher et al., 1989).

El procesamiento de la SP-C incluye la eliminacién de 23-25 y 133-139 residuos de

los extremos N-terminal y C-terminal del precursor respectivamente. Asimismo, incluye la

adicién post-traduccional de 4cido palmitico a los residuos de cisteina. A diferencia de lo

que ocurre con la SP-B, no se ha detectado la presencia del precursor en el medio

extracelular de cultivos de neumocitos tipo II (Beers y Fisher, 1992). Keller y colaboradores,

(1991) utilizando un sistema de traduccién "in vitro", observan que el precursor puede ser



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS | 52

una proteina integral de membrana, con el extremo N-terminal hacia el citoplasmz;, mientras
que el extremo C-terminal se expone hacia la luz del reticulo endoplasmatico. La secuencia
que corresponde a la SP-C madura serviria de sefial, asi como de dominio de interaccién
con la bicapa. Estos autores muestran que se libera un fragmento del extremo N-terminal
del precursor en presencia de membranas microsomales. Por tanto, la integracién en las
membranas microsomales con la liberacién de un fragmento N-terminal podrian ser etapas
en el procesamiento de la SP-C . Es posible que la palmitoilacién ocurra en el aparato de
Golgi (Beers y Fisher, 1992). |

SP-D

Se ha detectado la presencia de SP-D marcada con oro coloidal tanto en neumocitos
tipo II como en las células epiteliales bronquiales tipo Clara. En estas Gltimas el marcaje
aparece en el reticulo endoplasmético y aparato de Golgi, asi como en granulos secretores.
En los neumocitos tipo II aparece en el reticulo endoplasmético y aparato de Golgi. No se

ha detectado, sin embargo, en los cuerpos lamelares (Voorhout et al,, 1992).

1.5.2. ENSAMBLAJE EN LOS CUERPOS LAMELARES

Los cuerpos lamelares son el orgdnulo de almacenamiento intracelular del
surfactante. Su composicién lipidica es semejante a la obtenida mediante lavado broncoal-
veolar (Schlame et al., 1988; Casals et al., 1989; 1990). No se conoce de modo &efinitivo su
composicion proteica. La SP-D no se ha detectado en los cuerpos lamelares ni en la mielina
tubular mediante marcaje con oro coloidal (Voorhout et al,, 1992). Mediante la utilizacién
de anticuerpos especificos, se ha demostrado la presencia de SP-A y SP-B en los cuerpos
lamelares (Walker et al., 1986; Snyder y Mendelson, 1987; Weaver et al., 1988; Williams et
al, 1988). Asimismo, se ha observado la presencia de SP-C en los cuerpos lamelares

mediante "Western-Blot" (Farrell et al., 1990).

Cuando se observan mediante microscopia electrénica los cuerpos lamelares,
aparecen como lamelas lipidicas concéntricas rodeadas por una membrana limitante. Se ve
una zona central electrondensa, donde presumiblemente se encuentran las proteinas
hidrofébicas. También se observa material amorfo entre las lamelas y debajo de la

membrana limitante (Williams, 1977; 1982). El andlisis de resonancia magnética nuclear de
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fracciones de cuerpos lamelares aislados revela un bajo contenido de agua, lo que supone

un estado de baja hidratacién del surfactante intracelular (Grathwohl et al.,, 1979).

Los cuerpos lamelares contienen enzimas hidrolasas de origen lisosomal (Hook y
Gilmore 1982; de Vries et al., 1985 b). Una a-glucosidasa no precipitable con concanavalina
A, a diferencia de la «-glucosidasa lisosomal, podria ser especifica de los cuerpos lamelares
(de Vries et al, 1985 b). Los cuerpos lamelares mantienen un pH 4cido (Chander et al.,

1986) y tienen un alto contenido en calcio (Eckenhoff y Somlyo, 1988).

No se conoce cémo se originan los cuerpos lamelares. Chevallier y Collet (1972)
utilizando precursores de la sintesis de lipidos y proteinas marcados radiactivamente y
técnicas de autorradiografia, observaron marcaje de [’H] colina en el reticulo endoplasmaé-
tico, después en el aparato de Golgi y finalmente en los cuerpos lamelares. El marcaje de
[’H] leucina aparecia primero en el reticulo endoplasmdtico, y posteriormente en el aparato
de Golgi, cuerpos multivesiculares y cuerpos lamelares. No se conoce el mecanismo por el
cual se transportan los componentes lipidico y proteico del surfactante pulmonar desde el
reticulo endoplasmitico hasta los cuerpos lamelares. Respecto al componente lipidico, se

supone que podrian intervenir dos mecanismos distintos:

- Transporte mediado por proteinas intercambiadoras de fosfolipidos. Se ha
sugerido que las proteinas intercambiadoras de fosfolipidos podrian estar

implicadas en la transferencia intracelular de lipidos surfactantes (Fisher y
Chander, 1985). Es interesante comentar que el citosol de los neumocitos tipo
II estd enriquecido en proteinas que intercambian PC y PG si se compara con
el citosol obtenido de pulmén entero (Post et al,, 1980; Pool et al., 1983). Sin
embargo, no se ha demostrado la existencia de proteinas intercambiadoras
especificas para determinadas especies moleculares (Fisher y Chander, 1985)
que justifiquen el enriquecimiento en DPPC de los cuerpos lamelares respecto

a otros sistemas de membrana de los neumocitos tipo II (Schlame et al., 1988).

- Transporte vesicular. Mediante estudios isotdpicos se puso de manifiesto que
los fosfolipidos surfactantes se mueven temporalmente a través de uﬁa serie de
particulas subcelulares de mayor densidad a otras de densidad inferior, los
cuerpos lamelares (Jobe et al, 1981). Magoon y colaboradores (1983) han
aislado dos poblaciones de cuerpos lamelares que se diferencian ‘por su relacién

lipido/proteina. Mediante estudios de incorporacién de marcaje han observado
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que los cuerpos lamelares pequefios, mds densos, se convierten en cuerpos

lamelares mencs densos.

No se sabe préacticamente nada del proceso de ensamblaje de las proteinas en los
cuerpos lamelares. Mediante la utilizacién de [PH] leucina, Chevallier y Collet (1972)
observaron la aparicién de marcaje en el reticulo endoplasmético, que migraba posterior-
mente a través del aparato de Golgi, hasta los cuerpos multivesiculares, que se fusionaban
con los cuerpos lamelares. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la incorporacién de
FH]) leucina no es especifica del surfactante pulmonar. Se ha detectado la presencia de
precursores de la SP-B en los cuerpos multivesiculares, mientras que en los cuerpos
lamelares sé6lo aparece la forma madura de la proteina, lo que sugiere que existe una
sucesién temporal entre ambos orgdnulos (Weaver y Whitsett, .1992). Se desconoce dénde
se produce el ensamblaje de la SP-A y los fosfolipidos. Algunos investigadores han publicado
que los cuerpos lamelares tienen un alto contenido en SP-A (Snyder y Mendelson, 1987,
O’Reilly et al., 1988), mientras que otros autores sostienen que el contenido de SP-A de los
cuerpos lamelares es mucho menor que el que existe en el surfactante extracelular (Oosterla-
ken-Dijksterhuis et al,, 1991 b; Froh et al,, 1990;). Cuando se inyectan a ratas precursores
de la sintesis de proteinas y fosfolipidos, la cinética de aparicién de SP-A y DPPC en el
lavado broncoalveolar es semejante . Por tanto, es posible que existan dos vias de secrecién
de la SP-A. Una de ellas necesita el ensamblaje con lipidos y las proteinas hidrofébicas en
los cuerpos lamelares. La otra se produciria por medio de otras vesiculas de secrecién
distintas de los cuerpos lamelares. No se conoce bien cudl es la sefial que dirige a la
proteina en su tréfico intracelular. La proteina parece secretarse correctamente en presencia
de inhibidores del procesamiento de los carbohidratos (Whitsett et al., 1985; O’Reilly et al.,
1988). Sin embargo, la glicosilacién de la SP-A parece ser imprescindible para el transporte

de la proteina a los cuerpos lamelares (Alcorn y Mendelson, 1993).

1.53. SECRECION DEL SURFACTANTE PULMONAR

La secrecién del surfactante se produce por exocitosis, mediante la fusién de la
membrana limitante de los cuerpos lamelares con la membrana plasmitica de los
neumocitos tipo II. Se ha estimado que el 10-15 % de los cuerpos lamelares se secretan en

una hora (Kliewer et al.,, 1985).
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1.53.1. Estimulacién de 1a secreciéon por mediadores quimicos locales

Distintos agentes farmacolégicos estimulan la secrecién del surfactante "in vitro™

Agentes purinérgicos. La adenosina, andlogos de adenosina y nucleétidos de
adenina estimulan la secrecién del surfactante por cultivos de neumocitos tipo
II (Gilfillan y Rooney, 1987 a, b; 1988; Warburton et al., 1989; Gobran y
Rooney, 1990; Griese et al,, 1991 a, c). Asimismo, la secrecién "in vivo" es
estimulada por adenosina (Ekelund et al., 1985) y se inhibe por antagonistas de
adenosina (Rooney y Gobran, 1988). Tanto los receptores P, como P, intervie-
nen en la regulacién de la secrecién del surfactante. La adenosina estimula la
secrecidn a través de la interaccién con receptores P, (subtipo A,). Sin embargo,
no estd establecido definitivamente a través de qué receptores ejerce su accion
el ATP. Griese y colaboradores (1991, c) observaron que més del 75% del
efecto del ATP sobre la secrecién de PC por los neumocitos tipo II se inhibia
en presencia de antagonistas P, lo que sugiere que el ATP estimula la secrecién
a través de esos receptores. Sin embargo, también se ha encontrado activacion
a través de receptores P, (Gilfillan y Rooney, 1988; Warburton et al,, 1989).
También se ha caracterizado, al menos parcialmente, el mecanismo de transduc-
cién de senales que regula la secrecién del surfactante "in vitro" por agentes
purinérgicos. Los receptores P, estdn acoplados a la actividad adenilato ciclasa
y ejercen su accién mediante el control de los niveles de AMPc (Warburton et
al., 1989; Gobran y Rooney, 1990; Griese et al., 1993), mientras que los
receptores P, intervienen en la activacion de la fosfolipasa C (Warburton et al,
1989; Rice et al., 1990), lo que implica movilizacién de calcio intracelular (Rice
y Singleton, 1987, Dorn et al., 1989; Rice et al,, 1990) y activacién de la proteina
quinasa C (Rice et al., 1990).

Proteina quinasa C. Podria estar implicada en la regulacioén de la secreci6n del
surfactante. Activadores de esta proteina, como el TPA y diacilgliceroles,
estimulan la secrecién del surfactante por cultivos de neumocitos tipo I (Sano

et al,, 1987 a; Gobran y Rooney, 1990; Murata et al., 1993).

Agonistas adrenérgicos. Estos agentes ejercen un efecto estimulador directo
sobre la secrecién del surfactante via receptores de tipo B (Brown y Longmore,

1981; Chander, 1989). En los neumocitos tipo II existen tanto receptores B
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como 8, y ambos parecen implicados en la regulacién de la secrecién del
surfactante (Kai et al., 1992). El mecanismo de transduccion de la sefial parece
implicar activacién del sistema adenilato ciclasa y elevacién de los niveles de
AMPc (Brown y Longmore, 1981; Gilfillan y Rooney, 1987 b).

- Calcio. El aumento de la concentracién de calcio en el citoplasma inducido por

diversos agonistas podria mediar el proceso de secrecién. En este sentido, se ha
descrito que iondforos de calcio estimulan la secrecién de PC por cultivos de
neumocitos tipo II (Sano et al, 1987 b). Asimismo, el lantano, un ion que
bloquea la entrada de calcio en las células, inhibe la secreci6n de surfactante
estimulada por distensién pulmonar y lavado broncoalveolar, en conejos recién
nacidos (Corbet y Owens, 1991; Corbet et al., 1991).

- Vasopresina. Estimula la secrecién del surfactante "in vitro" a través de la
interaccién con receptores AVP,, probablemente mediante la activacién de la
fosfolipasa C, produccién de inositol trifosfato y diacilglicerol, y subsiguiente

activacion de la proteina quinasa C (Brown y Wood, 1989; Brown y Chen, 1990).

- Regulacién colinérgica. Parece ejercerse a través de una via indirecta. Diversos
estudios muestran que agonistas colinérgicos estimulan la secreci6n del
surfactante en sistemas de pulmones perfundidos aislados. La respuesta puede
bloquearse mediante tratamiento con propanolol, antagonista B-adrenérgico
(Massaro et al., 1982). Los resultados obtenidos en cultivos de neumaocitos tipo
Il ponen en entredicho el efecto estimulante de los agonistas colinérgicos,
puesto que en estos casos no se ha observado incremento de la secreci6n del

surfactante en presencia de agonistas colinérgicos (Brown y Longmore, 1981).

- Histamina. Parece estimular la secrecién del surfactante por los neumocitos tipo
I1. Su accién se ejerce a través de receptores H,, acoplados a la activacion del
sistema adenilato ciclasa y a la elevacién de los niveles de AMPc (Chen y
Brown, 1990). |

- Derivados del 4cido araquidénico. El 4cido araquidénico y sus derivados
incrementan la secrecién del surfactante por los neumocitos tipo Il (Gilfillan y
Rooney, 1985; 1986). Parece claro el papel desempefiado por los leucotrienos

en la regulacién de la secrecién del surfactante. Se ha demostrado que inducen
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un incremento en la secrecién de surfactante tanto en cultivos de neumocitos
tipo II (Gilfillan y Rooney, 1986) como "in vivo", en pulmones de conejos recién
nacidos (Rooney y Gobran, 1988). Sin embargo, existe controversia acerca de la
importancia de las prostaglandinas sobre la regulacién de la secrecién del
surfactante. En estudios "in vitro" la respuesta de los neumocitos tipo II a las
prostaglandinas fue casi inapreciable (Taylor et al, 1979). Sin embargo, las
prostaglandinas E, ejercen un efecto estimulador sobre la secrecién del
surfactante en cortes de pulmén de conejo recién nacidos (Marino y Rooney,
1988).

1.53.2. Estimulacién por factores mecdnicos

La hiperventilacién estimula la secrecién de surfactante tanto "in vivo" (Nicholas y
Barr, 1983; Barr et al,, 1988) como "in vitro", utilizando cultivos de neumocitos tipo II
sometidos a ciclos de dilatacién y contraccién mecdnica (Wirtz y Dobbs, 1990 a, b; Wirtz
y Schmidt, 1992). El mecanismo a través del cual se produce la estimulacién mecénica no
se conoce, pero se ha propuesto que la alcalosis subsiguiente a la disminucién de la presién
parcial de CO, podria ser la causa. La ventilacién pulmonar con aire que contiene 0% de
CO, incrementa la secrecién en un sistema de pulmén perfundido aislado (Chander, 1989).
El efecto se revierte incorporando 4cidos débiles como acetato o butirato 25 mM en el

medio utilizado para perfundir los pulmones.
1.53.3, Inhibicién de la secrecién de surfactante por mediadores quimicos locales

La sustancia P (Rice y Singleton, 1986) y la adenosina, a través de la interaccién con
receptores A, (Gobran y Rooney, 1990), inhiben la secrecién del surfactante pulmonar.
1.5.3.4. Inhibicién de la secrecién por la SP-A i

La SP-A inhibe la secrecién del surfactante pulmonar por los neumocitos tipo II,
tanto la secrecién basal como la estimulada por secretagogos (Dobbs et al., 1987; Rice et al.,

1987; Kuroki et al., 1988 a, b). La inhibicién se puede revertir afiadiendo al medio de cultivo

de las células anticuerpos anti-SP-A, desnaturalizando térmicamente la proteina o mediante



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS j 58

reduccién y alquilacién de la SP-A (Dobbs et al.,, 1987; Rice et al.,, 1987; Kuroki y Akino,
1988 a, b). Sin embargo, la desglicosilacién de la SP-A (Kuroki et al, 1988 a), o el
tratamiento con colagenasa bacteriana (Murata et al,, 1993) no impiden la acci6n de la SP-A
sobre la secrecién del surfactante. Recientemente, Murata y colaboradores (1993) han
publicado que un anticuerpo monoclonal anti-SP-A, cuyo epitopo se localiza en el dominio
C-terminal de la SP-A anula por completo la actividad inhibidora de la SP-A sobre la
secrecién del surfactante y la capacidad de SP-A no marcada de competir con '**I-SP-A por
la unién a la superficie de los neumocitos tipo II. El fragmento resistente a colagenasa
(CRF) inhibe la secrecién del surfactante por los neumocitos tipo Il y compite con **I-SP-A

por la uni6n a las células, aunque a concentraciones superiores a la SP-A.

La acci6n de la SP-A parece ejercerse a través de la interaccién con un receptor de
membrana de los neumocitos tipo II (Kuroki et al., 1988 c; Wright et al., 1989). Reciente-
mente, Strayer y colaboradores (1993) han encontrado una proteina de membrana de los
neumocitos tipo II de 30 kDa de masa molecular y que se une a la SP-A. Esta proteina no
se expresa en los macréfagos alveolares. A diferencia de la unién a los neumocitos tipo II,
la uni6n de la SP-A a los macréfagos alveolares si se inhibe tras el tratamiento con
colagenasa bacteriana (Pison et al., 1992), lo que podria indicar que la unién deé la SP-A a
los dos tipos celulares, neumocitos tipo II y macréfagos alveolares, podria ejercerse a través

de la interaccién con dos tipos de receptores distintos.

1.5.4 METABOLISMO EXTRACELULAR

La dindmica y las transformaciones que sufre el surfactante al ser secretado al
espacio alveolar estdn todavia sin resolver. Se sabe que el surfactante se encuentra en varias
formas fisicas en el alveolo y en el lavado broncoalveolar: estructuras multilamelares, redes
membranosas de mielina tubular, vesiculas uni y multilamelares, estructuras discoidales y
finalmente una monocapa de fosfolipidos superficial. Mediante centrifugacién diferencial
(Thet et al., 1979; Magoon et al., 1983; Baritussio et al., 1984) o centrifugacién en gradiente
de densidad (Gross y Narine, 1989) se recuperan tres fracciones:

- ligera, formada por vesiculas uni y multilamelares.

- pesada, formada por mielina tubular.

- ultrapesada, constituida por mielina tubular en asociacién con estructuras

semejantes a los cuerpos lamelares.
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Las vesiculas uni y multilamelares contienen pocas proteinas y tienen poca capacidad
de reducir la tensién superficial. Las otras formas contienen proteinas y son activas
funcionalmente (Gross y Narine, 1989). Mediante marcaje con [1,2,3-"H]-glicerol, precursor
de la sintesis de fosfolipidos, se observa que, después de la secrecién, aparecen secuencial-
mente formas ultrapesadas que evolucionan hacia formas menos densas. Por otra parte,
mediante microscopia electrénica se observa que el contenido de los cuerpos lamelares
secretados se transforma en mielina tubular (Williams, 1977; 1982). Estos estudios apoyan
la hipétesis de que el contenido de los cuerpos lamelares se transforma en mielina tubular,
que es precursora de una monocapa de DPPC en la interfase aire-liquido (Figura). El
material que no se adsorbe en la interfase aire-liquido o el que se excluye de la monocapa
aparece como vesiculas que posteriormente serdn capturadas por los neumocitos tipo 1T y
los macréfagos alveolares, principalmente. Gross y Schultz (1990) reprodujeron la secuencia
de formas extracelulares del surfactante que probablemente ocurre en el alveolo, "in vitro",
mediante experimentos en los que ciclicamente se aumenta y disminuye el 4rea ocupada por
el surfactante en unos tubos sometidos a cambios de posiciéﬁ vertical a horizontal. Estos
autores demostraron que la transformacién de formas de densidad semejante a la de los
cuerpos lamelares, a otras de densidad semejante a la de la mielina tubular, depende sélo
de las variaciones de volumen aplicadas y de la existencia de una interfase aire-liquido, ya
que las transformaciones no se producen cuando se completa el volumen del tubo con
surfactante, impidiendo por tanto la existencia en ellos de interfase aire-liquido. Sin
embargo, la transformaci6n a formas de densidad semejante a las vesiculas depende ademas
de una actividad serin-proteasa, denominada por ellos convertasa, parcialmente caracteriza-
da. La convertasa probablemente se trata de una proteina de 80 kDa, con un pH éptimo de
7.4 y que se aisla junto con el surfactante (Gross y Schultz, 1992). La incubacién de esta
proteina con N-glicosidasa F reduce la masa molecular aparente a 72 kDa, lo que sugiere
que podria tratarse de una glicoproteina (Gross, 1994). La enzima es activa en ausencia de
calcio. No se ha encontrado todavia el sustrato de esta enzima, aunque se especula que

podria tratarse de alguna proteina especifica del surfactante.

No se conoce con exactitud la composicién de la mielina tubular. En experimentos
"in vitro" se han podido reconstruir figuras semejantes a las de la mielina tubular a partir de
mezclas de DPPC/PG, SP-A, SP-B y calcio (Suzuki et al., 1989; Williams et al., 1991; Poulain
et al,, 1992). Las mezclas que contienen ademds SP-C también forman figuras semejantes
a las de la mielina tubular, pero esta proteina no es imprescindible para la formacién de
dicha estructura. La adiciéon de EDTA inhibe la formacién de mielina tubular, lo que indica

el absoluto requerimiento de calcio (Suzuki et al., 1989; Williams et al.,, 1991).
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La mielina tubular parece tener un mayor contenido de SP-A que otras formas de
surfactante (Wright et al., 1984). Voorhout y colaboradores (1991) observaron, mediante
marcaje con oro coloidal, que la mielina tubular presenta una mayor cantidad de SP-A que

los cuerpos lamelares recién secretados.

La mielina tubular es probablemente la precursora de la monocapa que se forma en
la interfase aire-liquido. Numerosos resultados experimentales apoyan esta posibilidad.
Magoon y colaboradores {1983) separaron mediante centrifugacién diferencial distintas
fracciones del surfactante y encontraron que las que se adsorbian més rdpidamente a la
interfase también estaban enriquecidas en mielina tubular. Resultados similares obtuvieron
Benson y colaboradores (1984) y Gross y Narine (1989). Sin embargo, otros autores no han
encontrado una rdpida velocidad de adsorcién de muestras de mielina tubular y sostienen

que se trata de material inactivo que se excluye de la interfase aire-liquido (Sen et al., 1988).

1.5.5. RECAPTURA Y REUTILIZACION DEL SURFACTANTE PULMONAR

El material surfactante debe ser retirado del alveolo una vez transcurrido su periodo
de vida media. Debe, por tanto, existir un fino equilibrio entre la secrecién del surfactante

y su eliminacién de los espacios alveolares.
El surfactante pulmonar puede eliminarse del alveolo a través de varias rutas:

- transporte por las vias aéreas hacia el exterior.

- transporte via sistema circulatorio o linfatico.

- fagocitosis y degradacién por los macréfagos alveolares.

- reincorporacién por los neumocitos tipo II y posterior degradacién y/o

reutilizacién.

Numerosos resultados experimentales apoyan la idea de que la internacién del
material lipoproteico por los macréfagos alveolares y sobre todo por los neumocitos tipo II
constituyen las rutas principales de eliminacién del surfactante de la luz alveolar (Magoon
et al., 1983; Jacobs et al,, 1985; Rider et al., 1992).

Los macroéfagos alveolares incorporan material surfactante. Se ha estimado que un

20% del complejo se incorpora a estas células (Rider et al.,, 1992). Tanto los lipidos (Miles
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et al., 1988; Grabner et al,, 1991; Young et al., 1993), como la SP-A (Coalson et al., 1986;
Young et al,, 1993) y la SP-C (Baritussio et al,, 1989) aparecen en las vesiculas fagociticas
de estas células tras la incubacién de los macréfagos con surfactante pulmonar. Cuando se
aislaron los macréfagos de animales a los que previamente se habia administrado surfactante
marcado radioactivamente, no se obtiene marcaje asociado a los macréfagos, lo que sugiere
que estas células degradan el surfactante y liberan los productos de degradacién al alveolo
(Pettenazzo et al., 1988). Un estudio reciente de Rider y colaboradores (1992) confirma esta
posibilidad, pues muestra la acumulacién de un anilogo no metabolizable de DPPC,

administrado junto al surfactante, en los macréfagos alveolares.

La incorporacién del surfactante en los neumocitos tipo II constituye la principal ruta
de eliminacién de éste del alveolo (Rider et al., 1992). Los mecanismos responsables de la
recaptura del surfactante y su procesamiento intracelular, asi como la regulacién de estos
procesos no se conocen con precisién en la actualidad. Al parecer, el surfactante es
internado mediante endocitosis (Williams, 1987) por un proceso dependiente de energia
(Fisher et al, 1987; Griese et al,, 1991 d). Una vez que se encuentra en el interior de la

célula, el material puede ser:

- Degradado via lisosomal, de forma que los productos de degradacién pueden
posteriormente pasar al reticulo endoplasmético y servir como precursores
primarios de la sintesis de nuevo material surfactante (Fisher et al., 1987; Rider
et al,, 1991).

- Incorporado directamente como moléculas intactas, sin sufrir ningin tipo de
degradacion, en cuerpos lamelares, por lo que podrian ser de nuevo secretadas
a la luz alveolar (Rider et al.,, 1990; 1991; Young et al.,, 1993).

No se conoce qué factores dirigen a los fosfolipidos hacia una u otra localizaci6n:
lisosomas o cuerpos lamelares. Se ha sugerido que la SP-A podria estar implicada, ya que
fracciones de fosfatidilcolina incubadas en presencia de SP-A en cultivos de neumocitos tipo
IT se degradan menos que otras fracciones internadas en ausencia de SP-A (Wright et al,
1987). La existencia de ese transporte dirigido por la SP-A u otras proteinas es todavia una

especulacion.

Se conoce mucho menos acerca de la internacién de las proteinas especificas del

surfactante y su posterior procesamiento en la célula. La SP-A probablemente se interna a
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través de un proceso de endocitosis mediada por receptor (Ryan et al, 1989; Kalina y
Socher, 1990). Young y colaboradores (1989) demostraron que '”I-SP-A instilada en la
trdquea de ratas adultas formando parte de complejos lipoproteicos aparecia posteriormente
en los cuerpos lamelares de los neumocitos tipo II. La mayor parte de la SP-A migraba con
la misma masa molecular que la proteina nativa, aunque en el aparato de Golgi y en los
microsomas existia marcaje en péptidos de tamaiio inferior (Young et al.,, 1989). Resultados
semejantes han obtenido Snyder y colaboradores (1988) en conejos recién nacidos. Sin
embargo, Ryan y colaboradores (1989), utilizando cultivos de neumocitos tipo II, apreciaron
que la SP-A internada se encontraba en vesiculas endociticas y cuerpos multivesiculares, pero

no en los cuerpos lamelares.

Todavia se conoce poco acerca de la internacién y procesamiento de las proteinas
hidrofébicas y la SP-D. Baritussio y colaboradores (1989) instilaron una mezcla de [*S]-
metionina-SP-C y **P-fosfolipidos en la trdquea de conejos de 3 dias de edad. El 50% de la
SP-C marcada no se recuperaba mediante lavado broncoalveolar 3 horas después de la
instilacién. Ademds, la tasa *P/*S se incrementaba 1.9 veces frente al valor inicial, por lo
que es posible que la tasa de internacién de los lipidos y las proteinas sea distinta o bien que
exista una menor eficacia de reutilizacién de la SP-C. Por el contrario, Pinto y colaboradores
(1993) observaron una tasa de internacién semejante para los lipidos y la SP-C. También
se pudo detectar la presencia de SP-C en los cuerpos lamelares tras la internacién, pero no
se conoce la ruta intracelular de la proteina tras la recaptura desde el alveolo ni si la entrada
de la proteina en la célula se produce como consecuencia de la interaccién con un receptor

de la superficie de los neumocitos tipo L

La SP-B se une a la superficie de los neumocitos tipo lI, y posteriormente es
internada por estas células (Bates et al., 1992). La asociacién de 'I-SP-B deslipidizada con
la superficie de los neumocitos tipo II en cultivo ocurre a través de un proceso no saturable,
y no se inhibe en presencia de un exceso de SP-B no marcada de 60 veces. Sin embargo,
cuando la SP-B se afiade formando parte de complejos con los lipidos del surfactante la
unién ocurre a través de un proceso saturable, probablemente especifico. Hay que tener en
cuenta para explicar estos resultados que la SP-B agrega en scluciones acuosas, de manera
que la concentracién efectiva de SP-B libre para interaccionar con las células podria ser mds
baja de la esperada. Tras la unién a ]a membrana de los neumocitos tipo II, 1a SP-B es
incorporada por estas células. Mediante autorradiografia se aprecia marcaje de la SP-B en
la membrana plasmatica, vesiculas endociticas, cuerpos multivesiculares y cuerpos lamelares,

pero no en vesiculas revestidas, lo que podria implicar que el mecanismo de internacién no
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es del tipo de endocitosis mediada por receptor (Breslin et al., 1992). También se aprecia
marcaje de SP-B en los cuerpos lamelares en proceso de exocitosis, lo que indica que la SP-B

se secreta de nuevo a la luz alveolar (Breslin et al., 1992).

Con respecto a los posibles mecanismos que regulan la internacién del surfactante,
Fisher y colaboradores (1985, 1987, 1989) encontraron que algunos secretagogos del surfac-
tante pulmonar como isoproterenol, terbutalina, ATP, ésteres de forbol y andlogos del
AMPc estimulaban la recaptura del surfactante utilizando un modelo de pulmén perfundido
aislado. Sin embargo, no se ha encontrado estimulacién de la recaptura del surfactante "in
vitro" por distintos secretagogos del surfactante a las concentraciones a las que se producia
la médxima estimulacién de la secrecién. Ni el ATP ni la terbutalina, ionomicina, TPA o
agonistas purinérgicos incrementan la recaptura de dipalmitoilfosfatidilcolina por los

neumnocitos tipo II en cultivo (Griese et al.,, 1991 d). '

En estudios "in vitro" se ha observado que la SP-A incrementa la recaptura de lipidos
por neumocitos tipo I y macréfagos alveolares, en un proceso dependiente de la tempera-
tura y de la concentraci6n de proteina utilizada (Wright et al.,, 1987; Rice et al 1989; Griese
et al, 1991 d). Otras lectinas, como la aglutinina de Maclura pomifera también incrementa
la internacién de dipalmitoilfosfatidilcolina por los neumocitos tipo II (Griese et al.,, 1991
d

También se ha publicado que las proteinas hidrofébicas estimulan la recaptura de
fosfolipidos del surfactante. Claypool y colaboradores (1984 a, b) demostraron que una
fraccién de surfactante soluble en disolventes orgdnicos, y que contenia las proteinas
hidrofébicas SP-B y SP-C, aumentaba la internacién de lipidos del surfactante por los
neumocitos tipo 11. Un estudio de Bates y colaboradores (1989) sugiere que el fosfatidilglice-
rol presente en esa fraccién podria ser el responsable de la activacién. Sin embargo, Rice
y colaboradores (1989) mostraron que tanto la SP-B como la SP-C estimulaban la recaptura
de fosfatidilcolina por los neumocitos tipo II. El proceso no es especifico de estas células,
sino que también se producia sobre los macréfagos alveolares y fibroblastos de pulmén. No
existfa saturacién y la activacién ocurria a 4 y a 37 °C. No se sabe si existe realmente
estimulacién de la recaptura de los lipidos del surfactante por las proteinas hidrofébicas o
si su accién se produce modificando la forma fisica de los liposomas, favoreciendo una

interaccién de los mismos con lipidos de las membranas de las células.
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2. OBJETIVOS

El conocimiento de las interacciones moleculares que se establecen en el surfactante
pulmonar es imprescindible para una correcta comprensién del ciclo metabélico, tanto
intracelular como extracelular del complejo, con vistas a una aplicacién terapelitica a
pacientes con Sindrome de Distrés Respiratorio del Neonato o Sindrome: de Distrés
Respiratorio del Adulto. Para establecer las bases moleculares del complejo ciclo del
surfactante, que conduce en tiltimo término, a la formacién de una monocapa de DPPC en
la interfase aire-liquido, es imprescindible el estudio de las interacciones entre la SP-A y los
fosfolipidos, y que alteraciones se producen en unos y otra como consecuencia de la
interaccién. Asismismo, las interacciones que se puedan establecer entre las proteinas
hidrof6bicas SP-B y SP-C con los fosfolipidos, y de aquéllas con la SP-A pueden determinar

la funcién biolégica del surfactante.

Con vistas al esclarecimiento de algunos de estos aspectos, se han desarrollado los

siguientes estudios:

- Caracterizacion estructural de la SP-A de cerdo.

- Efecto del calcio, ia fuerza idnica y el pH dcido sobre la estructura de la SP-A
de cerdo.

- Estudio de la interaccibn de la SP-A de cerdo y humana procedente de pacientes
con proteinosis alveolar con vesiculas de fosfolipidos.

- Estudios de actividad de la SP-A de cerdo. Factores que controlan la agregacién
de vesiculas inducida por la SP-A. Efecto de las proteinas hidrofébicas sobre la
capacidad de agregacion de vesiculas de la SP-A. Efecto del pH dcido.
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3.1 MATERIALES

El material biolégico se obtuvo de cerdos sacrificados en un matadero industrial. Los
pulmones utilizados en este estudio se extrajeron junto con la triquea, y se seleccionaron
posteriormente, desechando aquellos que presentaran fisuras. Los 6rganos se mantuvieron

en hielo durante 1 hora hasta la obtencién de los lavados broncoalveolares.

La SP-A humana, aislada a partir de lavados broncoalveolares de pacientes de proteinosis
alveolar, fue suministrada por los profesores Van Golde y Haagsman, de la Universidad de
Utrecht, Holanda.

Los fosfolipidos sintéticos 1,2-dimiristoil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (DMPG), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero  3-fosfocolina (DPPC) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (DPPG),
procedieron de Avanti Polar Lipids (Birmingham).

Los fosfolipidos 1-palmitoil-sn-glicero 3-fosfocolina (LPC), 1,2-diacil-sn-glicero 3-fosfocolina
(PC), 1,2-diacil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (PG) procedieron de Sigma Co. (St. Louis, EEUU).
Los disolventes orgénicos utilizados para disolverlos fueron de calidad HPLC y fueron

suministrados por Scharlau (Espaia),

Trizma Base, N-acetil-triptofanamida (NATA), DL-ditiotreitol, albimina de suero bovino y
los patrones de peso molecular utilizados en el analisis electroforético procedieron de Sigma
Co. (St. Louis, EEUU). Los marcadores de electroforesis de bajo peso molecular pretefidos
fueron suministrados por Bethesda Research Laboratories (Bethesda, MD). La tripsina
utilizada en los experimentos de proteolisis procedié de Millipore (Bedford, EEUU). El
tampén Hepes, el detergente n-octil-B-D-glucopiranésido y la enzima utilizada para la
desglicosilacién de la SP-A, N-glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum, fueron
suministrados por Boehringer (Manhein, RFA). Los reactivos de electroforesis acrilamida,
N-N’-metilén-bisacrilamida y dodecilsulfato s6dico (SDS) procedieron de Serva (Heidelberg,
RFA). El n-butanol utilizado en el aislamiento de la SP-A procedi6é de Panreac (Espaia).
El azul de bromofenol se obtuvo de Fluka (Suiza). Los geles de cromatografia Sephadex LH-
20 y LH-60 fueron de Pharmacia (Suecia).
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Todos los demds reactivos y disoclventes no especificados proceden de Merck (Darmstadt,

RFA) y poseen calidad analitica.

3.2. AISLAMIENTO DEL SURFACTANTE PULMONAR Y PURIFICA-
CION DEL SURFACTANTE CONTAMINADO POR COMPONENTES
PLASMATICOS

Los pulmones de cerdo se lavaron via traqueal con una solucién 0.15 M de NaCl, pH
6.9, a 4°C. El lavado broncoalveolar (LBA) obtenido se filtr6 a través de gasa doble, y se
centrifugé a 480 x g durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga Sorvall RC2B, con el fin de
eliminar los macréfagos alveolares y desechos celulares existentes en el fluido. El lavado

broncoalveolar se congel6 a -20°C, hasta su posterior utilizacién.

El surfactante pulmonar se aislé de acuerdo con un método puesto a punto en
nuestro laboratorio (Casals et al., 1989) (Figura 15). El lavado broncoalveolar libre de células
se centrifugé a 105000 x g durante 2 horas a 4°C en una ultracentrifuga Beckman L-5. El
sedimento asi obtenido se resuspendié en una solucién de NaBr al 16% en NaCl 0.15 M.
Sobre esta capa se colocaron otras de NaBr al 13% en NaCl 0.15 M, y NaCl 0.15 M, y se
centrifugd a 116000 x g durante 2 horas a 4°C en una ultracentrifuga Beckman L-5. El
surfactante purificado se recogié en la interfase NaCl 0.15 M/NaBr 13%. Se tomaron
alicuotas para valoracién de proteinas. El resto se congeld en nitrégeno liquido, y se

mantuvo a -80°C hasta su utilizacién.
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LAVADO BRONCOALVEOLAR CON CELULAS

480 x g, 5 minutos, 4°C

Sobrenadante Sedimento

LAVADO BRONCOALVEOLAR
LIBRE DE CELULAS (LBA)

Sobrenadante Sedimento

Resuspension en NaBr 16 %
en NaCl 0.15 M

Gradiente de densidad !
NaCl 0.15 M/NaBr 13% en NaCl 0,15 M/ Muestra (NaBr 16% en Nall 0.15 W

116000 x g, 2 h, 4°C

SURFACTANTE PURIFICADO
Interfase: NaCl 0.15 M/NaBr 12 %

FIGURA 15, Esquema del aislamiento de surfactante pulmonar de pulmon de cerdo.



MATERIALES Y METODOS 70

3.3. CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS Y FOSFOLIPIDOS DEL
SURFACTANTE

33.1. VALORACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteinas se ha estimado de acuerdo con el método de Lowry
(1959), utilizando albimina de suero bovino como patrén. Las muestras de lavado
broncoalveolar libre de células y surfactante pulmonar, debido a su elevada concentracién
de lipidos, se valoraron en presencia de SDS al 3% (Dulley y Grieve, 1975). A causa de la
baja concentraci6én de proteina obtenida, se redujeron los volimenes de todos los reactivos

empleados a 1/5 de los utilizados en el método de Lowry convencional.

332 DETERMINACION CUANTITATIVA DE FOSFOLIPIDOS

Se llev6 a cabo mediante la valoracién de fésforo de las distintas clases de
fosfolipidos, segiin el método de Rouser (Rouser et al,, 1966). Las muestras de surfactante
purificado de contaminacién plasmética se transfirieron a tubos de hidrélisis y, una vez
eliminado completamente el disolvente, se adicionaron 0.45 ml de 4cido perclérico al 70%.
Los tubos se introdujeron en un bafo de arena a 250°C durante 25 minutos, dejdndolos
enfriar a continuacién a temperatura ambiente. Para la valoracién colorimétrica del fosfato
inorgdnico liberado en la reaccién anterior, se afiadieron 3.5 ml de agua destilada, 0.5 ml de
molibdato amoénico al 2.5% y 0.5 ml de 4cido ascorbico al 109%. La reaccién transcurrid
durante 7 minutos en un bafo de agua en ebullicién, y se detuvo por la inmersién de los
tubos en hielo. El molibdato aménico forma un complejo con ¢l fésforo que se reduce por
el 4cido ascérbico, dando un compuesto coloreado. La lectura se realiza en un espectrofo-
témetro Beckman DU-70 a 820 nm. La cantidad de f6sforo se determiné interpolando los
valores de absorbancia obtenidos en una recta patrén de fosfato inorgénico, realizada en las
mismas condiciones. El método permite detectar entre 3 y 23 nmoles de fosfolipidos por
muestra. En algunas ocasiones se redujeron los voliimenes de todos los reactivos empleados

para detectar entre 0.2 y 2.9 nmoles de fosfolipidos por muestra.
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3.4. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS ESPECIFICAS DEL
SURFACTANTE

3.4.1. AISLAMIENTO DE LA SP-A

La proteina se ha aislado de acuerdo con el método de Haagsman (1987) (Figura 16).
El surfactante pulmonar purificado se inyect6 lentamente en n-butanol (20:1 mL de butanol/
mg de proteina). La suspensién se mantuvo en agitacién durante 30 minutos previamente a
su centrifugacién a 3000 x g durante 30 minutos a 15°C en una centrifuga Sorvall RC2B. Se
utilizé un rotor flotante HB-4. El sobrenadante de esta centrifugacién contenia los lipidos
y las proteinas hidrofébicas del surfactante. La fracci6n insoluble en n-butanol se recogié en
el precipitado, que se someti6é a corriente de nitrégeno hasta la total eliminacién del
disolvente. Posteriormente se resuspendié en un tamp6n Hepes 10 mM, pH 7.4, que contenia
n-octil-8-D-glucopiranésido 20 mM y NaCl 0.15 M (Tampén OGP), y se centrifugé a 13400
x g durante 30 minutos a 15°C en una ultracentrifuga Beckman L-5 utilizando un rotor
flotante SW-40. El precipitado se resuspendi6 en el mismo tampén y se repiti6 la
centrifugacién. El segundo precipitado se resuspendi6é en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4,
y se dializé durante 20 horas frente al mismo tampén a temperatura ambiente. El contenido
de la bolsa de didlisis se centrifugé a 100000 x g durante 30 minutos a 4°C en una
ultracentrifuga Beckman L-5. El sobrenadante de dicha centrifugacién contenia la SP-A
purificada. Como criterio de pureza negativo se utilizé la separacién electroforética de la

muestra en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.
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|  SURFACTANTE |

Inyeccién en butanol
Agitacidon 30 min

3000 x g 30 min 15°C

Sobrenadante Sedimento

SP-A 'y proteinas solubles

Secado bajo atmésfera N2
Resuspension tampon OGP
210000 x g 15°C

X 2

|

Sobrenadante

Sedimento

Resuspension Tris—HCI
5 mM pH 7.4

Dialisis 20 horas

Centrifugacion 30 minutos

a 100000 x g 4°C

—

sobrenadante Sedimento

SP-A

FIGURA 16: Esquema del aislamiento de la SP-A de pulmén de cerdo.
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3.4.2. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS HIDROFOBICAS SP-B y SP-C

Las proteinas hidrofébicas del surfactante SP-B y SP-C se aislaron y purificaron a
partir de pulmones de cerdo segiin el método de Cursted y colaboradores (1987), con algunas
modificaciones que mejoran la separacién de las proteinas hidrofébicas de los lipidos y de
éstas entre si (Pérez-Gil et al., 1993) (Figura 17).

Los pulmones de cerdo se trocearon y se lavaron con una solucién 0.15 M NaCl, 0.005
M EDTA, pH 7.0 (1 litro/1 Kg de pulmdn). Los trozos de pulmén se agitaron y comprimie-
ron para conseguir la transferencia de la mayor cantidad posible dé surfactante a la solucién
salina. El material biolégico no se homogeiniza para evitar la contaminacién con material

intracelular.

El lavado asi obtenido se filtr a través de una gasa y se centrifugé a 1000 x g, a 4°C
durante 15 minutos. El sobrenadante que resulta de esta centrifugacion se recogi6 y se volvié
a centrifugar, esta vez a 3000 x g, a 4°C durante 2 horas. E! precipitado asi obtenido contiene
los lipidos y proteinas del surfactante pulmonar. Este precipitado se almacené a -20°C hasta
ser utilizado.

Las proteinas hidrofébicas del surfactante se aislaron a partir de los extractos
orgdnicos de los precipitados, sometidos a una tipica extraccién lipidica por el método de
Bligh y Dyer (1959) modificado brevemente. Se adicioné 1 volumen de cloroformo y otro de
metanol a los precipitados, tomando como referencia el volumen que éstos ocupan. Después
de agitar exhaustivamente en voértex, se formé un sistema bifésico, extrayéndose la fase
orgédnica (inferior) y lavdndose la acuosa (superior) con un volumen de cloroformo/metanol
2:1 (V/V). Los extractos orginicos reunidos se lavaron con KCl 0.15 M (anadiendo un 25%
del volumen de las fases orgdnicas reunidas), y la fase orginica, una vez extraida, se
concentré hasta un volumen aproximado de 0.5 ml bajo corriente de N,. Este volumen se
aplica en una columna cromatografica de Sephadex LH-20 (75 x 2cm) equilibrada con
cloroformo/metanol 2:1 (V/V). Se recogieron fracciones de 2 ml en un colector, y se obtuvo
un perfil de elucién por medidas de absorbancia a 240 y 280 nm en un espectrofotémetro

Beckman DU-70. El pico que contiene proteina se volvié a concentrar hasta un volumen de
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PULMONES DE CERDOQ

I

TROCEAR ¥ LAVAR
EN SUERQ FISIOLOGHO
0.15 M Nall, 0,005 M EDTA pH 7

CENTRIFUGACION

1000 g, 48C, 15 min,

/

PRECIPITADO
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| SCOBRENADANTE ]

CENTRIFUGACION
3000 g, 48C, 2 h,
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EPHADEX LH-20
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SEPHADEX LH-&0
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FIGURA 17: Esquema del aislamiento de las proteinas hidrofébicas
SP-B y SP-C de pulmdn de cerdo.
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0.25 ml bajo flujo de N,, y se aplicé en una columna de Sephadex LH-60 (80 x 1.5 cm),
equilibrada con cloroformo/metanol/HC1 0.1 N (1:1:0.05, V/V/V). Se recogieron fracciones
de 0.5 ml, construyéndose el perfil de eluci6n midiendo absorbancia a 240 y 280 nm. Los
picos de SP-B y SP-C se reunieron y se almacenaron a - 20°C hasta ser utilizados.

3.5. ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS DEL
SURFACTANTE

3.5.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS

3.5.1.1. SP-A

La proteina aislada se analiz6 mediante electroforesis discontinua en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS y condiciones reductoras (Laemli, 1970). Los geles
concentrante y separador utilizados se prepararon con una concentracién de acrilamida del
4% y 12% (P/V) respectivamente. El disolvente de las muestras se secé a vacio en una
centrifuga Speed Vac Concentrator (Savant Ynd, NY, EEUU)y las muestras se redisolvieron
en 20 uL de tamp6n Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8, que contenia glicerol 10% (P/V), SDS 2.3%
(P/V), ditiotreitol 60 mM y azul de bromofenol. Normalmente se aplicaron 5-10 pg de
proteina. Asimismo, se aplicaron 30 pl de una solucién de proteinas marcadoras de masa
molecular conocida y disueltas en el mismo tampén que las muestras a una concentracién
de 1 mg/ml. Las proteinas marcadoras utilizadas fueron albimina bovina (66 kDa), albimina
de huevo (45 kDa), pepsina (34.7 kDa), tripsinégeno (24 kDa), B-lactoglobulina (18.4 kDa)
y lisozima (14.3 kDa). Inmediatamente antes de su aplicacién en el gel, las muestras se

calentaron a 100°C durante 2 minutos.

La electroforesis se desarrollé a una corriente constante de 15 mA/gel. Bajo estas
condiciones el voltaje aumenta gradualmente. La electroforesis se realiza en una cubeta Mini-
Protean II (Bio-Rad). La fuente de alimentaci6n utilizada fue de BIO-RAD Model 1000/500.
Los geles se revelaron con una solucién 0.0125% (P/V) de azul de Coomasie R-250, 50%
(V/V) de metanol y 10% (V/V) de 4cido acético durante al menos 12 horas. Tras este
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tratamiento se colocaron en una solucién de desteiiido I que contiene 50% (V/V) de
metanol y 10% (V/V) de 4cido acético durante 2 horas. Posteriormente se mantuvieron en
una solucién de desteiiido II que contiene 5% (V/V) de metanol y 7% (V/V) de 4cido

acético durante un tiempo indefinido hasta fotografiarse o secarse.

3.5.12. SP-B y SP-C

El andlisis de la pureza de las proteinas hidrof6bicas aisladas se realiz6, al igual que
la SP-A, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, segtin el
método de Laemli (Laemli, 1970). El gel concentrante se preparé con una concentracién de
4% de acrilamida y el gel separador con una concentracién de 18%. Las muestras se
disolvieron en un tampén que contiene glicerol 10%, Tris-CIH 0.0625M, SDS 2.3%, pH 6.8,
en condiciones no reductoras y reductoras {afiadiendo B-mercaptoetanol 5% al tamp6n de
aplicacién), se hirvieron a 100°C durante 2 minutos y se aplicaron. La electroforesis se llevé
a cabo a voltaje constante de 60 V para el gel concentrante y de 160 en el gel separador. Las
proteinas se detectaron por el método de tinci6én de plata descrito por Oakley y colaborado-
res (1980).

3.52. CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS DEL SURFACTANTE PULMONAR

La cuantificacién de las proteinas del surfactante se ha realizado mediante andlisis
cuantitativo de amino4cidos. Las muestras se hidrolizaron mediante la adicién de 0.2 ml de
HCI azeé6tropo 5.7 N con fenol 0.1% (P/V). Como patrén interno se utilizé el aminodcido
no proteico nor-leucina. Los tubos se cerraron a vacio y se incubaron a 110°C durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se abrieron, y el HCI se eliminé en un desecador a vacio con
NaOH, y se lavaron dos veces con 0.1 ml de agua destilada. Las muestras se secaron a vacio
en una centrifuga Speed Vac Concentrator (Savant Ynd NY, EEUU). El anilisis se realizé
de manera automdtica en un analizador de aminoécidos Beckman‘ System 6300 High
Performance. Para la SP-A de pulmén de cerdo la cantidad de proteina se calcul6 a partir
de la secuencia de amino4cidos de la SP-A humana (White et al,, 1985). La estimaci6n de

la cantidad de proteina se ha realizado utilizando los residuos Asx, Thr, Gix, Gly, Ala y Val.
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La cuantificacién de las protefnas hidrof6bicas se realizé mediante el mismo anilisis
de aminodcidos. Se comprobé que para valorar la cantidad de proteina, la mejor estimacién
la proporcionaban los residuos Glx, Ala, Tyr, Phe y Lys para la SP-B; y Asx, Ala, Lys y Arg
para la SP-C.

3.6. ESTUDIOS ESTRUCTURALES Y DE MODIFICACION QUIMICA
DE LA SP-A

3.6.1. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Todos los estudios de fluorescencia incluidos en esta memoria se han realizado en un
espectrofluorimetro Perkin Elmer MPF-44E trabajando en el modo "ratio”, en condiciones
de uso de un fotomultiplicador de referencia,de forma que operando siempre a un mismo
voltaje (- 750 V), todos los espectros obtenidos para una misma longitud de onda de
excitacién son perfectamente comparables entre si. Se han utilizado cubetas de 0.2 cm de
paso Optico. Las anchuras de rendija utilizadas fueron de 7 y 5 nm para los haces de
excitacién y emision respectivamente. Los espectros se registraron desde 285 a 400 nm, con
una velocidad de barrido de 1 nm/sec. Las muestras se termostatizaron a 20, 37 o 45°C
mediante un bafio Lauda RM-3.

Los espectros de fluorescencia de la SP-A se registraron a 20 0 37°C en 0.3 ml de
tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, a una concentracién final de SP-A de 6.7-10 pg/ml. Se
utilizaron como longitudes de onda de excitacién 275 nm para registrar el espectro de
fluorescencia total de la proteina, y 295 nm para excitar selectivamente los residuos de
triptéfanos. Para analizar la contribucién de los residuos de tirosina y triptéfano al espectro
total de la SP-A se ha excitado la proteina a 295 nm. El espectro obtenido se normalizé
respecto al registrado excitando a 275 nm, considerando que la emisién de fluorescencia a
longitudes de onda superiores a 380 nm se debe exclusivamente a la emisién de los residuos
de triptéfano (Eisinger, 1969). El espectro normalizado es el de la emisién de los residuos
de tript6fano de la SP-A. La diferencia entre el espectro registrado excitando a 275 nm y el
espectro normalizado de emisién de los triptéfanos corresponde a la contribucién de las

tirosinas al espectro total de la SP-A.
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Paralelamente, y en las mismas condiciones, se registré el espectro del tampén
utilizado en cada experimento para obtener el pico Raman del agua. Esta banda se rest6 de

cada espectro antes de representar los datos.

3.62. ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR

Todos los espectros de Dicroismo Circular incluidos en esta memoria se registraron
en un dicrégrafo Ivon Mark III equipado con una ldmpara de xenon de 250 W. Las
disoluciones de protefna se analizaron en cubetas de 0.1 cm de paso 6ptico. Los espectros
se registraron en el ultravioleta lejano (250-200 nm), con una velocidad de barrido de 0.2
nm/segundo. Se acumularon cinco espectros para promediar el efecto del ruido. Previamente
se procedi6 al trazado de una linea base colocando en la cubeta del dicrégrafo el mismo
volumen del tamp6n utilizado para disolver la proteina. Los resultados se expresan en
elipticidad molar por residuo (grados cm? dmol™), considerando para la SP-A 110 como el
peso molecular medio por residuo. La concentracién de proteina se estimé mediante anlisis

de aminoécidos.

3.6.3 COMPOSICION DE AMINOACIDOS

El contenido en tript6fano de la SP-A se ha calculado de acuerdo con €l método de
Beaven y Holiday (1952). Para ello se prepar6 una disolucién de SP-A en NaOH 0.1 N cuya
absorci6n a 290 nm estuvo comprendida entre 0.2 y 0.5. Se determiné la absorci6n de esta

disolucién a 294.4 nm. El contenido en tript6fano se calculé a partir de la ecuacién:
M, /My, = (0.592 Ay, - 0.263 Asy) / (0.263 Ay - 0.170 Ay,,)
donde M,,, y M, corresponden a los moles de tirosina y triptéfano por mol de proteina que

existen en la SP-A respectivamente. La concentracién molar de tirosinas se calculé mediante

hidrélisis 4cida en las condiciones descritas en el apartado 3.5.2.
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El contenido de cisteina se determiné como 4cido cisteico de acuerdo con el método
de Hirs (1967):

En primer lugar se procedi6 a la preparacién del 4cido perf6rmico, tomando canti-
dades de agua oxigenada y 4cido férmico al 99% en proporcién 1:9. Esta mezcla se
mantuvo a 25°C durante 2.5 horas. A continuacién se llevé a -10°C y se mantuvo
a esa temperatura durante 20 minutos.

Posteriormente, la muestra de SP-A se redisolvié en 200 pl de 4cido perf6rmico pre-
parado en las condiciones descritas previamente, y se incubé a -10°C durante 2.5
horas. El 4cido se eliminé a vacio en una centrifuga Speed Vac. Las muestras
oxidadas se sometieron a hidrélisis 4cida segiin el método descrito en el apartado
5.2 durante 24 horas. Paralelamente se trat6 en las mismas condiciones una muestra
de lisozima de clara de huevo, de composicién de amino4cidos conocida, para

comprobar la eficacia de la oxidacién.

El contenido del resto de los amino4cidos se determind mediante hidrélisis 4cida en
las condiciones descritas previamente. Se realizaron hidrélisis durante peridos de tiempo més
largos, como 48 y 72 horas para determinar €l contenido en treonina, serina, valina e

1soleucina.

3.6.4. DESGLICOSILACION DE LA SP-A

La desglicosilacién de la SP-A se realiz6 mediante tratamiento de la proteina con N-
glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum (Boehringer 913782) a 37°C durante 24
horas. La reaccién de desglicosilacién se llevé a cabo en tampén fosfato 15 mM, pH 7.4, que
contenia 12 mM EDTA, 20 mm n-octil-8-glucopiranésido (OGP), fluoruro de fenilmetanosul-
fonilo (PMFS) 1.5 mM, azida sédica (0.02%, P/V) y 45 unidades de enzima/mg de SP-A. En
todos los experimentos se incluyeron blancos que contenian SP-A y el resto de componentes
de la mezcla de incubacién, a excepci6n de la enzima. Finalizada la incubaci6n, el detergente
(OGP), EDTA y otros componentes de bajo peso molecular se eliminaron mediante diélisis
de la mezcla de reacci6n frente a tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, durante 48 horas a 4°C.
La eficacia de la reaccién de desglicosilacién se controlé mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida en presencia de SDS, de acuerdo con las condiciones descritas previamente.
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3.7. CAMBIOS ESTRUCTURALES INDUCIDOS POR CALCIO,
FUERZA IONICA Y PH ACIDo |

3.7.1. ESTUDIOS DE AUTOAGREGACION DEPENDIENTE DE CALCIO, FUERZA
IONICA O PH ACIDO

3.7.1.1. Cinética

La autoasociacién de la SP-A se ha ensayado midiendo absorbancia a 360 nm en un
espectrofotémetro Beckman DU-8 equipado con un portacubetas termostatizado. Los ensayos
se realizaron a 37°C. Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso 6ptico. El experimento se inicié
adicionando a las cubetas de muestra y referencia 0.3 ml del tamp6n utilizado. Después de
10 minutos, se afiadi6 la SP-A en la cubeta de muestra. En la cubeta de referencia se afiadié
el mismo volumen de tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en el que esté disuelta la SP-A. La
concentracién de la SP-A fue de 43 ug/ml o superior. La absorbancia se midié durante 10
minutos con intervalos entre lecturas de 1 minuto. La autoagregacion de la proteina comenzé
tras la adicién de una alicuota de una solucién stock de CaCl, en las cubetas de muestra y
referencia para conseguir una concentracién en el medio 5 mM. El incremento de
absorbancia se midi6 durante otro periodo de 10 minutos. Finalmente la agrégacién se
revirtié adicionando una alicuota de una solucién concentrada de EDTA para conseguir una

concentracién 10 mM.

3.7.1.2. Titulacion con calcio

Los experimentos se han realizado en las mismas condiciones descritas en el apartado
anterior, pero tras la adicién de la SP-A, y transcurridos 10 minutos, se adicionaron sucesivas
alicuotas de una solucién concentrada de CaCl, con intervalos de tiempo entre adiciones

sucesivas de 7 minutos.
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3.72. ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS

3.7.2.1. Espectros de fluorescencia

El estudio del efecto de la presencia y ausencia de calcio, .pH dcido y fuerza i6nica
en el espectro de fluorescencia de la SP-A se ha llevado a cabo 2 20°C en las mismas
condiciones descritas en el apartado 3.6.1. y disolviendo la SP-A en los siguientes tampones:

- Tris-HCI 5 mM, pH 7.4

- Tris-HCL 5 mM, EDTA 1mM, pH 7.4

- Tris-HCl 5 mM, CaCl, 5SmM, pH 7.4

- Tris-HCI 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4

- Tris-HCl 25 mM, Acetato sédico 25 mM, pH 4.5

La longitud de onda de excitacién utilizada fue 295 nm para excitar selectivamente

los residuos de triptéfano.

3.7.2.1.1. Variacién de la intensidad de fluorescencia en funcién de la concentracién de calcio

o cloruro sédico

Los ensayos de titulacién con calcio o cloruro sédico se realizaron a 20°C a una
longitud de onda de excitacién de 275 nm. La SP-A se disolvi6 en 0.3 ml de tampén Tris-
HCl 5 mM, pH 7.4 (concentracién final 10pg/ml). Después de 10 minutos a 2.0°C, se
adicionaron sucesivas alicuotas de una solucién concentrada de CaCl, 0.3 M o de NaCl 2M
preparadas en el mismo tampén, El intervalo de tiempo entre la adicién de las sucesivas
alicuotas de calcio o de NaCl fue de 3 minutos. Paralelamente se realizaron experimentos
control, adicionando a la proteina los mismos volimenes de agua destilada, para corregir la

disminucién de intensidad de fluorescencia provocada por la dilucién
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3.7.2.1.2. Apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la SP-A por acrilamida

Se registraron en las mismas condiciones experimentales descritas en el apartado
3.6.1, pero utilizando como longitud de onda de excitacién 295 nm para excitar selectivamen-
te los residuos de triptéfano y para reducir la absorbancia de la acrilamida. Los espectros de
fluorescencia se registraron antes y después de afiadir alicuotas sucesivas de una disolucién
concentrada de acrilamida en agua destilada (2M o 5M). Paralelamente se registraron
espectros en las mismas condiciones afiadiendo alicuotas de agua destilada para obtener la
variacién de intensidad de fluorescencia debida a dilucién. La dispersién provocada por la
adicién de las alicuotas de acrilamida se corrigié afadiendo alicuotas semejantes de este
agente a 0.3 ml de tamp6n SmM Tris-ClH, pH 74. La absorbancia- de las muestras a 295 nm
y 330 nm se midié a 20°C en un espectrofotémetro Beckman DU-8 equipado con un
portacubetas termostatizado. El efecto de filtro interno se corrigié de acuerdo con la
expresion F, = F, x 10*=*4=7 (] akowicz, 1983) donde F, y F,, son las intensidades de
emisién de fluorescencia corregida y medida directamente, respectivamente. Aem y Aex son
la absorbancia de la muestra a las longitudes de onda de emisién y excitacién, 330 y 295 nm,

respectivamente.

Los resultados se analizaron de acuerdo con la ecuacién de Stern-Volmer para el
apagamiento colisional (Eftink y Ghiron 1981):
F/F = 1+K,[Q]

donde F, y F son las intensidades de emisién de fluorescencia medidas en ausencia y
presencia de acrilamida respectivamente, Q es la concentracién de acrilamida existente en
el medio, y K,, es la constante de Stern-Volmer que da cuenta de la mayor o menor
accesibilidad de los residuos fluorescentes al agente de "quenching". Representando F,/F
frente a la concentracién de acrilamida se obtuvo K,, a partir de la pendiente de la recta

obtenida.
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3.7.22. Espectros de Dicroismo Circular

Se han realizado de acuerdo con las condiciones descritas en el apartado 3.6.2.. Para
estudiar la influencia del calcio en concentraciones micromolares se compararon los espectros
de dicroismo circular de la SP-A en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en presencia o ausencia
de EDTA 1 mM. Para estudiar la influencia del calcio en concentraciones milimolares o de
la fuerza i6nica sobre el espectro de dicroismo circular de la SP-A se registraron los
espectros de la proteina en tamp6n Tris-HCl 5mM, pH 7.4. A continuacién se afiadieron
alicuotas de una solucién de CaCl, 0.075 M o de una solucién de NaCl 2M en Tris-HCl
5mM, pH 7.4. Se registraron los espectros de la SP-A después de cada adicién. Igualmente
se trazaron lineas base a las que se aifiadieron alicuotas seméjantes de CaCl, y NaCl
Después de realizado el experimento se tomaron alicuotas para valoracién de proteinas
mediante anélisis de amino4cidos antes y después de centrifugar a 3000 r.p.m. en una

centrifuga Wifug para descartar la posible precipitacién de la proteina debida a agregacion.

Para analizar el efecto del pH 4cido sobre el espectro de dicroismo circular de la SP-
A se registré el espectro de la proteina en tamp6n Tris-HCI 25 mM, Acetato sédico 25 mM,
pH 4.5. Una vez trazado el espectro se aiadi6 3 pl de una solucién de NaOH 0.1 N para
cambiar el pH de 4cido a neutro, registrindose a continuacién el espectro de la SP-A

después del cambio de pH.

3.7.3. SUSCEPTIBILIDAD A LA HIDROLISIS POR TRIPSINA

Los ensayos de digestién de la SP-A con tripsina se realizaron incubando 5 pg‘de SP-
A con 750 ng de tripsina en un volumen final de 14 ul de tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4
en ausencia o presencia de a) EDTA 1 mM, b) CaCl, 5 mM, c) NaCl 150 mM.

Las mezclas se incubaron a 37°C durante 6 horas. La reaccién se detuvo por la
adicién de tamp6n Tris-CIH 0.125 M, 20% glicerol (P/V), 4% SDS (P/V), pH 6.8. Las
muestras se calentaron a 100°C durante 2 minutos, y se analizaron mediante electroforesis

en geles de poliacrilamida de acuerdo con las condiciones descritas previamente.
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3.8. ESTUDIOS DEL EFECTO DE LOS LIPIDOS SOBRE LA ESTRUC-
TURA DE LA SP-A

3.8.1. PREPARACION DE VESICULAS FOSFOLIPIDICAS

Las vesiculas de fosfolipidos se prepararon tomando la cantidad necesaria de cada
fosfolipido disuelto en cloroformo: metanol, 2:1 (V/V). Posteriormente se evapor6
completamente el disolvente bajo atmésfera de nitrégeno, y los tubos se mantuvieron a vacio
toda la noche en un desecador, con el fin de asegurar la total ausencia de trazas de solvente
orgénico. Las diferentes vesiculas fosfolipidicas se prepararon a una concentracion de 1 o
3 mg/ml mediante hidratacién de la pelicula de fosfolipidos en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH
7.4, que contenia NaCl 150 mM durante 1 hora a una temperatura superior a la temperatura
de transicién de fase del fosfolipido correspondiente. Las dispersiones resultantes se
sonicaron a 240 W mediante 10 pulsos de 30 segundos, con intervalos de 15 segundos entre
los pulsos, en un sonicador MSE Sonic Power Instruments provisto de una sonda de titanio
de 15 cm de longitud y 2 mm de didmetro minimo. La temperatura de sonicacién fue de 4°C
para PC, LPC y PG y de 45°C para DPPC, DPPG, DPPC/DPPG y DPPC/PG, y de 37°C
para DMPG. La soluci6én obtenida se centrifugé en una microfuga Hetich durante 10
minutos, tomando el sobrenadante para la realizacién de los ensayos. Se tomaron alicuotas
antes y después de centrifugar para valorar la concentracién de fosfolipidos de acuerdo con
el método de Rouser (1966) descrito previamente. Las vesiculas se prepararon inmediata-
mente antes del inicio del experimento, y se mantuvieron posteriormente a la temperatura

en la que se realizaron los ensayos.

El tamafio de las vesiculas utilizadas se analizé mediante "quasielastic light scattering” .
(QEL), de acuerdo con el método de Koppel (1972). Las medidas se realizaron en un
Autosizer Ilc Photon Correlation Spectrometer (Malvern Instruments, G.B.) usando un ldser
de helio-neén como fuente de luz incidente (A= 632.8 nm), y operando a 5 mW. El didmetro
de las vesiculas fue de 160-200 nm, con un indice de polidispersidad de 0.2. Las vesiculas

fueron estables a lo largo del desarrollo de los experimentos.
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3.82. ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS

3.8.2.1. Experimentos de variacién de la fluorescencia intrinseca de la SP-A en presencia de

cantidades crecientes de vesiculas fosfolipidicas.

La interacci6én de la SP-A con fosfolipidos se ha estudiado midiendo los cambios en
el espectro de emisién de fluorescencia total de la SP-A después de la adicién de diferentes

tipos de vesiculas de fosfolipidos o de micelas de LPC.

La proteina se adicion6 a la cubeta del espectofotémetro que contenia tamp6n Tris-
HC1 5 mM, pH 7.4, en presencia o ausencia de NaCl 150 mM (concentracién final 10 pg/ml)
y se mantuvo a 37°C duranfe 10 minutos. Transcurrido este tiempo se registré el espectro
de emisi6n de la proteina (A= 275 nm). Posteriormente se inici6 el experimento de
titulacién mediante la adicion de sucesivas alicuotas de una solucién concentrada de vesiculas
(1 o 3 mg/ml) a la solucién de proteina en la cubeta. Las lecturas de intensidad de
fluorescencia se corrigieron para descartar el efecto de: i) La dilucién ocasionada por la
adicién de las vesiculas. Para ello se anadié a otra muestra de SP-A 10 pg/ml alicuotas de
tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 74, que contenia NaCl 150 mM, el tampén utilizado para
hidratar las vesiculas. ii) El efecto de "scattering” provocado por los lipidos. Para ello se
afiadieron alicuotas de la soluci6n de vesiculas a una muestra sin SP-A del tamp6n utilizado
en el experimento. iii) El efecto de filtro interno. Esta correcci6n se realizé de acuerdo con
la expresion F, = F,, x 10¢e=*A=072 (] akowicz, 1983), donde F, ¢s la intensidad de fluorescen-
cia corregida, F_ es la intensidad de fluorescencia medida después de la correccién del
"scattering”, y Aem y Aex son las medidas de absorbancia de las soluciones a las longitudes
de onda de emisi6n y excitacién, 330 y 275 nm, respectivamente. La absorbancia de las
muestras se midié durante el desarrollo de los experimentos de titulacién, tras la ﬁdicién
de cada alfcuota de fosfolipidos, en un espectrofotémetro Beckman DU-8. En todos los

experimentos la absorbancia de las muestras fue inferior a 0.1.
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3.82.2. Experimentos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la SP-A por

acrilamida en presencia de vesiculas de fosfolipidos

Los experimentos se han realizado de acuerdo con el método descrito en el apartado
3.7.2.1.2. Los lipidos se afadieron a la solucién que contiene SP-A para conseguir una
relacién en peso lipido/ SP-A 4:1, que equivale a una relacién molar 200:1, considerando el
peso molecular del monémero de SP-A. Ei tamp6n utilizado para disolver la SP-A fue Tris-
HCl 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4, y la temperatura de realizacién de los experhneﬁtos fue
de 37°C. Los resultados se corrigieron para eliminar: '

1) dilucién de ia SP-A

2) "scattering" de la soluci6n de fosfolipidos

3) efecto de filtro interno

3.8.2.3. Espectros de Dicroismo Circular

Los experimentos se han realizado de acuerdo con las condiciones experimentales
descritas en el apartado 3.6.2. Una vez registrado el espectro de dicroismo circular de la SP-A
en tamp6n Tris-HCl 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4, se afiadieron sucesivas alicuotas de una
solucién de LPC o DPPC/DPPG (7:3, en peso) 3 mg/ml. Asimismo, se trazaron lineas base

a las que se afiadieron idénticas alicuotas de la solucién de fosfolipidos.

3.9. ENSAYOS DE ACTIVIDAD: ESTUDIO DE LA AGREGACION DE
VESICULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA SP-A

3.9.1. ESTUDIOS CINETICOS

Los estudios de agregacién de vesiculas de fosfolipidos inducidos por la SP-A se han
realizado midiendo la cinética de la variacién de la absorbancia a 400 nm en un espectrofo-
témetro Beckman DU-8 equipado con un portacubetas termostatizado. El paso dptico de las

cubetas utilizadas fue de 1 cm. La temperatura de realizacién de los experimentos fue de
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37°C. Estos experimentos se han realizado con vesiculas de distinta composicién fosfolipidi-
ca, a diferentes ralaciones molares lipido:proteina, a diferentes fuerzas i6nicas, diferentes

pHs y en presencia y ausencia de EDTA. El volumen total de la disoluci6n fue de 300 ul.

3.9.2. REQUERIMIENTO DE CALCIO

Los experimentos se realizaron en las mismas condiciones descritas para los estudios
cinéticos. El ensayo se inici6 con la adicién de las vesiculas (21 pg de fosfolipidos) en las
cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-HCl 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4. Después
de 10 minutos a 37°C, se aiiadié la SP-A (1.5 pg). Una vez estabilizada la seiial de
absorbancia a 400 nm, se afadieron sucesivas alicuotas de una soiucién stock de CaCl,, con

un intervalo de tiempo de 7 minutos entre cada adicién.

3.93. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

El estudio de la influencia de la temperatura sobre la agregacién de vesiculas lipidicas
inducido por la SP-A se ha llevado a cabo mediante dos tipos diferentes de aproximaciones

experimentales:

Variacién discontinua de la temperatura.

Se ha realizado en un espectrofotémeto Beckman DU-8 de acuerdo con las
condiciones experimentales descritas previamente, realizando experimentos a distintas
temperaturas (10, 20, 30, 40, 45, 50°C), inferiores y superiores a las temperaturas de
transicién de fase de las distintas vesiculas utilizadas, DMPG, DPPC y DPPC/DPPG
(7:3, en peso). Se control6 la estabilidad térmica de la proteina a 45 0 50°C. .

Variacién continua de la temperatura.

Se ha realizado en un espectrofotémetro GBC 918 equipado con un accesorio peltier
para la termostatizacién de las cubetas.Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso 6ptico
y se realizaron experimentos en presencia y ausencia de SP-A. La concentracién de
fosfolipidos y la relacién lipido/proteina utilizada fue la misma que en los experimen-

tos anteriores. El volumen total de la disolucién fue de 1.2 ml. El ensayo se realizé
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en ausencia de calcio milimolar. La temperatura se fue variando de manera continua
con una velocidad de barrido de 0.5°C por minuto. Se realizaron experimentos

calentando las muestras desde 20°C hasta 50°C y volviéndolas a enfriar y viceversa.

39.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LAS PROTEINAS HIDROFOBICAS SP-B Y sP-C
SOBRE LA ACITIVIDAD DE AGREGACION DE LIPIDOS DE LA SP-A

Reconstitucion de SP-B y SP-C en vesiculas de fosfolipidos.

Tipicamente, 35 pg de SP-B o SP-C disueltas en cloroformo/ metanol 2:1 (v/lv) se
adicionaron a 350 pg de vesiculas de DPPC o DPPC/DPPG (7:3, en peso), disueltas
en el mismo disolvente. Las muestras se sometieron a corriente de nitrégeno y
posterior secado a vacio en un desecador toda la noche para eliminar el disolvente.
Posteriormente se afiadié tampén Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4, hasta
conseguir una concentracién de 0.5 mg de fosfolipido/ml. Las muestras se hidrataron
a 45°C durante 1 hora y se sonicaron a la misma temperatura mediante 3 pulsos de
120 watios y uno de 240 watios de 30 segundos con intervalos entre ellos de 15
segundos en un sonicador MSE Power Instruments. Para controlar la cantidad de
proteina resuspendida, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos en una
microfuga Beckman. Tras la centrifugacién el contenido del tubo se trasvasé a otro
tubo y el solvente se evapor6 en una centrifuga UNIVAP. El contenido de cada tubo
se analizé6 mediante electroforesis en presencia de SDS, tincién de plata y densitome-
trado. Por otra parte, la proteina remanente en el fondo de los tubos, que se someti6
a centrifugacién, se analizé de la misma manera. Los valores relativos se obtuvieron
comparando cada banda de electroforesis con una muestra de proteina no sometida
al tratamiento con lipidos que se corri6 en cada gel. El resultado de este andlisis
puso de manifiesto que se requiere una relacién proteina/lipido en peso minima de

1:5 para la solubilizacién de dichas proteinas en lipidos.

Ensayos de agregacién lipidica.
Se desarrollaron a 37°C de la siguiente manera: Las vesiculas de fosfolipidos (30 pg),
con o sin SP-B o SP-C, se anadieron a las cubetas de muestra y referencia en un
volumen total de 300 pl de tamp6n Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl, pH 7.4. Después

de 10 minutos a 37°C se afiadieron 3 pg de SP-A a la cubeta de muestra y se midi6
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el cambio de absorbancia a 400 nm durante 10 minutos, con intervalos entre las
sucesivas lecturas de absorbancia de 1 minuto. Posteriormente se afadié calcio
(concentracién final en el ensayo de 1 mM) en las cubetas de muestra y referencia,
midiéndose el cambio en los valores de absorbancia a 400 nm durante 10 minutos.
El EDTA se us6 para prevenir (1 mM) o revertir (5 mM) la agregacién de vesiculas
inducida por la SP-A.
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4.1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA SP-A

4.1.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La SP-A es la proteina mayoritaria en peso en el surfactante pulmonar. Se la
atribuyen funciones fundamentales para la organizacién estructural y el ciclo biolégico del
complejo lipoproteico. También parece estar implicada en la defensa alveolar frente a
agentes patégenos. Se han realizado numerosos estudios con SP-A de diferentes especies de
mamiferos (humana, canina, de rata, de conejo), asf como con SP-A recombinante, obtenida
tras clonar el gen de la SP-A humana y expresarla en un sistema celular "in vitro". Estas
proteinas se han caracterizado con respecto a su composicién de aminodcidos, migracién
electroforética, punto isoeléctrico y estructura secundaria (Benson et al., 1985; White et al.,
1985; Sano et al, 1987 c; Boggaram et al., 1988; Haagsman et al., 1989). Sin embargo, no
existen estudios semejantes realizados con SP-A de cerdo. Por tanto, un primer paso.antes
de abordar los estudios de interaccién de la SP-A de cerdo con los fosfolipidos, fue
caracterizar estructuralmente la SP-A de cerdo, comparando sus caracteristicas con las SP-

As de diferentes especies descritas en la literatura.

4.1.2, COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA SP-A

En la tabla II aparece la composicién de amino4cidos de la SP-A de cerdo, y de la
SP-A humana, procedente de lavados broncoalveolares de pacientes de proteinosis alveolar.
La composicién de ambas es muy semejante, asi como a la obtenida a partir de la secuencia
genémica de la SP-A humana (White et al.,, 1985). La SP-A presenta un alto contenido en

glicocola, atribuible al dominio colagénico de la SP-A, caracterizado por la repetici6n de la
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Tabla II: COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA SP-A

H AMINOACIDO PORCINA HUMANA HUMANA *
. Asx 20
Thr 11
Ser 11
Glx 26
Gly 36
Ala 12
Val 10
Met 6
Ile 10
" Leu 14
Tyr 8
Phe 6 |
His 5
Lys 7
Arg 13
Trp 2
Cys L 7
Pro 25

* Composicién obtenida a a partir de la secuencia gen6mica humana (White et al., 1985).
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secuencia Gly-X-Y. Nuestros resultados muestran que la SP-A de cerdo contiene s6lo dos
tript6fanos, al igual que las procedentes de perro (Benson et al., 1985), rata (Sano et al., 1987
c), conejo (Boggaram et al., 1988) y humana (White et al., 1985). No se conoce la estructura
primaria de la SP-A de cerdo, pero si la de otras especies, obtenidas a partir de sus
correspondientes secuencias genémicas. La posicién de los triptéfanos estd conservada en
todas las especies estudiadas. Los triptéfanos se encuentran en el dominio C-terminal de la
proteina. Existen 7 tirosinas en la SP-A de cerdo. De igual manera que los triptéfanos, se
encuentran en el dominio C-terminal. que la humana, tiene 7 cisteinas, a diferencia de la de
rata (Sano et a] 1987 c) y de perro (Benson et al,, 1985). El niimero de amino4cidos 4cidos
es mayor que el de bisicos, por lo que la SP-A tiene una carga neta negativa al pH

fisiol6gico.

4.13. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y en condiciones
reductoras de la SP-A de cerdo (Figura 18) muestra una banda principal, muy ancha, entre
34 y 44 kDa y una banda menor centrada a 30 kDa al igual que la SP-A purificada de otras
especies. La banda de 30 kDa corresponde a la proteina desglicosilada, ya que tras el
tratamiento de la SP-A con N-endoglicosidasa F toda la proteina migra en la banda de menor
masa molecular (Figura 18). El hecho de que la proteina glicosilada muestre una masa
molecular entre 34 y 44 kDa se debe probablemente al distinto grado de glicosilacién que
presenta la SP-A.

Las muestras de SP-A humana que nos suministraron los profesores Haagsman y Van
Golde habian sido caracterizadas previamente en Holanda en cuanto a su movilidad
electroforética. Los resultados obtenidos son semejantes a los publicados por el mismo grupo
(Haagsman et al, 1991) y por otros autores para la SP-A obtenida de pacientes de

proteinosis alveolar (Voss et al.,, 1992).
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A B

FIGURA 18. Electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS de la SP-A de cerdo nativa (A) y
desglicosilada mediante tratamiento con endoglicosidasa
F (B).

4.1.4. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE LA SP-A

En la Figura 19 se recogen los espectros de fluorescencia intrinseca de la SP-A de
cerdo y humana obtenidos excitando a 275 nm. En estas condiciones, la emisién de
fluorescencia de una proteina se debe a los residuos de triptéfano y tirosina. Para analizar
la contribuci6n de los dos tipos de amino4cidos, se excit6 la proteina a 295 nm, longitud de
onda a la que la absorbancia de las tirosinas es inferior al 10% de la absorbancia que se
produce excitando a 275 nm (Teale, 1960). Por tanto, la emisién que se observa excitando
a 295 nm, corresponde principalmente a los residuos de tript6fano de la SP-A. El espectro
obtenido excitando a 295 nm, se normaliz6 respecto al registrado excitando a 275 nm,
considerando que la emisi6n de fluorescencia a longitudes de onda superiores a 380 nm se
debe exclusivamente a la emisi6n de los residuos de tript6fano (Eisinger, 1969). El espectro

normalizado, que aparece en la figura sefialado como W, es el de la emisién de los residuos
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de triptéfano de la proteina. La diferencia entre el espectro registrado excitando a 275 nm
y el espectro de emision de los residuos de triptéfano corresponde a la contribucién de las
tirosinas al espectro total de la SP-A, y aparece seiialado en la figura como Y. El méximo

de emisi6n de las tirosinas de la SP-A aparece a 305 nm.
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FIGURA 19. Espectros de emision de fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B).

Las representaciones de trazo continuo son los espectros de fluorescencia total de la SP-A obtenidos al
excitar a 275 nm. Las representaciones de trazo discontinuo son las contribuciones de los triptéfanos (W)
y las tirosinas de la SP-A (Y) al espectro total. La intensidad de emisidn de fiuorescencia (F) se expresa
en unidades arbitrarias.

La fluorescencia de la SP-A se debe principalmente a los triptéfanos. Presenta dos
méximos a 326 y 337 nm, lo que indica heterogeneidad en la emisi6n de fluorescencia de
estos fluoréforos. Los maximos de emisi6n a 326 y 337 nm se encuentran desplazados hacia
el azul con respecto al del triptéfano libre (350 nm), lo que indica que los residuos de
triptéfano de la SP-A se encuentran poco expuestos al solvente acuoso, estando parcialmente
enterrados en la matriz proteica. Las dos poblaciones de tript6fanos detectadas mediante
espectroscopia de fluorescencia podrian corresponder a los dos residuos de triptéfanos
existentes en la proteina. Cuando la SP-A se desnaturaliza en cloruro de guanidinio 6M la

emisién de fluorescencia de los residuos de triptéfano decrece y la posicién del maximo de
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emisién se desplaza a 350 nm, indicando que, bajo estas condiciones, los residuos de

tript6fano se encuentran expuestos al solvente.
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FIGURA 20. Espectros de dicroismo circular de la SP-A porcina (A) y humana (B) a baja
fuerza ibnica.

4.1.5. ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR EN EL ULTRAVIOLETA LEJANO

La estructura secundaria de la SP-A en solucién se ha estudiado mediante dicroismo

circular. En la Figura 20 aparecen los espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano
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de la SP-A de cerdo y humana. Ambos espectros se caracterizan por un extremo negativo a
205 nm y un hombro a 220 nm. Son semejantes en forma y magnitud a los espectros de
dicroismo circular publicados para la SP-A de perro, humana y recombinante (Voss et al.,
1988; Haagsman et al.,, 1989). También son semejantes a los descritos para el factor de
complemento Clq (Brodsky«Doylé et al., 1976), otra proteina colagénica que se ensambla de

la misma manera que la SP-A. '

4.1.6. SUMARIO

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y en condiciones
reductoras de la SP-A de cerdo muestra una banda principal entre 34 y 44 kDA y una banda
menor, centrada a 30 kDa, que corresponden a la proteina glicosilada y desglicosilada,

respectivamente.

La composicién de aminod4cidos de la SP-A de cerdo es similar a la descrita para SP-
As de otras especies. Destaca el elevado contenido en glicocola, la presencia de dos residuos
de triptéfano, siete residuos de tirosina, siete cisteinas, y un mayor nimero de amino4cidos

4cidos que bésicos, por lo que la SP-A tiene carga neta negativa al pH fisiol6gico.

El espectro de fluorescencia intrinseca de la SP-A de cerdo y humana procedente de
pacientes de proteinosis alveolar, muestra dos méiximos de emisidn, tanto excitando a 275
como a 295 nm, centrados a 326 y 337 nm, lo que indica heterogeneidad en la emisién de los
dos tript6fanos de la SP-A. La emisi6n de fluorescencia a esas longitudes de onda revela que

los tript6fanos de Ia SP-A se encuentran parcialmente enterrados en la matriz proteica.

El espectro de dicrofsmo circular de la SP-A de cerdo y humana muestran un extremo
de elipticidad negativa a 205 nm y un hombro a 220 nm. Es semejante en forma y magnitud

al espectro obtenido para SP-A de otras especies y al del factor de complemento Clq.
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4.2. EFECTO DEL MEDIO IONICO EN LA ESTRUCTURA DE LA SP-A

42.1, INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La SP-A es una proteina que une calcio (Haagsman et al, 1990). Muchas de sus
propiedades son dependientes de la unién de calcio, como por ejemplo a) la unién de
carbohidratos (Haagsman et al., 1987), b) la agregacién de vesiculas fosfolipidicas (Hawgood
et al., 1985; Efrati et al.,, 1987; Haagsman et al., 1990), c) la formacién "in vitro" de la mielina
tubular, que depende de la presencia de SP-A, SP-B, fosfolipidos 4cidos y calcio (Suzuki et
al., 1989; Williams et al,, 1991; Poulain et al,, 1992), d) la adsorcién de fosfolipidos a la
interfase aire-liquido en presencia de las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C (King y McBeth,
1981; Hawgood et al., 1985) y e) la regulacién de la secrecién (Dobbs et al., 1987; Rice et
al.,, 1987) o de la recaptura del surfactante desde el alveolo (Wright et al, 1987). Por otra
parte, ia SP-A purificada de lavados broncoalveolares humanos o caninos, en ausencia de
lipidos, no se solubiliza en suero fisiolégico (NaCl 0.15 M) a temperatura ambiente, pero se

solubiliza ficilmente en tampones de baja fuerza i6nica (Haagssman et al.,, 1987).

El primer objetivo planteado en este apartado ha sido estudiar el efecto del calcio y
de la fueza i6nica sobre la estructura de la SP-A de cerdo. Para ello se han utilizado distintas
técnicas experimentales: espectroscopia de fluorescencia y de absorcién, dicroismo circular

y ensayos de susceptibilidad a la hidrélisis por tripsina.

El segundo objetivo planteado ha sido estudiar el efecto del pH 4cido sobre la
estructura de Ia SP-A, utilizando las mismas aproximaciones experimentales. Si tenemos en
cuenta que el surfactante pulmonar se almacena en los neumocitos tipo II, en vesiculas de
secrecién especiales, denominadas cuerpos lamelares, que poseen un pH 4cido, seria

interesante conocer si en estas condiciones la protefna sufre algin cambio estructural.
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42.2, AUTOAGREGACION DE LA SP-A DEPENDIENTE DE CALCIO O DEL INCREMEN-
TO DE LA FUERZA IONICA

Los primeros estudios realizados se han centrado en caracterizar el proceso de
autoagregacién de la proteina en presencia de calcio o NaCl, recientemente publicado por
Haagsman et al. (1990). El primer aspecto abordado ha sido el estudio del requerimiento de
calcio para el proceso de autoagregacion de la SP-A de cerdo. En la Figura 21 se representa
la autoagregacién de la SP-A en funcién de la concentracién de calcio, a baja fuerza i6nica

y pH neutro.

No existe autoagregacién détectable por espectroscopia de absorcién a concentracio-
nes de calcio inferiores a 0.5 mM. La méxima autoagregaci6n se produce en presencia de
calcio 8 mM. La concentracién de calcio a la que se produce la mitad de la autoagregacién
méxima de la SP-A es 2.5 mM. Este valor es ligeramente superior a la concentracién de
calcio en el alveolo (1.5 mM) (Nielson y Lewis, 1988). La concentracién minima de calcio
para que se produzca la autoagregacion de la SP-A de cerdo es igual al valor de concentra-
cién observado por Haagsman y colaboradores (1990) para la autoagregaci6n de la SP-A de
perro. La dependencia de calcio se pone de manifiesto por la disociacién del agregado al
afiadir al medio EDTA (Figura 22).

La SP-A también autoagrega en presencia de NaCl 150 mM, sin que se requiera la
adici6n de calcio (Figura 22). Es interesante constatar que, una vez que se forma el agregado
de SP-A a fuerza i6nica fisiol6gica, la adicién de calcio 5 mM al medio no causa ningiin
cambio de absorbancia a 360 nm significativo, lo que indica que la extensién del agregado
formado a fuerza i6nica fisiol6gica no parece incrementarse tras la adici6n de calcio. Por el
contrario, la SP-A a baja fuerza iénica no autoagrega, y tras la adicion de calcio 5 mM se
produce un incremento de absorbancia a 360 nm superior al generado por la autoagregacién
de la SP-A a fuerza i6nica fisiolégica. Por tanto, la extensién del agregado formado tras la
adicién de calcio en mayor que el generado a fuerza i6nica fisiolégica (Figura 22).
Sorprendentemente, en ambos casos se produce la total disociacién del agregado al afiadir
EDTA 1 mM al medio (Figura 22). |
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FIGURA 21. Autoagregacién de la SP-A de cerdo en funcién de la
concentracion de calcio del medio. '

Las alicuotas de CaCl, sc afiadicron cada 7 minutos. Se representa el Gltimo valor
de absorbancia obtenido para cada concentraci6n de calcio. La proteina (43 ug/ml)
se encuentra cn las cubetas de muestra y referencia en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH
7.4 a la concentracién de calcio indicada, y en ausencia de NaCl. Los experimentos

se llevaron a cabo a 37°C.

[Coz+] mM

Asimismo, se ha comprobado que la presencia de EDTA 1 mM en el medio de

ensayo previene la autoagregacién de la SP-A dependiente de la fuerza i6nica (Figura 23).

Se ha analizado, por tanto, la concentracién de calcio existente en el agua Mili-Q, utilizada

para la preparacién de los tampones mediante espectroscopia de absorci6n atémica,
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obteniéndose una concentracién del orden de 5 pM. Estos resultados indican que, para que
se produzca la autoasociacién de la SP-A dependiente de la fuerza i6nica del medio se

requiere calcio a concentraciones micomolares.
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FIGURA 22. Efecto de 1a fuerza iénica en la autoagregacion de la SP-A de
cerdo.

Los experimentos se llevaron a cabo en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 en presencia
o ausencia de NaCl 150 mM. (M) indica que ¢l reactivo se afiadié tinicamente en
la cubeta de muestra. (M,R) indica que se afadié en las cubetas de muestra y
referencia. Las concentraciones de SP-A, calcio y EDTA fueron 50 pg/ml, 5 mM y
16 mM, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo a 37°C.
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FIGURA 23. Efecto del calcio en concentraciones micromolares sobre la
autoagregacion de la SP-A inducida por la fuerza i6nica.

Los experimentos se llevaron a cabo a 37°C en tampdn Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 en
presencia de EDTA 1mM. (M) indica que los reactivos se afadieron en cubeta de
muestra; (M,R) indica que se afiadieron en las cubetas de muestra y referencia, Las
concentraciones de SP-A, calcio y EDTA, anadido para revertir el proceso, fueron
50 pg/ml, 5 mM y 16 o 17'mM, respectivamente.

Haagsman et al. (1990) han estudiado la uni6n directa de “*CaCl, a la SP-A mediante
equilibrio de di4lisis. Sus resultados se ajustan a un modelo basado en la existencia de dos
tipos de sitios de unién: uno de alta afinidad, situado en el dominio de reconocimiento de
carbohidratos, con una constante de disociacién de 11 pM" y otro, de baja afinidad, con una

constante de disociaciéon de 0.7 mM™ localizado en el dominio colagénico, o al menos
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dependiente de su presencia. Segin estos resultados, podemos pensar que el calcio, a
concentraciones micromolares se unirfa al sitio de alta afinidad provocando un cambio
conformacional que permitiria la autoasociacién de la SP-A a fuerza i6nica fisiolégica en
ausencia de lipidos. Es probable que la proteina asociada a lipidos tenga otro comportarnien-

to.

Teniendo en cuenta que la SP-A tiene un punto isoeléctrico de 4.6-5.2, y que por
tanto a pH neutro tiene carga negativa, el NaCl podria tener el efecto de neutralizar las
cargas negativas superficiales de la proteina. De esta manera, se eliminaria la repulsién
electrostética y se permitirian interacciones proteina-proteina que conducen a la autoagrega-
cién de la SP-A. Para que esto ocurra, es necesaria la presencia de calcio en el medio en

concentraciones micromolares.

Por otra parte, el mecanismo por el cual el calcio a concentraciones milimolares y a
baja fuerza i6nica induce la autoasociacién de la proteina podria ser distinto al descrito
anteriormente a concentraciones de calcio micromolares y fuerza i6nica fisiolégica. La uni6n
de calcio al sitio de baja afinidad podria generar cambios conformacionales que desencadenen
la autoagregaci6n de la proteina, aunque no puede descartarse que el calcio a concentracione
milimolares tenga un efecto semejante al NaCl (150 mM), neutralizando grupos carboxilo de
la SP-A.

423. SUSCEPTIBILIDAD A LA HIDROLISIS POR TRIPSINA DE LA FORMA AGREGA-
DA Y NO AGREGADA DE LA SP-A DE CERDO

En la Figura 24 se registra la extensién de la digestién triptica de la SP-A en su
forma agregada (calles d y €) y no agregada (calles by c). La SP-A en su forma agregada es
mucho m4s susceptible a la hidrdlisis por tripsina que en su forma no agregada. La SP-A se
degrada casi completamente cuando agrega en presencia de Ca** 5 mM a baja fuerza i6nica
(Figura 24 d). En contraste,la degradacién del agregado de SP-A, generado a fuerza i6nica
fisiolégica (y en presencia de concentraciones micromolares de calcio), es menos extensiva
(Figura 24 e).
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Estos resultados podrian apoyar la hip6tesis de que el mecanismo molecular por el
cual el Ca** (a concentraciones milimolares) o el incremento de la fuerza i6nica del medio,
inducen la autoagregacién de la proteina, sea probablemente distinto. Al menos la estructura
de la SP-A agregada por calcio debe ser distinta a la de la SP-A agregada por NaCl, ya que
la susceptibilidad a la hidr6lisis por tripsina de ambos tipos de estados de agregacién de la
proteifna es distinta. Est4 claro que la autoagregaci6n de la proteina iﬂducida por calcio, a
concentraciones milimolares, provoca un cambio e:n la estructura de la SP-A que permite que

se expongan un mayor nimero de puntos diana susceptibles de ser hidrolizados por tripsina.

a e d c b

FIGURA 24. Susceptibilidad a la hidrélisis por tripsina de la
forma agregada de SP-A.

calle a: Protefna control (5 ug) en tampén Tris-HCI 5 mM, pH 74
(contiene Ca®*). Calle b: SP-A (5 ug) preincubada 30 minutos con el
tamp6n anterior en presencia de EDTA 1 mM. Calle c¢: SP-A (5 ug)
preincubada 30 minutos en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 (contiene Ca®*
5 uM). Calle d: SP-A (5 ug) preincubada 30 minutos en el mismo tamp6n
en presencia de Ca** 5 mM. Calle e: SP-A (5 ug) preincubada 30 minutos
en el mismo tampoén en presencia de NaCl 150 mM. Las muestras b-¢ se
incubaron posteriormente con tripsina (750 ng) durante 6 horas a 37°C. Las
incubaciones se detuvieron mediante adicién de SDS. Las muestras se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
y condiciones reductoras.
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Los residuos susceptibles de ser atacados por la tripsina se encuentran, en la zona
globular, en las posiciones 95, 117, 137, 159, 201, 216 y 222 en las especies en las que se
conoce su estructura primaria (Sano et al., 1987 c). La regién colagénica de la SP-A no sufre
digestion triptica (King et al., 1989). Por tanto, los resultados obtenidos apoyan la hipé6tesis
de que Ia autoasociacién de la SP-A, tanto inducida por calcio (5 mM) como por NaCl (150
mM) no se produce por interacciones proteina-proteina que impliquen a la zona globular. De
ser asi, hubiese sido l6gico encontrar una menos susceptibilidad a la hidrélisis por tripsina

en su forma agregada.

Las formas no agregadas de la SP-A (en presencia de EDTA, calle b, o en su ausencia
y por tanto en presencia de Ca** 5 pM, calle ¢, muestran una mayor resistencia a la hidr6lisis

por tripsina. El efecto de la presencia de EDTA se discutird en el apartado 4.2.5.

42.4. REQUERIMIENTO DE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS DE LA SP-A PARA LA
AUTOAGREGACION DE LA SP-A DEPENDIENTE DE CALCIO

Haagsman et al. (1991) han sugerido que podrian existir dos mecanismos distintos de
autoasociacién de la SP-A dependiente de calcio: uno lateral, a través de las cadenas de
coldgeno, y otro radial, basado en la interacci6n entre las cadenas hidrocarbonadas.de una
molécula de SP-A y el dominio de reconocimiento de carbohidratos de otra molécula de SP-
A. Para comprobar si las propiedades de tipo lectina de la SP-A estdn implicadas en la
autoasociacién de la protefna inducida por calcio, se han realizado estudios de autoagrega-
cién de la SP-A desglicosilada mediante tratamiento con endoglucosidasa F. La eficacia de
la reaccién de desglicosilacién se ha seguido mediante electroforesis en geles de poliacrilami-
da en presencia de SDS (Figura 18). El tratamiento de la SP-A con la enzima conduce a la

desaparicién de la banda de mayor masa molecular (34-44 kDa).

En la Figura 25 se registra la cinética de autoagregacién de la SP-A desglicosilada
y control. Se observa que, antes de la adicién de calcio milimolar, se produce un mayor
incremento de absorbancia tras la adici6n a la cubeta de muestra de SP-A desglicosilada que
tras la adicion de SP-A control. En presencia de calcio 5 mM no existe diferencia significativa
en la extensién de la autoagregacién de ambas proteinas. En ambos casos, el agregado se

disocia por adicién de EDTA 16 mM. Estos resultados indican que las interacciones de tipo
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lectina no parecen estar implicadas en la autoagregacién de la proteina, ya que la cinética
de agregacién es similar para la protefna control y desglicosilada. Esta conclusién estd
apoyada por los resultados obtenidos en experimentos en los que se ha afiadido al medio de
ensayo manano, un polimero de manosa que se une al sitio de unién de carbohidratos de la
SP-A (Haagsman et al,, 1991). En la Figura 26 se muestra la cinética de autoagregacién de
la SP-A en presencia y ausencia de manano. Tanto la cinética como la extensién de la

agregacion son idénticas en presencia y ausencia de manano.
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FIGURA 25, Efecto de la desglicosilacién sobre la autoagregacién de la
SP-A inducida por calcio milimolar,

Los experimentos se llevaron a cabo a 37°C en tampén Tris-HCI 5 mM, pH 7.4.
{M) indica que los reactivos se afiadieron en cubeta de muestra; (M,R) indica
que se afladieron en las cubetas de muestra y referencia. Las concentraciones de
SP-A, calcio y EDTA fueron 43 ug/ml, 5 mM y 16 mM, respectivamente. SP-A
control (circulos llenos); SP-A desglicosilada (circulos vacios).
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FIGURA 26. Efecto del manano sobre la autoagregacién de la SP-A
inducida por calcio milimolar,

Los experimentos se llevaron a cabo a 37°C en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 en
presencia o auscncia de manano 1% (P/V). (M) indica que los reactivos se
anadieron en las cubetas de muestra; (M,R) indica que se afiadieron en las cubetas
de muestra y referencia. Las concentraciones de SP-A y calcio fueron 50 ug/mly 5§
mM, respectivamente. '

Nuestros resultados indican claramente que las interacciones de tipo lectina no
parecen intervenir en la autoasociacién de la SP-A dependiente de calcio. Si realmente
existiera un mecanismo de autoagregacién basado en la interaccién entre las cadenas de

aziicares de una molécula de SP-A y el sitio de unién de carbohidratos de otra molécula de
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SP-A, serfa esperable ciue la extensién de la autoagregacién fuese menor para la SP-A
desglicosilada, o para la :SP-A nativa en presencia de manano. Existen otros argumentos que
podrian apoyar la hipdtésis de que la autoagregacién de la SP-A, dependiente de calcio, se
produce fundamentalme!nte a través de la interacci6n de los dominios colagénicos de la SP-
A, y no a través del domi:nio globular: 1) El fragmento resistente a colagenasa no autoagrega
en presencia de concentraciones de calcio de 25 mM (Haagsman et al., 1990). 2) La proteina
autoagregada es muchg mds susceptible a la hidrélisis por tripsina que la SP-A no
autoagregada (Apartado| 4.2.3,, Figura 23). 3) Los resultados que aparecen en el apartado
4.2.6. de esta memoria muestran que se produce una reduccién del extremo negativo a 205
nm del espectro de dicrloismo circular de la SP-A en presencia de calcio milimolar, que

podrfa estar asociada a cambios en el dominio colagénico de la proteina.
42.5. CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA SP-A INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES
MICROMOLARES DE (;:ALCIO |

Para determinar si la unién de calcio a la SP-A induce cambios estructurales en la
proteina se han reah'zadol estudios de fluorescencia, dicroismo circular y susceptibilidad a la
hidrélisis por tripsina, en|presencia y ausencia de EDTA 1 mM. En ausencia de EDTA, la
concentracién de calcio |en los tampones es la que existe en el agua Mili-Q. Se ha
determinado mediante espectroscopia de absorcién atémica que la concentracién de Ca?*
en el agua Mili-Q es del ‘orden de 5 pM. A esta concentracién de calcio la SP-A no sufre

autoagregacion.

Estudios de fluorescencia lintrinseca

La Figura 27 muestra la comparacién del espectro de fluorescencia de la SP-A (A_ =
295) en presencia y aus%ncia de EDTA 1 mM. Se observa que, en presencia de Ca*
micromolar se incrementa la intensidad de emisién de fluorescencia, y se desplaza la longitud
de onda de los médximos de emisi6n hacia longitudes de onda inferiores. Estos resultados
indican que, como resultado de la uni6n de calcio a la SP-A se produce un cambio
conformacional a consecﬂencia del cual los residuos de tript6fano se encuentran mds

I
protegidos de grupos polarlizables, responsables del apagamiento de la fluorescencia de estos
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fluoré6foros. El desplazamiento de los miximos de emisién de 1-2 nm hacia el azul indicaria
que los residuos de triptéfano de la SP-A se encontrarfan en un microentorno menos polar.
Resultados semejantes se han obtenido para otras proteinas que unen calcio como la
calpactina I (Gerke y Weber, 1985; Pigault et al., 1990)

150

F (u.a.)

O - | | | I 1
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FIGURA 26. Espectros de emision de fluorescencia de la SP-A de cerdo en
presencia y ausencia de EDTA 1ImM.

Los espectros se han registrado a 20°C utilizando una longitud de onda de excitacién
de 295 nm. La SP-A (10 pg/ml) se afiadid en tampdn Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en

presencia (linea|de trazo discontinuo) o ausencia (linea de trazo continuo) de EDTA
1 mM.
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i

El efecto del caljcio en concentraciones micromolares sobre la estructura de la SP-A
se ha estudiado tambiéh mediante la técnica de apagamiento de la fluorescencia intrinseca
de la SP-A por acrilami:da. La acrilamida es una molécula polar, no cargada. Se ha descrito
en la literatura como un: agente de "quenching" de derivados del grupo indol. En estudios con
distintas proteinas, la {acrilamida se ha mostrado capaz dé apagar la fluorescencia de
tript6fanos localizados tanto en la superficie como en el interior de la proteina. La facilidad
de un tript6fano de seriapagado depende s6lo de la frecuencia con la que se encuentre con
una molécula de acrilamida (Eftink y Ghiron, 1976). La longitud de onda de excitacién
utilizada fue 295 nm, p%'ira excitar selectivamente los tript6fanos y disminuir la absorbancia
de la solucién debida a? la acrilamida (e**= 4.3 M cm™, €= 0.24 M* cm™) (De Kroon et
al., 1990). i

La Figura 28 muestra la representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia intrinseca de la SP-A por acrilamida en presencia y ausencia de EDTA 1 mM.
En presencia de EDTA:, los residuos de triptéfano de la SP-A son mds accesibles al agente
de "quenching”. La constante de "quenching” de la SP-A en ausencia de calcio (K, = 4.45 M)
es, por tanto, mayor que cuando el calcio, a concentraciones micromolares, estd presente en
el medio (K,,= 2.35 M™). Estos resultados indican que el calcio, a concentraciones micromola-
res, induce un cambio?conformacional en la SP-A que afecta al microentorno donde se

encuentran los residuos de triptéfano haciéndolos menos accesibles a la acrilamida.

|

Por otra parte, ;es interesante observar que se obtiene una representacién de Stern-
Volmer lineal en el intervalo de concentraciones de acrilamida entre 0 y 50 mM cuando la
proteina se encuentra Ien presencia de calcio (5 pM). Por el contrario, en presencia de
EDTA, se observa una.desviacion de la linealidad hacia abajo. En el caso de proteinas con
mis de un triptéfano, cé:mo es el caso de la SP-A, representaciones de Stern-Volmer lineales
indican que la accesibiﬂjdad de los fluor6foros al agente de "quenching" es similar. La
desviaci6n de la linealidad hacia abajo indicaria que los fluoréforos difieren en su
accesibilidad al agente ide "quenching” (Eftink y Ghiron, 1976; Somogyi y Lakos, 1993). La
forma distinta de la r;epresentacién de Stern-Volmer indica que la unién de Ca®** a la
proteina, en el sitio dé alta afinidad, provoca un cambio conformacional en la SP-A que

afecta a la regién donde se encuentran los tript6fanos.

|
|
|
|
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FIGURA 28. Representacion de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia intrinseca de la SP-A de cerdo por acrilamida en
presencia y ausencia de EDTA 1 mM.

Los expcrimerltos se realizaron a 20°C en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en
presencia o ausencia de EDTA 1 mM. La longitud de onda de excitacién fue 295 -
nm. La concentracién de SP-A utlizada fue 6.67 pg/ml. F, vy F son las
intensidades de emisién de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de
acrilamida respectivamente.

|

Estudios de dicroismo bircular

s
En la Figura 29 se representa el espectro de dicroismo circular de la SP-A en

presencia y ausencia de EDTA 1 mM. No se observan variaciones significativas en el espectro
1
|
|
i
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de dicroismo circular de; la SP-A de cerdo, tras la adicién de EDTA zl medio, en el rango
de longitudes de onda estudiado.
!
Mediante estudigs de dicrofsmo circular, no se puede concluir que se produzcan cam-

bios en la estructura secundaria de la proteina como consecuencia de la unién de Ca** al sitio
de alta afinidad. '
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FIGURA 29. Espectros de dicroismo circular de la SP-A de
cerdo erll presencia de EDTA 1 mM.

I
La SP-A (0.1 mg/ml) se afiadi6 en tampén Tris-HCl 5 mM, pH
7.4, en presencia o ausencia de EDTA 1mM.
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FIGURA 30. Susceptibilidad a la hidrdlisis por tripsina de
la SP-A de cerdo en presencia y ausencia de EDTA.

calle a: Proteina control (5 ug) en tamp6n Tris-HCI 5 mM, pH 7.4
(contiene Ca®*). Calle b: SP-A (5 ug) preincubada 30 minutos con
el tamp6n anterior en presencia de EDTA 1 mM. Calle c: SP-A (5
pg) preincubada 30 minutos en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4
(contiene Ca** 5 uM). Las muestras b y ¢ se incubaron posterior-
mente con tripsina (750 ng) durante 6 horas a 37°C. La reaccién se
detuvo por adicii6n de SDS. Las muestras se sometieron posterior-
mente a electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS y condiciones reductoras.

Susceptibilidad a la hidrélisis por tripsina

En la Figura 30 se observa el resultado de la hidr6lis triptica de la SP-A en presencia
y ausencia de EDTA. Cuando la SP-A se encuentra en presencia de EDTA 1 mM (calle b)
es més resistente a la hidrélisis que cuando el EDTA est4 ausente, y por tanto en presencia
de Ca’* 5 uM (calle c). Estos resultados indican que la unién de calcio a la SP-A en el sitio
de alta afinidad provoca un cambio conformacional que causa la exposicién de enlaces
peptidicos susceptibles de hidr6lisis por tripsina. En ausencia de calcio, la SP-A adquiere una

estructura m4s resistente a la digestién triptica. Es interesante el hecho de que, tanto en
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presencia como en ausencia de EDTA, la proteina desglicosilada se hidroliza totalmente por

tripsina.
|
!
42.6. CAMBIOS ESTRU:CT URALES PRODUCIDOS EN LA SP-A COMO CONSECUENCIA

DE LA AUTOAGREGA:CION DE LA PROTEINA
|

4.2.6.1. Efecto de concer;traciones milimolares de calcio
%

La Figura 31 mu[estra los espectros de emisi6n de fluorescencia de la SP-A (4., 295
nm) en presencia y ausencia de Ca®* 5SmM. En presencia de calcio 5 mM se produce una
disminuci6n de la intens:)idad de emisién de fluorescencia de 1a SP-A, lo que indica que los
residuos de triptéfano dle la SP-A en su forma agregada se encuentran menos protegidos de
gupos polarizables de la Fpropia proteina (-SH, -NH, y -8-S-) o del solvente, responsables del
apagamiento de la ﬂuoirescencia del triptéfano. La longitud de onda de los méximos de
emisién no varfa, lo qud indica que no se producen cambios en la polaridad del entorno en

el que se encuentran lo§ résiduos de tript6fano de la SP-A en su forma agregada.

En la Figura 32 si;e registra la variacién de la intensidad de emisién de fluorescencia

de la SP-A en funcién de la concentracién de Ca®, en presencia y ausencia de NaCl 150
mM. '
;

La intensidad dei emision de fluorescencia de la SP-A en ausencia de NaCl comienza

a disminuir a concentrac;iones de calcio superiores a 0.5 mM, estabilizindose a concentracio-

nes superiores a 5 mM. 'La disminuci6n de la intensidad de emisi6én de fluorescencia de la

SP-A en funcién de la concentracion de calcio sigue un patrén similar al aumento del estado

de agregacién de la SP-A dependfente de la concentracion de calcio en medios de baja fuerza

i6nica (Apartado 4.2.2. l:’igura 22). Estos resultados indican que, al producirse el agregado

cambia la conformaciénll de la SP-A, y ese cambio afecta al microentorno donde se

1
encuentran los triptéfan;os.
|
l
En la Figura 31 también se observa que cuando la SP-A se encuentra en presencia

de NaCl 150 mM, la adicién de calcio no afecta a la intensidad de emisién de fluorescencia

de la proteina en el rangcl) de concentraciones estudiado. La SP-A autoagrega en medios que

1
]
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FIGURA 31. hspectros de emisién de fluorescencia de la SP-A en
presencia de calcio 5 mM.

Los experimentos se lievaron a cabo a 20°C en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 en
presencia (linea de trazo discontinuo) o ausencia (linea de trazo continuo) de CaCl,

5 mM. La concentracién de SP-A fue 10 ug/ml. La longitud de onda de excitacion
fue 295 nm.

1

|
contienen NaCl 150 mM (Apartado 4.2.2. figura 21). La adicién posterior de calcio 5 mM no

produce una agregacién Iadicional, manteniéndose invariable el valor de absorbancia a 360
nm generado por la autoagregacién de la SP-A en presencia de NaCl. Los experimentos de

fluorescencia demuestranLl que la adicién de calcio a agregados de SP-A generados a fuerza

|
|

|
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FIGURA 3?. Variacion de la intensidad de emision de fluorescencia
de la SP-A de cerdo en funcién de la concentracién de calcio del
medio.

Los experimentos se lievaron a cabo a 20°C. La SP-A (10 ug/ml) se aiadi6
en tampdn Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia o ausencia de NaCl 150 mM,
El intervalo| entre adiciones sucesivas de CaCl, fue 3 minutos. F, y F son las
intensidades de emisién de fluorescencia a 330 nm de SP-A en ausencia y
presencia de calcio, respectivamente. La longitud de onda de excitaci6n
utilizada fué 275 nm.

iénica fisiol6gica no produce ninguna variacién en la estructura de la SP-A. Por tanto, el
calcio, a concentraciones milimolares, induce la agregacién de la SP-A a baja fuerza i6nica,
pero no afecta a los agregados de SP-A formados en presencia de NaCl. Los dos tipos de
agregados de la SP-A (generado por Ca** a baja fuerza i6nica, o generado a fuerza i6nica

fisiolégica en presencia de concentraciones micromolares de calcio), parecen tener
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caracteristicas estructuralLs distintas como lo demuestra el hecho de que presenten distinta

susceptibilidad a hidrélisis por tripsina (Apartado 4.2.3. Figura 24).

1.6
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FIGURA 33! Representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia intrinseca de la SP-A por acrilamida en presencia de
calcio 2 mM.

Los cxpcrimej:tos se realizaron a 20°C en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en
presencia o asencia de CaCl, 2 mM. La longitud de onda de excitacién fue 295
nm. La conckntracién de SP-A utilizada fue 6.67 pg/ml. F, y F son las
intensidades de emision de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de
acrilamida respectivamente.

Otra aproximacién experimental para estudiar el cambio estructural de la SP-A
originado como consecuencia de la autoagregacion de la proteina dependiente de calcio, es

el estudio del apagamiento por acrilamida de la fluorescencia de la SP-A agregada (en
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presencia de calcio 2 mM) y no agregada (en presencia de calcio SpM). Los resultados de
estos experimentos aparecen en la Figura 33. En presencia de calcio milimolar se incrementa
la fraccion de ﬂuorescenria de la SP-A susceptible de ser apagada por la acrilamida. Adem4s
la desviaci6n de la linealidad de la representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia de la SP:A agregada, por acrilamida indica que las dos poblaciones de
triptéfano de la proteina tienen una accesibilidad por acrilamida diferente. La SP-A en su
forma no agregada, en presencia de Ca** 5 pM, presenta una constante de "quenching" (K,, =
2.35 M) menor que la forma agregada (K,,= 16.21 M"'). Ademés, la accesibilidad de las dos
poblaciones de triptofano por acrilamida es parecida. Estos resultados ponen de manifiesto
que como consecuencia de la agregacién inducida por concentraciones milimolares de calcio

se producen variaciones en la estructura de la SP-A.

Por otra parte, se han registrado los espectros de dicroismo circular de la SP-A en
ausencia y presencia de concentraciones crecientes de calcio (Figura 34). Los espectros son
cualitativa y cuantitativamente diferentes. Se observa una reduccién del valor de elipticidad
negativa y una alteracién de la forma del espectro. La pérdida de elipticidad es mayor a 205
que a 222 nm, por lo que la relacién de elipticidades a 205 y 222 nm disminuye a medida que
se incrementa la concentracién de calcio en el medio (Figura 35). El proceso se satura en
presencia de calcio 5 mM. La reduccién de la elipticidad negativa observada no se debe a
una disminucién de la concentracién de proteina en solucién después de la adicién de CaCl,,
ya que la concentracién de proteina determinada mediante anilisis de amino4cidos, antes

y después de la adicion de calcio fue idéntica.

Podria pensarse|que, debido a que la SP-A autoagrega en presencia de calcio 5 mM,
la dispersi6én de la muestra provocase una disminucién de la elipticidad negativa artefactual,
especialmente a 205 nm. Sin embarbo, cuando se lleva a cabo el espectro de dicroismo
circular de la SP-A en presencia de vesiculas de DPPC/DPPG sin adicionar calcio al medio,
se observa un cambio menor en los valores de elipticidad negativa a esa longitud de onda que
en ausencia de lipidos y|presencia de Ca** 5 mM. La dispersién provocada por las vesiculas
es, sin embargo, mucho mayor que la provocada por la autoagregacién de la proteina

dependiente de calcio.

La disminucién de los valores de elipticidad negativa a 205 nm en funcién de la

concentracién de calcio|podria sugerir que se producen cambios en la estructura secundaria
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de la SP-A que podrian estar asociados con cambios en el dominio colagénico de la proteina,

ya que la desnaturalizacién térmica de la triple hélice de coldgeno o la digestién de la SP-A

con colagenasa bacteriana producen una disminucién de la elipticidad negativa a 205 nm
(Voss et al., 1988; Haagsman et al., 1989; King et al., 1989)
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FIGURA 34. Espectros de dicroismo circular de la SP-A en
presencia de concentraciones crecientes de calcio.

La SP-A (0.1 mg/ml) se afiadi6 en tampén Tris-HCl 5 mM, pH
7.4. A [continuacién se afiadieron alicuotas de una solucién 0.075
M de CaCl,.Las concentraciones finales de calcio se indican en la
figura.
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FIGURA 38. Variaci6n de los valores de elipticidad a 205 y 22 nm, y de
la relacién 8,,,/8,,, en funcién de la concentracién de calcio.
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4.2.6.2. Efecto de la fuerza idnica

La Figura 36 muestra los espectros de emisi6én de fluorescencia de la SP-A de cerdo

en presencia y ausencia de NaCl 150 mM. Se observa que la intensidad de emisién de

fluorescencia de la SP-A disminuye en presencia de NaCl 150 mM, sin que se aprecien
cambios en la longitud ie onda de los méaximos de emisién. Estos resultados indican que,
aunque la polaridad dell medio donde se encuentran los residuos de triptéfano de la SP-A
es semejante en presencia y ausencia de NaCl, al aumentar la fuerza i6nica se produce un
apagamiento de la fluorescencia de los residuos de triptéfano de la SP-A, probablemente, al
por estar menos protegidos de grupos polarizables de la propia proteina, lo que indica un

cambio conformacional en la SP-A.

En la Figura 37 se presenta la variacién de la intensidad de emisién de fluorescencia
de la SP-A, en funcién de la concentracién de NaCl del medio, en presencia y ausencia de
EDTA. La intensidad de emisién de fluorescencia comienza a disminuir a concentraciones
de NaCl superiores a 50/mM, siempre y cuando exista calcio en el medio a concentraciones
micromolares (5 pM). En presencia de EDTA, no se producen cambios en la emisién de

fluorescencia de'la SP-A en todo el rango de concentraciones de NaCl estudiadas.

La disminucién de la intensidad de fluorescencia observada al incrementarse la fuerza
iénica del medio se produce como consecuencia de un cambio estructural originado por la
autoagregacién de la SPl-A en estas condiciones (Apartado 4.2.2. Figura 22), que probable-
mente causa un acercamijento de grupos polarizables de la proteina a las proximidades de los
residuos de triptéfano. Esto provoca un aumento del "quenching” est4tico ocasionado por
estos grupos, y por tanto, una disminucién de la intensidad de emisién de fluorescencia.
Otras proteinas con carga neta al pH fisiol6gico, como es el caso de la proteina bésica de
mielina, agregan en presencia de fuerza i6nica. Como consecuencia de la autoagregacién se
incrementa la emisién de fluorescencia emitida por la proteina (Novak y Berman, 1991). Los
autores interpretan los resultados como consecuencia del alejamiento de residuos cargados
positivamenté de las proximidades de un residuo de triptéfano, lo que conlleva la
disminucién del "quenching” estético ocasionado por estos grupos polarizables. La adicién

de EDTA al medio previene la autoagregacion de la SP-A a fuerza i6nica fisiolégica, al igual
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que previene la disminucién de intensidad de emisién de fluorescencia al incrementarse la

fueza i6nica del medio.

150 |
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FIGURA 36. Espectros de emision de fluorescencia de la SP-A en
presencia de NaCl 150 mM.

Los expenmentos se lievaron a cabo a 20°C en tamp()n Tris-HCl 5§ mM, pH 74
en presencia (lmca de trazo discontinuo) o ausencia (linea de trazo continuo) de
NaCl 150 mM. 'La concentracién de SP-A fue 10 ug/ml. La longitud de onda de
excitacion fue 295 nm.

La Figura 38 recoge el estudio del apagamiento de la fluorescencia por acrilamida de
la SP-A agregada (en presencia de NaCl 150 mM) y no agregada (en presencia de Ca** 5
uM). Se observa que a fuerza i6nica fisiol6gica, la constante de "quenching” (K= 10.3 M)
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es mayor que a baja fuerza i6nica (K,= 2.35 M"). Ademd4s, a fuerza i6nica fisiolégica el

apagamiento de la fluorescencia de la SP-A no sigue una relacién lineal con el incremento

de la concentracién de acrilamida, a diferencia de lo que ocurre a baja fuerza i6nica.

O + EDTA S~
o
0.8} ® — EDTIA e
| L | | |
0O 50 100 150 200 250

[NaCi] mM

FIGURA 37. Variacion de la intensidad de emision de fluorescencia
de la SP-A! de cerdo en funcion de la concentracién de NaCl.

Los cxperi.nlentos se llévaron a cabo a 20°C. La SP-A (10 pg/ml) se anadié

El intervalo entre adiciones sucesivas se NaCl fue 3 minutos. F, y F son las

en tampdn Iris—HCl 5 mM, pH 7.4 en presencia o ausencia de EDTA 1 mM.

intensidadeq de emision de fluorescencia a 330 nm de SP-A en ausencia y
presencia :jc NaCl, respectivamente. La longitud de onda de excitacién

utilizada fue 275 nm.
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Estos resultados indican que, en este estado de agregacién, los residuos de tript6fano

de la SP-A son mis susceptibles al apagamiento colisional por acrilamida, siendo la

accesibilidad de las dos poblaciones de triptéfano al agente de "quenching" diferentes, tal y

como ocurria con la SP-'A agregada a concentraciones de calcio milimolares.

14 T T | I 1

Oﬂ

10 20 30 40 50 60
[Acrilamida] mM

FIGURA 38. Representacion de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia intrinseca de la SP-A por acrilamida en presencia de
NaCl 150 mM.

Los experimentos se realizaron a 20°C en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en
presencia q ausencia de NaCl 150 mM. La longitud de onda de excitacion fue
295 nm. La concentracién de SP-A utilizada fue 6.67 pg/ml. F, y F son las
intensidades de emisién de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de
acrilamida respectivamente.,
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En la Figura 39 se recogen los espectros de dicroismo circular de la SP-A en ausencia

y presencia de concentra

ciones crecientes de NaCl. El espectro de la proteina se modifica a

medida que se incremeTta la fuerza i6nica del medio. Se reduce el valor de elipticidad

negativa y se modifica la

forma del espectro. Los cambios son menos drésticos que los que

se producen en presencia de calcio milimolar. Como se observa en la Figura 40, no se

modifica préicticamente

el valor de elipticidad a 222 nm, y si lo hace a 205 nm. La

representacién de la reldcién de elipticidades a 205 y 222 nm frente a la concentracién de

NaCl del medio muestra
igual que en el caso d
reduccién del valor de €
NaCl en el medio podr
inducido por el NaCl, ;

asociados a cambios en

que el proceso se satura a una concentracién de NaCl 150 mM. Al
e la proteina autoagregada en presencia de calcio milimolar, la
lipticidad negativa a 205 nm al incrementarse la concentracién de
a indicar que, como consecuencia del proceso de autoagregacién
ie producen cambios estructurales en la SP-A que podrian estar

el dominio colagénico de la proteina.
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FIGURA 39, Espectros de dicroismo circular de la SP-A de
cerdo en presencia de concentraciones crecientes de NaCl.

La SP-A (0.1 mg/ml) se afiadi6 en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH
74. A continuacién se ahadieron sucesivas alicuotas de tamp6n
Tris-HlCl 5 mM, pH 7.4, NaCl 2 M.
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FIGURA 40. Variacién de los valores de elipticidad a 205 y 222 nm, y de
Ia relacién 8

/82, en funcién de la concentracién de NaCl.
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4.2.7. EFECTO DEL PH ACIDO SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA SP-A

4.2.7.1. Autoagregacitn |de la SP-A a pH 4cido

La SP-A es una
1985; Floros et al., 1985
al pH fisiolégico ia SP-4

proteina 4cida. Su punto isoeléctrico es de 4.6-5.2 (Benson et al.,
Weaver et al.,, 1986), dependiendo de la especie estudiada. Por ello,

\ presenta carga neta negativa. Los resultados que aparecen en esta

memoria muestran que|el NaCl induce autoagregacién de la SP-A (Apartado 4.2.2., figura

22) probablemente neufralizando las cargas negativas superficiales de la proteina, evitando

la repulsién electrostatica debida a estas cargas, y por tanto, permitiendo la existencia de

interacciones proteina-proteina que conducen a la autoasociacién de la SP-A. Por tanto, es

légico pensar que la acjdificacién del medio podria inducir también autoagregacién de la

proteina. Un aumento
estructura de la protein

surfactante se almacena

en la concentracién de protones podrian inducir cambios en la
p que podrian ser de gran importancia, teniendo en cuenta que el

en los cuerpos lamelares, que tienen un pH é4cido (Chander et al,

1986).

Un primer objetivo fue el estudio de la autoagregacién de la SP-A a pH 4cido. Como

se aprecia en la figura 41 A, la SP-A de cerdo autoagrega a pH 4cido. A diferencia de la
autoagregacion a pH neutro, a pH 4cido no se inhibe en presencia de EDTA 1 mM. Por

tanto, a pH 4cido no se requiere la presencia de caicio micromolar para que se produzca la
autoagregacién de la prateina. Aunque el EDTA no inhibe la autoagregacién de la proteina
a pH 4cido, los valores d¢ absorbancia que se alcanzan en presencia de EDTA son inferiores
a los que se dan en ausepcia de este agente quelante de iones divalentes. De igual manera,
tanto en presencia como ien ausencia de EDTA 1 mM, la adici6én de calcio 5 mM incrementa
un 10% los valores de abiorbancia obtenidos antes de la adicién de calcio, lo que sugiere un

efecto aditivo de ambos agentes: protones y calcio, sobre la autoagregacién de la SP-A.

El proceso de autioagregacién inducido por el pH 4cido se revierte tras la adicién de
NaOH, a la concentracid
B). Cuando se afiade Na

calcio milimolar sélo se 1

n necesria para cambiar el pH 4cido (4.5) a neutro (7.0) (Figura 41
OH a la muestra de SP-A autoagregada a pH 4.5 en presencia de
evierte parte de la agregacion (Figura 41 B).




RESULTADOS Y DISCUSION

129

T T T [ I T T T T
— QO pH 4.5 + caicle
E Ca“ (M.R) SP~A ® pH 4.5 - calclo
o 0.10 | SPTA ! 4 ) -
w -
. (M) ’ |
< ]
~— | f \
- n aOH (M)
9 |
o 0.086 » EDTA (M.R)
@) . — -+ ’ —
o ey
® |
L ® pH 7.4
o amn
O -
& B pH 4.5 — EDTA -
-
3 O pH 4.5 + EDTA
< 0.00 H -
i I ] | | ] 1 ] 11
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Tiempo (min)
FIGURA 41. Autoagregarién de la SP-A de cerdo a pH écido.
Los experimentos se llevargn a cabo a 37°C en tamp6n Tris-HCI 25 mM, Acetato S6dico 25 mM, pH

4.5, en presencia o ausenci
reactivo se afiadié en la cu
referencia. Las concentraci
Agregacion de la SP-A a pH

Los valores de ali

producen a pH 7.4 en pr.
tendencia de la SP-A a

autoagregar, asf como la

a pH 4cido, sugieren que
autoagregacién de la SP-j

de EDTA 1mM, y en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4. (M) indica que el
eta de muestra; (M,R) indica que se afiadié en las cubetas de muestra y
bnes de SP-A, y calcio fueron 50 pg/ml y 5 mM, respectivamente. A)
4cido y pH neutro. B) Reversion de la agregacion a pH 4cido por NaOH.

psorbancia que se alcanzan a pH 4.5 son mayores que los que se

4sencia de calcio 5 mM o NaCl 150 mM, lo que demuestra una gran

la autoasociacién a pH 4cido. Esta facilidad de la SP-A para
independencia de calcio del proceso de autoagregacién de la SP-A
los mecanismos moleculares a través de los cuales se produce la

A a pH neutro y pH 4cido son distintos. El siguiente objetivo del
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trabajo ha sido estudig

consecuencia del proces|

4.2.72. Cambios estruct

Los cambios qusg
autoagregacién de la pj
fluorescencia y dicroism
disminucién de la intens

la longitud de onda ds

r-los cambios estructurales que se producen en la SP-A como

p de autoagregacién a pH 4cido.

urales en la forma agregada de Ia SP-A a pH 4cido

se producen en la estructura de la SP-A como consecuencia de la
oteina a pH 4cido se han estudiado mediante espectroscopia de
b circular. En la Figura 42 se observa que, a pH 4.5 se produce una
idad de emisién de fluorescencia de la SP-A sin que se modifique

2 los médximos de emisién. Estos resultados indican que, como

consecuencia de la auto?gregacién de la SP-A se produce un cambio conformacional en la

proteina en virtud del 4
apagamiento provocado
no existencia de desplazi

polaridad del microentos

Los estudios de a

a pH 7.4y pH 4.5 se rec

fraccién de fluorescenci
constante de Stern-Voln
2.35 M™). Ademaés, a pH

fluorescencia de la SP-A

discutido previamente, e
es el caso de la SP-A, est(

de accesibilidad de los dq

Para profundizar

dcido sobre la estructura

la SP-A a pH neutro y

alteracién del espectro d

la proteina a pH neutro. §

lo que podrfa indicar qué

tual los fluoréforos de la SP-A estdn menos protegidos frente al
por el disolvente o por grupos polarizables de la propia proteina. La
amientos de los méximos de emisidn indican que no se modifica la

tno en el que se encuentran los residuos de triptSfano de la SP-A.

pagamiento de la fluorescencia intrinseca de la SP-A por acrilamida
bgen en la Figura 43. Se observa que, a pH 4cido, se incrementa la
a de la SP-A susceptible de ser apagada por la acrilamida. La
er es mayor (K,= 17.52 M) a pH 4cido que a pH Neutro (K, =
[ 4cido la representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la
por acrilamida no es lineal, sino curvada hacia abajo. Como se ha
n el caso de proteinas con més de un residuo de triptéfano, como
bs resultados pueden interpretarse como resultado de una diferente

bs triptéfanos de la SP-A a la acrilamida.

en los cambios inducidos por la autoagregacién de la SP-A a pH
de la SP-A, se ha comparado el espectro de dicroismo circular de
H 4cido. Se observa (Figura 44) que se produce una significativa
e dicroismo circular de la SP-A con respecto al mismo espectro de
e aprecia una marcada disminucién del extremo negativo a 205 nm,

, como consecuencia de la autoagregacién de la SP-A a pH 4cido,
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FIGURA 42. Espectro de emisién de fluorescencia de la SP-A a pH‘
acido.

Los espectrgs se han registrado a 20°C utilizando una fongitud de onda de
excitaci6bn d¢ 295 nm. La SP-A (10 ug/ml) se aiadi6 en tampén Tris-HCl 25
mM, Acetato 25 mM, pH 4.5 (linea de trazo discontinuo) o en tampén Tris-HCI
5 mM, pH 74 (linca de trazo continuo),

se producen cambiog en la estructura secundaria de la SP-A asociados a cambios en el

dominio colagénico de la proteina. Sin embargo, no se puede descartar que la dispersién
provocada por la autdagregacién de la proteina a pH 4cido pueda contribuir a la disminucién

de la elipticidad negqtiva a 205 nm. La dispersién produce artefactos en los espectros de
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FIGURA ;E Representacién de Stern-Volmer del apagamiento

de la fluorescencia intrinseca de la SP-A de cerdo por acrilami-
da a pH égido.

Los experimentos se realizaron a 20°C en tampd6n Tris-HCl 25 mM,
Acetato s6édico 25 mM, pH 4.5 o tampén Tris-HCl 5 mM, pH 74. La
longitud delonda de excitacion fue 295 nm. La concentracién de SP-A
utilizada fug 6.67 ug/ml F_ y F son las intensidades de emisién de

fluorescencdia a 330 nm en ausencia y presencia de acrilamida,
respectivamente.

dicrofsmo circular que s¢ manifiestan, en muchos casos, en disminucién de la sefial de

dicroismo. Al adicionar NaOH al medio se obtiene de nuevo el espectro caracteristico de la

SP-A a pH neutro, lo que ndica que e] proceso es reversible, y que la disminucién observada

en los valores de elipticidad no pueden atribuirse a precipitacién de la proteina a pH 4cido.
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El espectro de dicroismio circular de la SP-A a pH 4cido muestra un hombro més acusado

a 220 nm que los espeqtros de la SP-A registrados en presencia de calcio milimolar o NaCl,

lo que podria sugerir que el contenido de O-hélice de la SP-A a pH 4cido es mayor que a

pH neutro en presencia de calcio (5 mM) o cloruro sédico (150 mM).

"
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FIGURA 44. Espectros de dicroismo circular de la SP-
A de cerdo a pH 4cido.

La SP-A (0.1 mg/ml) se afiadi6 en tamp6n Tris-HCI 25 mM,
acetato $6dico 25 mM, pH 4.5. Tras registrarse el espectro de
la proteina a pH 4cido se afiadio NaOH 0.1 N hasta neutrali-
zar el pH de 1a solucidn, registrindose de nuevo el espectro
de la proteina.
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Aunque los mecanismos moleculares a través de los cuales se produce la autoagrega-
cién a pH 4cido y pH neutro sean probablemente distintos, la estructura de la SP-A se
modifica de manera muy semejante en ambos casos; al menos las variaciones observadas en
los espectros de fluorescencia, en el apagamiento de la fluorescencia por acrilamida y en los
espectros de dicroismo circular son cualitativamente semejantes. Como se ha discutido
previamente, tanto los resultados que aparecen en esta memoria, como algunos datos
existentes en la bibliografia, apoyan la hip6tesis de que la autoagregacién de la SP-A a pH
neutro en presencia de calcio milimolar o fuerza i6nica se produce a través de interacciones
entre los dominios colagénicos (Apartado 4.2.3.). El hecho de que la estructura de la SP-A
se modifique de manera similar como consecuencia de la autoagregacién de la proteina a pH
neutro y a pH 4cido podria sugerir que la autoasociacién de la proteina a pH 4cido podria
llevarse a cabo mediante interacciones entre las regiones colagénicas de distintas moléculas

de SP-A, aunque los datos de los que se dispone no indican de una manera clara que sea asi.

Se han descrito cambios estructurales inducidos por el pH 4cido cjue afectan al
dominio de reconocimento de carbohidratos en lectinas tipo C. Asi, el receptor de
asialoglicoproteinas de los hepatocitos, que interviene en la internacién de glicoproteinas
mediante un proceso de endocitosis mediada por receptor, y tiene un dominic de
reconocimiento de carbohidratos homélogo al de las colectinas, sufre un cambio conformacio-
nal inducido por el pH 4cido de los endosomas, que reduce la afinidad del receptor por el
ligando, lo que conduce a la disociacién del complejo receptor/glicoproteina (Di Paola et al.,
1984). "In vitro", el pH 4cido induce un cambio conformacional tanto en el receptor como
en un fragmento que retiene la actividad de unién de carbohidatos, obtenido mediante
digestién del recptor con subtilisina. Al acidificar el medio se incrementa 10 veces el
requerimiento de calcio necesario para que se produzca la unién de azicares al receptor
(Loeb y Drickamer, 1988). Es interesante que en los dos sitios de uni6n de calcio de la MBP
estén implicados residuos de Asp, Glu y Asn, que est4n conservados en todas las colectinas
y lectinas tipo C (Weiss et al,, 1991). De acuerdo con los resultados obtenidos, es probable
que la protonacién de los grupos carboxilo de los amino4cidos 4cidos podria reducir la
afinidad de la protefna por el calcio. Serfa interesante estudiar cémo est4n afectadas algunas
de las propiedades de la SP-A dependientes de la unién de calcio a la proteina. Las
alteraciones en la actividad de agregaci6n de vesiculas han sido estudiadas en el apartado 4.4.
de esta memoria. Recientemente Haurum et al. (1993) han publicado que la uni6n de la SP-

A a carbohidratos disminuye a pH 4cido (4-5). Si el sitio de unién de calcio de alta afinidad
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se encuentra en el dominio de reconocimiento de carbohidratos de la SP-A, como sostienen
Haagsman et al. (1990), la protonacién de las cadenas laterales de esos amino4cidos,
posiblemente esenciales para la unién de calcio, podria explicar por qué el proceso de
autoagregacién de la SP-A a pH é4cido es independiente de la presencia de calcio

micromolar.

(pH 7.4) (pH 4.5)

FIGURA 45. Modelo estructural de la SP-A a pH neutro y pH dcido.

En la Figura 45 se representa un modelo del cambio estructural que podria
producirse en la SP-A a pH 4cido. La zona de unién del dominio colagénico con el de
reconocimiento de carbohidratos es una zona hidrofébica con abundancia de residuos

4cidos que, al pH fisiolégico presentardn carga negativa. La secuencia de esa zona es
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compatible con la existencia de una O-hélice anfipitica (Mc Lean et al,, 1993). La
presencia de cargas negativas en esa regién podria contribuir a la separacién que se
produce entre protémeros de la SP-A para formar la caracteristica estructura de "ramo
de flores" de la SP-A. La protonacién de las cadenas laterales de esos residuos a pH 4cido
eliminaria esas cargas, y permitiria una asociacién més estrecha entre los protémeros de
la SP-A. La estructura de la SP-A a pH 4cido seria mds compacta, lo que podria ser
importante para facilitar la integracién de la SP-A en el sistema de bicapas lipidicas
altamente empaquetadas en los cuerpos lamelares. La estructura de la SP-A a pH neutro
seria mds abierta y flexible, compatible con la organizacién de las lamelas de los cuerpos

lamelares en la mielina tubular.

42.8. SUMARIO

Los resultados que se muestran en esta memoria sugieren que la SP-A a pH neutro
presenta dos conformaciones: una, que se podria llamar activa, determinada por la unién
de calcio a un sitio de alta afinidad, presumiblemente localizado en el dominio C-terminal
de la proteina, y otra inactiva, en ausencia de calcio. La unién de calcio a este sitio de alta
afinidad induce cambios en la estructura de la proteina que se manifiestan mediante
espectroscopia de fluorescencia y susceptibilidad a Ia hidrélisis por tripsina. La unién de
calcio al sitio de alta afinidad no induce autoagregacién de la SP-A. Para que se produzca
la autoasociacién de la proteina a pH neutro se requiere no s6lo que el calcio esté unido
a ese sitio de alta afinidad, sino también la presencia de calcio en concentraciones més
altas (del orden milimolar) o un incremento de la fuerza i6nica. El mecanismo a través
del cual estos agentes inducen la autoagregacion de la SP-A probablemente es distinto.
Mediante ensayos de proteolisis por tripsina se observa distinta susceptibilidad a la
hidrélisis de las formas agregadas de SP-A a pH neutro (inducida por Ca** o NaCl). El
calcio podria unirse a un sitio de alta afinidad, dependiente de la presencia del dominio
colagénico de la proteina, mientras que el NaCl podria apantallar la repulsién debida a

la densidad de carga negativa superficial de la SP-A.

La desglicosilacién de la SP-A, o la presencia de manano, no inhiben la
autoagregacién de la proteina. Por tanto, no parece probable un mecanismo de

autoagregacion de la SP-A basado en la unién de las cadenas de aziicares de una
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molécula de SP-A al sitio de uni6n de carbohidratos de otra molécula de SP-A. Por otro
lado, las formas agregadas de SP-A (en presencia de calcio milimolar o fuerza i6nica
fisiol6gica) son mds susceptibles a la hidrélisis por tripsina que las formas no agregadas
(en presencia de EDTA o de calcio 5uM). Teniendo en cuenta que la zona de coldgeno
de la SP-A no se digiere por tripsina, estos resultados sugieren que la autoagregacién de
la proteina implica interacciones entre los dominios colagénicos, y no entre los dominios
globulares, de distintas moléculas de SP-A.

La autoagregacion de la SP-A a pH neutro (tanto inducida por CaCl, milimolar
como por NaCl) inducen cambios estructurales en la proteina que se pueden seguir
mediante espectroscopia de fluorescencia, dicroismo circular y susceptibilidad a la

hidrélisis por tripsina).

A pH é4cido, el proceso de autoagregacion de la SP-A es independiente de la unién
de calcio al sitio de alta afinidad. La extensién de la agregacién a pH 4cido es mayor que
a pH neutro. Estos hechos indican que probablemente el mecanismo molecular a través

del cual se produce el proceso de autoagregacién sea distinto en ambos casos.

La autoagregacién de la SP-A a pH 4cido induce cambios estructurales en la SP-A
que se pueden estudiar mediante espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular. Las
variaciones observadas para la SP-A autoagregada a pH 4cido son cualitativamente
semejantes a las que se producen para la SP-A autoagregada a pH neutro, en presencia
de calcio milimolar o fuerza i6nica fisiol6gica, lo que podria sugerir que el proceso de
autoagregacién de la SP-A a pH 4cido se produce mediante interacciones entre los
dominios colagénicos de diferentes moléculas de SP-A. De acuerdo con los resultados
obtenidos se propone un modelo del cambio estructural que se produce en la SP-A a pH
4cido. La estructura de la proteina a pH 4.5 seria mis compacta, permitiendo la
integracién de la SP-A en los cuerpos lamelares. A pH neutro la estructura de la SP-A
seria mds abierta. Los cambios estructurales de la SP-A al modificarse el pH del medio
podrian tener implicaciones en la transformacién de los cuerpos lamelares en mielina

tubular.
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43. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS LIPIDOS SOBRE LA
ESTRUCTURA DE LA SP-A. SELECTIVIDAD DE LA SP-A FRENTE A
VESICULAS LIPIDICAS

4.3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Una de las propiedades més importantes de la SP-A es su capacidad para unir
fosfolipidos. La SP-A se coaisla con los fosfolipidos del surfactante, y estd fuertemente
asociada con ellos (King y McBeth, 1981; King et al., 1983; Kuroki y AKino, 1991). Todos los
estudios realizados hasta la actualidad sobre la interaccién de la SP-A con los lipidos se han
centrado en: a) los requerimientos estructurales de la SP-A para que se produzca dicha
interaccién (Haagsman et al., 1991; Ross et al.,, 1991), b) el andlisis del posible sitio de unién
de los lipidos a la SP-A (Ross et al., 1986; Voorhout et al., 1991) y ¢) la importancia de dicha
interaccién en el metabolismo extracelular del surfactante: formacién de mielina tubular
(Suzuki et al., 1989; Williams et al., 1991), adsorcién de los lipidos a la interfase aire-liquido
(Hawgood et al., 1987) y recaptura del surfactante por los neumocitos tipo IT (Wright et al,,
1987).

No se ha estudiado hasta el momento el efecto que tienen los lipidos sobre la
estructura de la proteina, siendo éste el primer objetivo de este apartado. Este estudio se
ha realizado mediante técnicas de fluorescencia y dicroismo circular. El segundo objetivo ha
sido analizar el efecto de: a) la maturaleza del grupo polar y cadena de acilo de los
fosfolipidos, b) el estado fisico de las vesiculas lipidicas y ¢) la fuerza i6nica del medio,
sobre la interaccién lipido/SP-A. Este estudio se ha abordado estudiando la fluorescencia

intrinseca de la SP-A (intensidad de emisién de fluorescencia, longitud de onda de emisi6n
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de los maximos de emisién y susceptibilidad al "quenching” por acrilamida) en presencia de

distintos tipos de lipidos y en distintas condiciones experimentales.

432.ESTUDIO DE LA INTERACCION LIPIDO/SP-A.EFECTO DE LOS LIPIDOS SOBRE
LA ESTRUCTURA DE LA SP-A

En la figura 46 se representa el efecto de la interacccién de la SP-A con vesiculas de
DPPC -fosfolipido caracteristico del surfactante pulmonar- sobre las propiedades
fluorescentes de la SP-A. La interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC da lugar a un
incremento de la intensidad de emisi6én de fluorescencia de la SP-A que puede ser
interpretado en términos de una mayor proteccién de los fluoréforos de la SP-A de los
grupos polarizables de la propia proteina (puentes disulfuro, grupos sulfidrilo y aminas} o del
solvente. Dichos grupos son los responsables del apagamiento de la intensidad de
fluorescencia de los residuos de tript6fano. Esto supondria un cambio conformacional en la

proteina como consecuencia de su interaccién con los lipidos.

La existencia de este cambio conformacional estd apoyada por los resultados de
accesibilidad de los residuos de triptSfano a acrilamida registrados en la Figura 47. En
presencia de vesiculas de DPPC el apagamiento de la emisién de fluorescencia por
acrilamida disminuye marcadamente, lo que indica que, debido al cambio conformacional de
la proteina, se reduce la accesibilidad de los residuos de triptéfano a la acrilamida. Es
interesante observar que la representacién de Stern-Volmer en ausencia de DPPC no es
lineal, sino que se obtiene una desviacién de la linealidad hacia abajo. Segtin Eftink y Ghiron
(1976) este tipo de representacién puede ser interpretado en términos de una marcada
diferencia de accesibilidad a la acrilamida de las distintas poblaciones de residuos de
triptéfano, en el caso de proteinas que contengan mds de una poblacién de residuos de
tript6fano. En el caso de la SP-A, estos resultados indican que en ausencia de lipidos y a
fuerza iénica fisiolégica uno de los dos residuos de triptéfano es més accesible al agente de
"quenching" que el otro. Por otra parte, después de la interaccién de vesiculas de DPPC con
la SP-A a fuerza i6nica fisiolégica se obtiene una representacioén de Stern-Volmer lineal, o
que indica, segin la teoria de Eftink y Ghiron, que los dos residuos de tript6fano de la SP-A
tienen la misma accesibilidad al agente de "quenching" como consecuencia del cambio

conformacional en la molécula de la proteina producido tras su interaccién con DPPC.
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FIGURA 46. Espectros de emision de fluorescencia de 1a SP-A de cerdo
en ausencia y presencia de vesiculas de DPPC.

La longitud de onda de excitacién utilizada fue de 295 nm. La intensidad de
emision de fluorescencia (F) se expresa en unidades arbitrarias. Los experimentos
se llevaron a cabo a 37°C en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 que contiene NaCl
150 mM. Las concentraciones de SP-A y DPPC utilizadas en el ensayo fueron 10
y 40 pg/ml, respectivamente.

El cambio conformacional que se produce en la SP-A parece ocurrir sin que se
modifique la polaridad del microentorno en el que se encuentran los residuos de triptéfano,
ya que la posicién de los méximos de emisién de fluorescencia no se modifica después de
la interaccién con DPPC. La longitud de onda del méximo de emisién del grupo indol sufre

cambios hacia el azul (longitudes de onda menores) o hacia el rojo (longitudes de onda
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mayores) cuando la polaridad del microentorno en el que se encuentra disminuye o aumenta,

respectivamente {Lakowicz, 1993).

1.3 L ® + DPPC .
O — DPPC
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FIGURA 47. Representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la
emisién de fluorescencia de la SP-A porcina por acrilamida en presencia
0 ausencia de vesiculas de DPPC.

F y F, son las intensidades de emisi6n de fluorescencia a 330 nm en ausencia y
preencia de acrilamida, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo a
37°C en tamp6n Tris-HCl SmM, pH 7.4, que contiene NaCl 150 mM. La longitud
de onda de excitacion fue 295 nm, y las concentraciones de SP-A y DPPC fueron
10 y 40 pg/ml, respectivamente.

Los dnicos residuos de tript6fano encontrados en la SP-A de todas las especies
estudiadas estdn localizados en el dominio C-terminal, en las posiciones 191 y 213 (para un
namero total de aminodcidos de 228). Por otro lado, el sitio de unién de lipidos en la SP-A

no se encuentra en la regién C-terminal, sino probablemente en el segmento que une el
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dominio de coldgeno (N-terminal) y el dominio globular (C-terminal) (Ross et al., 1986), o
bien en la regién colagénica (Voorhout et al.,, 1991). Por tanto, los residuos de triptéfano se
encuentran en una zona alejada del sitio de unién de la DPPC a la SP-A. La ausencia de
desplazamiento de las posiciones de los maximos de emisién de los tript6fanos de la SP-A
tras la interaccién con la DPPC estd de acuerdo con el hecho de que los residuos de
tript6fano de la SP-A no se focalicen en el sitio de unién de lipidos de la proteina. Un efecto
similar, es decir incremento del rendimiento cuéntico del triptéfano, sin que se produzca un
cambio hacia el azul en la longitud de onda del m4ximo de emisién se ha publicado para la
fluorescencia del tript6fano de proteinas como la «-sarcina cuando interacciona con vesiculas
de DMPC (Gasset et al.,, 1991) o el proteolipido de la mielina cuando interacciona con LPC
(Cockle et al., 1978).

En la Figura 48 se representa grificamente un modelo de c6mo podria producirse
un incremento en el rendimiento cuéntico de un residuo de triptéfano de una proteina sin

cambios en la polaridad del microentorno donde se encuentra el triptéfano.

- Residuo de Triptéfano
® - Grupo Polarizable (-NH2 o =SH)

-&w

’ + DPPC
2

FIGURA 48. Modelo propuesto para el cambio de las
propiedades fluorescentes de la SP-A en presencia de
vesiculas de DPPC.
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Para profundizar en los cambios en la estructura de la SP-A provocados por su
interaccién con los lipidos, se han realizado estudios de dicroismo circular de la SP-A en €l
uvltravioleta lejano en ausencia o presencia de vesiculas fosfolipidicas y micelas de fosfolipidos
(Figura 49).

El espectro de dicroismo circular de la SP-A se caracteriza por un gran extremo
negativo a 205 nm. Es similar al espectro de la proteina Clq, que contiene también un
dominio de coldgeno y sus subunidades se ensamblan de la misma manera que la SP-A (ver
apartado 4.1.5.). En presencia de lipidos, los espectros de dicrofsmo circular de la SP-A no
se alteran en el intervalo 210-250 nm, mientras que a longitudes de onda inferiores se reduce
la elipticidad en presencia tanto de vesiculas de DPPC/DPPG como de micelas de LPC. Los
resultados con vesiculas de DPPC son similares. La relacién de elipticidades a 205 y 220 nm
se reduce a medida que se incrementa la relacién lipido/proteina, como se aprecia en los
insertos B y C. El efecto provocado por las vesiculas de DPPC/DPPG es mayor que el
inducido por la LPC. Estos resultados podrian sugerir que los fosfolipidos producen cambios
en la estructura secundaria de la SP-A que podrian estar asociados a cambios en el dominio
de coldgeno, ya que el tratamiento de la SP-A a temperaturas superiores a 55°C o la
digestion de la SP-A con colagenasa da lugar a una disminucién importante de la elipticidad
negativa a 205 nm (Voss et al., 1988; King et al., 1989; Haagsman et al., 1989) sin variar la
elipticidad a 220 nm (Voss et al, 1988; King et al, 1989; Haagsman et al.,, 1989). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que los lipidos disminuyen la relacién sefial/ruido para
longitudes de onda inferiores a 210 nm, por lo que los cambios de elipticidad inducidos por
los lipidos en la SP-A podrian no ser suficientemente significativos para asegurar que los
lipidos producen cambios en la estructura secundaria de la SP-A. No puede descartarse que
la dispersién provocada por las vesiculas de DPPC/DPPG afecte al espectro de dicroismo

circular obtenido.



! I i 1 T I T T 1

~ 2000p Lipidos 1+ LPC "+ DPPC/DPPG
I | _ -
_cg 0 / ¢ — |lpidos
_ i 3 5 - o 2.91
o —2000 ,f’ ' o 5.82
~_ —4000 Ve - -
5
—-6000 3 - -
© 7
5 —8000 |- - -
o — 10000 - -
o
= -12000 - - -
= 1.5 1.5
28 —14000 - o 4 8 [ 6 3 &
W lipldo/proteina lipldo/protelna
i | 1 1 1 1 1 1 L.
200 220 240 200 220 240 200 220 240

Longitud de onda (nm)

FIGURA 49, Espectros de dicroismo circular de Ia SP-A de cerdo en presencia de cantidades crecientes de fosfolipidos.

Se representan los espectros de dicrofsmo circular de la SP-A en tampén Tris-HCl 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4 en ausencia y
presencia de micelas de LPC (relaciones lipido/proteina 2.18 y 7.64, ¢n peso) y vesi¢ulas de DPPC/DPPG (7:3, en peso)(relaciones
lipido/proteina 2.91 y 5.82). La concentracion de SP-A utilizada fue 0.11 mg/ml. En los recuadros se representa la variacion de la
relacién de elipticidades a 205 y 220 nm en funci6n de la relacion lipido/proteina (en peso).
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433. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL GRUPO POLAR Y CADENA DE ACILO DE
LOS FOSFOLIPIDOS SOBRE LA FLUORESCENCIA INTRINSECA DE LA SP-A

El efecto de la naturaleza de la cabeza polar y de la cadena de acilo de los
fosfolipidos sobre la interaccién lipido/SP-A se ha estudiado observando el cambio del
espectro de fluorescencia intrinseca de la SP-A de cerdo y humana en presencia de distintas
clases de lipidos. Se ha investigado el efecto de vesiculas unilamelares de DPPC, PC de
huevo, DPPG y DPPC/DPPG (7:3, en peso) y de micelas de 1-palmitoil-lisofosfatidilcolina

(LPC). Los experimentos se han realizado a fuerza i6nica fisiolégica y a 37°C.

La interacci6n de la SP-A humana y de cerdo con los distintos tipos de fosfolipidos,
a excepcion de la PC de huevo, produce un incremento en la intensidad de emisién de
fluorescencia de la proteina sin afectar a la posicién de los méximos de emision. (Figura ).
La mayor variacién en la intensidad de emisién de fluorescencia de la SP-A se produce con
las vesiculas de DPPC, y la minima en presencia de vesiculas de PC de huevo. El aumento
de la intensidad de emisién de fluorescencia provocado por las vesiculas de DPPG o
DPPC/DPPG es menor que el inducido por las vesiculas de DPPC, lo que indica que la
presencia de cargas negativas en la cabeza polar de los fosfolipidos reduce la interaccién de
éstos con la SP-A. Por otro lado, la interaccién de la SP-A con micelas de 1-palmitoil-LPC
es menor que la existente con la DPPC. Esto indica que la presencia de un 4cido palmitico
esterificando la posicién sn-2 del glicerol podria ser importante en esta interaccién. La SP-A

podria reconocer el esqueleto del glicero! y las uniones éster de los fosfolipidos.

Los espectros de fluorescencia se procesaron tal como se describe en materiales y
métodos para corregir a) la dispersién provocada por la adici6n de las vesiculas fosfolipidicas
b) el efecto de filtro interno y c) la dilucién causada por la adicién de sucesivas alicuotas de
la solucién de vesiculas en el experimento de titulacién. Ademas, para descartar la
posibilidad de que el incremento en la intensidad de fluorescencia emitida por la SP-A fuera
un artefacto experimental debido a la dispersién generada por las vesiculas utilizadas se han
realizado experimientos de titulacién utilizando una disolucién de N-acetil-triptofanamida
(NATA) a la que se afiaden cantidades crecientes de DPPC, DPPG, PC de huevo y LPC. A

todas las concentraciones de LPC los espectros registrados fueron superponibles con el del
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NATA. En el caso de DPPC, DPPG y PC de huevo comienza a incrementarse la emisién de

fluorescencia del tript6fanc a concentraciones de lipidos superiores a 45 pM.

1.4 | 4+ i
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FIGURA 50. Efecto de distintas clases de fosfolipidos sobre la intensidad de emision de
fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B).

F, y F son las intensidades de emisién de fluorescencia a 330 nm de la SP-A en ausencia y presencia de
fosfolipidos, respectivamente. Los experimentos se lievaron a cabo en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 74,
en presencia de NaCl 150 mM. La concentracién de proteina utilizada fue 6.67 ug/ml.

Un criterio adicional para estudiar la interaccién de la SP-A con distintas clases de
fosfolipidos es el anélisis de la accesibilidad de los fluoréforos de la SP-A por la acrilamida.
En la Figura 51 se muestra la representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la

fluorescencia de la SP-A de cerdo y humana por acrilamida en ausencia y presencia de
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fosfolipidos a una concentracién aproximada de 41 pM para las distintas clases de
fosfolipidos y de 61 pM para 1.palmitoil-LPC de 61 yM.

La interaccién de vesiculas lipidicas o micelas de LPC con SP-A porcina o humana
no causa una total proteccién de los residuos de triptéfano frente al "quenching" por

acrilamida. La extensi6n de la proteccién de los residuos de triptéfano frente al agente de
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FIGURA 51. Representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia intrinseca

de 1a SP-A porcina (A) y humana (B) por acrilamida en presencia de distintas clases de
fosfolipidos.

F, y F son las intensidades de emision de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de acrilamida,
respectivamente. Los experimentos se han llevado a cabo a 37°C en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que
contiene NaCl 150 mM. La longitud de onda de excitaci6n fue 295 nm. Las concentraciones de SP-A y
fosfolipidos fueron 10 y 40 ug/ml, respectivamente.
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"quenching” depende claramente del tipo de lipido que interacciona con la SP-A. Las
constantes de "quenching" por acrilamida (K,,) de la SP-A humana y porcina, en presencia
y ausencia de vesiculas de DPPC y DPPG se recoge en la TABLA IIIL

TABLA III. Susceptibilidad al apagamiento por acrilamida de la fluorescencia intrinseca de

la SP-A porcina y humana en presencia de vesiculas de fosfolipidos.

SP-A LIPIDOS K., (M%)
- SIN LIPIDOS 93
i PORCINA DPPC 1.2
DPPG 36
SIN LIPIDOS 6.5
HUMANA DPPC 3.8
DPPG 6.0

K, es la constante de "quenching" dindmico de Stern-Volmer.

En el caso de la SP-A porcina, la interaccién de vesiculas de DPPC con dicha
proteina decrece marcadamente la accesibilidad de los fluor6foros de la SP-A a la acrilamida.
La interaccién de la SP-A de cerdo con vesiculas cargadas negativamente de DPPG, o
micelas de LPC, produce también cierta proteccién de los triptéfanos frente al "quenching”
por acrilamida, aunque dicha proteccién es mucho menos pronunciada que con vesiculas de
DPPC. En el caso de la SP-A humana se observa cierta proteccién de los residuos de
triptéfano frente al "quenching” por acrilamida en presencia de DPPC, aunque la constante
de la SP-A humana en presencia de vesiculas de DPPC es mayor que en el caso de la SP-A
porcina. Otra diferencia de la SP-A humana con respecto a la porcina es que su interaccién
con vesiculas 4cidas de DPPG no varia la accesibilidad de los tript6fanos a la acrilamida con

respecto a la proteina sin lipidos. Es interesante observar que ambas proteinas, SP-A humana



RESULTADOS Y DISCUSION 149

y porcina, tienen diferentes constantes de "quenching” (K,,) en ausencia de lipidos y a fuerza
i6nica fisiol6gica (K,, de la SP-A humana 6.5 M y K, de la SP-A porcina 9.3 M) (TABLA
IIT). Esta diferencia podria atribuirse a diferencias en la secuencia de aminoédcidos de ambas
proteinas que darfan lugar a diferencias en la estructura tridimensional en los alrededores
de los residuos de triptéfano. De acuerdo con esto, los residuos de tript6fano de la SP-A
humana estarian mds protegidos en la matriz proteica que los de la SP-A porcina,

disminuyendo la accesibilidad de los fluoréforos de la SP-A humana a la acrilamida.

Si consideramos que las dos aproximaciones experimentales utilizadas i) cambios en
la intensidad de emisién de fluorescencia de la SP-A en presencia de lipidos y ii) cambios
en la accesibilidad de los fluoréforos de la SP-A a la acrilamida en presencia de lipidos
pueden ser utilizados como criterios vélidos para determinar la magnitud de la interacci6n
lipido-proteina, nuestros resultados claramente indican que la interaccién de la SP-A con
vesiculas de DPPC es mayor que con otros fosfolipidos. La utilizacién de estas técnicas
experimentales ha sido ampliamente utilizada para estudiar la interaccién lipido-proteina y
selectividad de dicha interaccién en diveros estudios en los que se utilizaban péptidos sefial
(Killian et al,, 1990), calpactinas (Pigault et al., 1990), diversos péptido modelo (De Kroon
et al, 1990), péptido estimulante de la liberacién de gastrina (Cavatorta et al, 1991) y
apolipoproteinas humanas (Weinberg et al., 1990). l

La selectividad de la SP-A frente a distintas clases de lipidos se ha estudiado
recientemente por Kuroki y Akino (1991) utilizando una técnica experimental diferente, que
se basa en la unién de '“I-SP-A a diferentes clases de lipidos adsorbidos en placas de
silicagel. Sus resultados indicaron que la SP-A se unfa especificamente a DPPC. No se
observaba unién a fosfolipidos 4cidos como DPPG o PG de huevo, 1-palmitoil-LPC o PC de
huevo. Nuestros resultados difieren parcialmente de los obtenidos por Kuroki y Akino (1991)
en ¢l sentido de que no observamos una interaccién especifica de la SP-A con DPPC, sino
una interaccién preferencial con dicho fosfolipido. Estas diferencias podrian deberse a las
distintas aproximaciones experimentales utilizadas para estudiar la interaccién de la SP-A con

distintas clases de fosfolipidos.
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FIGURA 52, Efecto de las distintas clases de fosfolipidos sobre la intensidad de emisién de
fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B) a baja fuerza idnica.

F, v F so0n las intensidades de emisi6én de fluorescencia a 330 nm de la SP-A en ausencia y presencia de

fosfolipidos, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo a 37°C en tamp6n Tris-HCl 5 mM,
pH 7.4, que contiecne NaCl 150 mM. La concentracion de SP-A utilizada fue 6.67 ug/ml.

4.3.4. EFECTO DE LA FUERZA IONICA EN LA INTERACCION LIPIDO/SP-A

Los experimentos descritos en el apartado anterior ponen de manifiesto que la
interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC es mis pronunciada que con vesiculas de
DPPG. Para investigar si la interaccién de la SP-A con DPPG pudiese estar incrementada

al disminuir la fuerza iénica del medio, se han llevado a cabo experimentos de titulacién de
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SP-A porcina y humana con distintas vesiculas de fosfolipidos a baja fuerza i6nica. La Figura
52 muestra que las vesiculas que contienen fosfolipidos 4cidos como DPPG o DPPC/DPPG
no interaccionan con la proteina en estas condiciones. La interacciéon de la SP-A con
vesiculas de DPPC a baja fuerza i6nica es mucho menor que la que se produce a fuerza
i6nica fisiolégica. La fuerza i6nica del medio es, por tanto, un factor importante en la
interaccién de la SP-A con vesiculas de fosfolipidos. Una fuerza i6nica fisiol6gica parece ser
un requisito para la interaccién de la SPA con vesiculas de fosfolipidos, especialmente

cuando éstas estdn cargadas negativamente.

La ausencia de interaccién entre la proteina y vesiculas. dcidas a baja fuerza i6nica
podria deberse a repulsién electrostdtica entre la carga negativa de los fosfolipidos y la carga
superficial de la proteina debida a los grupos carboxilo. No se conoce la regién de la SP-A
que estd implicada en la interaccién con los fosfolipidos. Ross y colaboradores (1986)
postularon que la regién de la SP-A que une el dominio colagénico con el de estructura
globular, entre los aminoicidos Gly, vy Val,,,, podria ser la zona de la molécula donde se
unen los lipidos, ya que proteinas defectivas en los primeros 117 aminoécidos no unen lipidos
en absoluto, mientras que el fragmento resistente a colagenasa bacteriana, que carece de los
primeros 81 amino4cidos si lo hace, aunque débilmente. El perfil de hidropatia de la
proteina revela que la regién que se extiende entre los amino4cidos Gly,, y lle,, se ajusta al
modelo de una a-hélice anfipética, con abundancia de cargas negativas (Mc Lean et al,
1993). Esta regién (Gly,-lle,,), una de las regiones de la SP-A que podria estar implicada
en la asociacién con los fosfolipidos, presenta una concentracién local de carga negativa. La
presencia de NaCl podria apantallar la repulsién permitiendo la interaccién con vesiculas

cargadas negativamente.

4.3.5. EFECTO DEL ESTADO FISICO DE LOS LIPIDOS EN LA INTERACCION

En los experimentos que se recogen en la Figura 50, realizados en presencia de fuerza
i6nica fisioldgica, se observa que la interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC provoca
un incremento en la intensidad de emisién de fluorescencia de la SP-A de cerdo, mientras
que en presencia de cantidades equivalentes de PC de huevo no se produce variacién en la
intensidad de emision de fluorescencia de la SP-A. La diferencia de resultados obtenidos al

traabajar con vesiculas de DPPC o PC de huevo, cuyos fosfolipidos constituyentes tienen la
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misma cabeza polar pero distintas cadenas de acilo, podria explicarse por una interaccién
especifica de la SP-A con las cadenas de acilo saturadas de la DPPC o bien por una
preferencia de la SP-A por interaccionar con vesiculas en estado gel. A la temperatura a la
que se realizan los experimentos de fluorescencia, 37°C, la DPPC se encuentra en el estado
gel, ya que su temperatura de transicién de fase es de 41.5°C. Sin embargo, la PC de huevo
se encuentra en el estado fluido (liquido-cristalino) ya que su temperatura de transicién de
fase es de -10°C (Ladbroke y Chapman 1969). Para investigar ambas posibilidades se
realizaron experimentos de fluorescencia en presencia de vesiculas de DPPC a 20 y 45°C.

Los resultados aparecen en la Figura 53.

El aumento de intensidad de emisién de fluorescencia de la SP-A humana y porcina
obtenidos tras la adicién de vesiculas de DPPC es mayor a 20 que a 45°C, lo que indica que
la interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC es m4s fuerte en el estado gel que en el
liquido-cristalino. Para excluir la posibilidad de que la reduccién de la intensidad de emisién
a 45°C se deba a alteraciones estructurales de la proteina a esa temperatura, se realizaron
los experimentos a 20°C con proteina nativa y con proteina previamente calentada a 45°C
durante diez minutos. Los resultados obtenidos fueron semejantes con las dos proteinas
(resultados no mostrados). Ademds, Haagsman y colaboradores (1989) observaron que la
temperatura de transicién para la desnaturalizacién térmica de la triple hélice de coldgeno
para la SP-A humana y canina es de 52°C. No se han realizado estudios semejantes
empleando SP-A de cerdo. Estos resultados, junto con los presentados en el apartado 4.4.7.
de esta memoria nos permiten concluir que el estado fisico de los fosfolipidos es un factor
importante en la interaccién lipido/SP-A. El efecto de las vesiculas de DPPC sobre la
emisién de fluorescencia de la proteina es mayor cuando las vesiculas se encuentran en el
estado gel que cuando se encuentran en el estado liquido-cristalino. De esta manera, se
podria explicar la débil interaccién de vesiculas de PC de huevo con la SP-A, que a la
temperatura en que se realizan los experimentos se encuentra en el estado liquido-cristalino.
Estos resultados confirman los obtenidos por King y colaboradores (1986) que demostraron
mediante técnicas de sedimentacién que la SP-A tiene una marcada preferencia por
interaccionar con fosfolipidos disaturados en el estado gel. Otras proteinas muestran un
comportamiento semejante, como la fosfolipasa A, que se une a bicapas o monocapas de
DPPC en un proceso independiente de calcio que requiere que los lipidos se encuentren en

el estado gel (Lichtenberg et al 1986; Grainger et al., 1990)
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FIGURA 53. Efecto del estado fisico de las vesiculas de DPPC sobre la intensidad de
emision de fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B).

Los experimentos de titulacién se realizaron a 20°C (estado gel) o 45°C (estado liquido-cristalino) en
tampén Tris-HCl 5§ mM, pH 7.4, que contiene NaCl 150 mM. La concentracién de proteina empleada
fue 6.67 ug/ml. F, y F son las intensidades de emisién de fluorescencia a 330 nm ¢n ausencia y presencia
de lipidos respectivamente.

De los estudios realizados parece claro que la interaccién de la SP-A con los
fosfolipidos produce un cambio conformacional en la proteina, y que la interaccién depende
tanto de la cabeza polar de los fosfolipidos como del estado fisico de las vesiculas en la

solucién acuosa. Asi, la interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC es mayor que con
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vesiculas de DPPG o de mezclas DPPC/DPPG, que tienen la misma temperatura de
transicién de fase y los mismos 4cidos grasos esterificando las posiciones sn-1 y sn-2 del
glicerol, pero distinta cabeza polar. Asimismo, la interaccién de la SP-A con la DPPC es
mucho mayor que con la PC de huevo, que tiene la misma cabeza polar pero distintas

cadenas de acilo y temperatura de transicién de fase.

No estsd resuelto todavia si la SP-A puede penetrar la bicapa e interaccionar
especificamente con las cadenas de acilo. Reilly y colaboradores (1989) demostraron que la
SP-A inducia un aumento de 5-6°C en la temperatura de transicién de fase de vesiculas de
DPPC/DPPG (7.3, en peso) sin cambio en la entalpia de la transicién de fase, lo que sugiere
que fuerzas de tipo electrostético estan implicadas en la interaccién. Por otra parte, Kuroki
y AKino (1991) observaron que la SP-A se une en mayor medida a DPPC que a PC de huevo
inmovilizados sobre silicagel. Teniendo en cuenta que las cadenas de acilo de los fosfolipidos
adsorbidos a la silicagel no estdn enterradas en el interior de una bicapa, los autores
concluyen que la SP-A podria reconocer de manera especifica las cadenas de acilo saturadas.
En realidad, no se conoce el estado fisico de los fosfolipidos inmovilizados en una matriz de
silicagel. Nosotros pensamos que es posible que los fosfolipidos formen agregados tales como
monocapas o bandas de monocapas, de manera que la cabeza polar de los fosfolipidos estaria
interaccionando con la silicagel. Considerando esta hip6tesis, parece probable que la DPPC
forme agregados altamente ordenados adsorbidos a la matriz de silicagel. Sin embargo, no
ocurriria asi con la PC de huevo debido a las cadenas de acilo insaturadas y falta de
uniformidad en el 4drea molecular que cada molécula de fosfolipido ocupa. El
empaquetamiento de los fosfolipidos en agregados lipidicos impone ciertas constricciones en
la conformacién del fosfolipido que incluye la cabeza polar y el esqueleto carbonado del
glicerol. Nuestra hipétesis es que la SP-A podria reconocer una conformacién especifica del
conjunto cabeza polar/esqueleto carbonado del glicerol, propia de agregados altamente
ordenados de DPPC. De tal forma, la SP-A no seria capaz de reconocer agregados de PC de
huevo al presentar una conformacién diferente del conjunto cabeza polar/glicerol. Esta es
una interpretacion alternativa de los resultados de Kuroki y Akino que nos permite explicar
por qué la SP-A no es capaz de unirse al 4cido palmitico inmovilizado en matrices de
silicagel y, ademds, presentar nuestra hipétesis de que la SP-A reconoce especificamente la
regién cabeza polar/esqueleto del glicerol de las vesiculas lipidicas, sin que sea necesaria la

penetracién de la SP-A en la bicapa. De hecho, no hay datos experimentales en la
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bibliografia que demuestren o apoyen la hip6tesis de que la interaccién fosfolipido/SP-A es

de naturaleza hidrofébica.

43.6. SUMARIO

La interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC produce un incremento en la
intensidad de emisién de fluorescencia de la SP-A, sin que se modifiquen las posiciones de
los méximos de emisién de fluorescencia de la proteina. Asimismo, como consecuencia de
la interaccién de la SP-A con estas vesiculas, los fluor6foros de la proteina estdn mds
protegidos frente al apagamiento por acrilamida. Los resultados pueden explicarse como
consecuencia de un cambio conformacional en la SP-A inducido por la interaccién de la
proteina con estas vesiculas, que disminuye el apagamiento de la fluorescencia de los
triptéfanos de la SP-A por grupos polarizables de la propia proteina, o del solvente, y hace
que los residuos de triptéfano sean menos accesibles a la acrilamida. La interaccién de
distintas clases de fosfolipidos con la SP-A porcina y humana procedente de pacientes con
proteinosis alveolar, produce efectos cualitativamente semejantes, pero cuantitativamente
distintos: los cambios observados en la fluorescencia intrinseca de la SP-A porcina y humana
son mayores en presencia de vesiculas de DPPC que en presencia de DPPG, DPPC/DPPG
(7:3, en peso) y 1-palmitoil-LPC. La intensidad de emisién de fluorescencia intrinseca de la
SP-A no se modifica en presencia de vesiculas de PC de huevo. De igual modo, los
fluoréforos de la SP-A de cerdo estdn més protegidos frente al apagamiento por acrilamida
en presencia de vesiculas de DPPC que en presencia de vesiculas de DPPG o LPC. En el
caso de la SP-A humana sélo se observa proteccién de los triptéfanos de la SP-A frente al
apagamiento por acrilamida tras la interaccién de la SP-A con vesiculas de DPPC. De
acuerdo con estos resultados, parece claro que la interaccién de la SP-A con vesiculas de

DPPC es mayor que con otros fosfolipidos.

La presencia de fuerza iénica fisiol6gica parece ser un requisito para la interaccién
de la SP-A con los fosfolipidos; la interaccién con la DPPC se reduce en ausencia de NaCl
y la presencia de fuerza i6nica fisiol6gica es imprescindible para la interaccién de la SP-A
con vesiculas cargadas negativamente como DPPG o DPPC/DPPG (7:3, en peso). La

ausencia de interaccién entre la proteina y las vesiculas 4cidas a baja fuerza iénica podria
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deberse a la repulsién electrostitica entre la carga negativa de los fosfolipidos y la carga

superficial de la SP-A debida a los grupos carboxilo.

El incremento observado en la intensidad de emisién de fluorescencia de la SP-A en
presencia de vesiculas de DPPC depende del estado fisico de estas vesiculas. El incremento
en la fluorescencia intrinseca de la SP-A es mucho mayor cuando las vesiculas se encuentran
en el estado gel que cuando estdn en el estado liquido-cristalino. Estos resultados indican que
la interaccién de la SP-A con vesiculas de fosfolipidos requiere que los lipidos se encuentren

en estado cristalino.

La interaccién preferencial de la SP-A con DPPC podria ser importante en el ciclo
metab6lico del surfactante. En primer lugar, la SP-A podria dirigir los fosfolipidos, y
preferencialmente la DPPC, hacia los cuerpos lamelares, que estdn enriquecidos en este
fosfolipido disaturado en comparacién con otros orginulos subcelulares de los neumocitos
tipo II (Schlame et al., 1988). De esta manera, a fuerza i6nica fisiolégica, la SP-A
interaccionaria fuertemente con la DPPC, y ambos podrian seguir la misma ruta intracelular
hasta ser secretados, o la misma ruta de procesamiento intracelular después de ser

recapturados por los neumocitos tipo II.

En segundo lugar, la interaccién selectiva de la SP-A con DPPC podria ser importante
en la generaci6én de una monocapa enriquecida en DPPC en la interfase aire-liquido durante
el proceso de adsorcién. Schiirch y colaboradores (1992) han observado que vesiculas de
fosfolipidos de composicién semejante al surfactante pulmonar, incubadas en presencia de
SP-A se comportan de manera similar a monocapas de DPPC pura tras varios ciclos de
comprensién y expansién de la monocapa "in vitro". Estos resultados, junto con los estudios
de selectividad de la SP-A hacia la DPPC, soportan la hip6tesis de que la SP-A podria estar
implicada en la generacién de una monocapa enriquecida en DPPC, esencial para evitar la

existencia de altas presiones intraalveolares, y por tanto para prevenir el colapso alveolar
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4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SP-A SOBRE LOS LIPIDOS.
AGREGACION DE VESICULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA SP-A

4.4.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La agregaci6n de vesiculas lipidicas inducida por la SP-A, dependiente de calcio se
ha observado por microscopia electrénica (Haagsman et al., 1991; Williams et al., 1991) y ha
sido ensayada por diversos autores mediante cambios de turbidez de una suspensién de
vesiculas fosfolipidicas unilamelares (Hawgood et al., 1985; Efrati et al., 1987, Haagsman et
al, 1990, 1991; Ross et al, 1991). El ensayo de la agregacién de vesiculas de fosfolipidos
inducida por la SP-A se viene utilizando tradicionalmente para ensayar la actividad biol6gica
de la SP-A. Es el tinico ensayo de actividad biol6gica de que se dispone. Se sabe que dicha
actividad de agregacién de vesiculas depende del mantenimiento de la estructura nativa
oligomérica de la SP-A. La digestién del dominio de coligeno de la SP-A mediante
tratamiento con colagenasa bacteriana (Haagsman et al., 1989; Ross et al,, 1991) o la
reduccién y alquilacién de la proteina (Ross et al,, 1991) anulan el proceso de agregacion
de vesiculas mediado por la SP-A. Esto es, presumiblemente, debido a una disminucién de
la interacci6n lipido/SP-A bajo estas condiciones, ya que se ha demostrado que la digestién
con colagenasa bacteriana o la reduccién de puentes disulfuro con ditiotreitol decrece la
unién de la SP-A a los fosfolipidbs (Ross et al., 1991; Kuroki y Akino, 1991).

Recientemente, Haagsman y colaboradores (1991) han propuesto que la agregacién
de vesiculas inducida por la SP-A dependiente de calcio podria originarse por la autoagrega-
cién de la SP-A, proceso ampliamente estudiado en el apartado 4.2.2. de esta memoria. De
esta manera, las vesiculas lipidicas unidas a la SP-A agregan debido a la autoagregacién de

la proteina dependiente de calcio. Ademds, se ha propuesto que la interaccién entre dos
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moléculas de SP-A podria ser de tipo lectina: la cadena oligesacdrida de una molécula de
SP-A interaccionaria con el dominio de unién de carbohidratos de otra molécula de SP-A

y viceversa (Haagsman et al., 1991).

La actividad de agregaci6n lipidica de la SP-A se correlaciona hipoteticamente con
la participacién de esta proteina en importantes procesos implicados en el metabolismo
extracelular del surfactante, como son la formaci6én de la mielina tubular y la transferencia
de la DPPC desde la subfase acuosa del alveolo a la interfase aire-liquido donde este

fosfolipido ejerce su actividad tensoactiva.

Teniendo en cuenta la importancia de este proceso, el primer objetivo de este
apartado ha sido estudiar detalladamente los parimetros que gobiernan el proceso de
agregacién lipidica como son i) el requerimiento de calcio, ii) la influencia de la fuerza
i6nica y del pH del medio, iii) la dependencia del estado fisico de las vesiculas fosfolipidicas
y iiii) Ia relacién fosfolipido/SP-A a la cual se alcanza la maxima agregacién lipidica. El
estudio detallado de este proceso no se ha llevado a cabo con anterioridad por otros grupos
de investigacién. El segundo objetivo planteado ha sido tratar de dilucidar si realmente la
agregacion de vesiculas inducida por la SP-A es una consecuencia de la autoagregacion de
esta proteina en presencia de calcio, o si, por el contrario, son procesos independientes.
Sobre la base de los resultados obtenidos, proponemos un posible mecanismo mediante el
cual podria ocurrir el proceso de agregacién de vesiculas inducido por la SP-A, y su

importancia en el ciclo metabélico del surfactante.

4.4.2. ESTUDIO DE LA AGREGACION DE VESICULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA
SP-A

En la fase inicial del estudio de la agregaci6n lipidica inducida por la SP-A de cerdo
se utilizaron ensayos de agregacién empleados previamente por otros investigadores
(Hawgood et al., 1985; Efrati et al, 1987; Haagsman et al., 1990, 1991) para comparar la
actividad de agregaci6n lipidica de la SP-A de cerdo con la publicada para la SP-A de otras
especies. Los estudios de agregaci6n lipidica se han realizado tradicionalmente con vesiculas
dcidas de DPPC/PG de huevo (7:3, en peso), y éstas son las vesiculas utilizadas en la

primera parte del trabajo. Los experimentos de agregacién se han realizado de acuerdo con
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las condiciones descritas en la bibliografia, y los resultados se recogen en la Figura 54 A. En
las cubetas de muestra y referencia se anade inicialmente SP-A y vesiculas fosfolipidicas en
tampo6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCl 150 mM. La agregacién se inicia tras la
adicién de CaCl, 5 mM en la cubeta de muestra. La adicion de calcio a las vesiculas
fosfolipidicas en presencia de SP-A de cerdo produce un incremento de absorbancia
dependiente del tiempo que es mucho mayor que el observado en experimentos paralelos
realizados en ausencia de SP-A. El proceso es perfectamente reversible, tras la adicién de
EDTA 10 mM, lo que sugiere que no se produce fusién de las vesiculas agregadas en las
condiciones experimentales utilizadas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros
autores (Hawgood et al,, 1985; Efrati et al,, 1987, Haagsman et al., 1990, 1991). Mediante
este tipo de aproximacién experimental s6lo se registra la agregacién inducida por calcio en
presencia de SP-A y ademés no se puede descontar la agregacién de vesiculas 4cidas

independiente de SP-A que se produce en presencia de calcio 5 pM.

La Figura 54 B recoge otro tipo de ensayo para estudiar la agregaci6n de vesiculas
inducida por SP-A en presencia de calcio. En este tipo de experimento las vesiculas lipidicas
se afiaden a las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que
contiene NaCl 150 mM y CaCl, 5 mM. La adicién de SP-A a la cubeta de muestra
desencadena la agregacién de vesiculas en presencia de calcio. El agregado se disocia al
adicionar EDTA 10 mM en las cubetas de muestra y referencia. Es interesante observar que
el incremento de absorbancia ocasionado al anadir SP-A (Figura 54 B) es mucho mayor que
el causado al afiadir calcio en el experimento de la Figura 54 A. Esta diferencia no se debe
al incremento de absorbancia que podria producirse como consecuencia de la autoagregaci6n
de la SP-A subsiguiente a la adicién de la proteina en un medio que contiene Ca®*, ya que
la absorbancia de los agregados de SP-A es muy baja en ausencia de lipidos (Figura 54 B).
Podria ocurrir que el efecto que produce la SP-A sobre vesiculas 4cidas previamente
agregadas al estar en presencia de calcio 5 mM (Figura 54 B) sea distinto al que produce el
calcio sobre la SP-A asociada a lipidos (Figura 54 A). Dicha asociacién parece ser
independiente de calcio (King et al., 1983).

Finalmente se ha llevado a cabo un tercer tipo de aproximacién experimental (Figura
54 C) en la que se afaden inicialmente en las cubetas de muestra y referencia vesiculas
lipidicas en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCl 150 mM. A continuacién se

afiade SP-A en la cubeta de muestra y, sorprendentemente, se produce un importante
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FIGURA 54. Agregaci6n de vesiculas de DPPC/PG inducida por la SP-A de cerdo.

A) Las vesiculas (DPPC/DPPG, 7.3, en peso) se afiadieron junto con la SP-A en las vesiculas de muesira y referencia, en tampdn Tris-HC1 § mM,
pH 74, que contiene NaCl 150 mM. Tras 10 minutos se adicion6 CaCl, en la cubeta de muestra. La agregaci6n se revirtié mediante adicién de
EDTA en la cubeta de muestra. B) Las vesiculas se afiadieron en tampén Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 CaCl, 5 mM, en ausencia de SP-A. Tras 10
minutos se afiadi6 la SP-A en la cubeta de muestra. La agregacién se revirti6 mediante la adicion de EDTA en las cubetas de muestra y
referencia. Las lineas de trazo discontinuo corresponden a la autoagregaci6n de la SP-A, a la misma concentraci6n, en presencia de calcio C) Las
vesiculas se afiadieron en las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-HCl 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4. Con intervalos de tiempo de 10
minutos s¢ aiadié la SPA (cubeta de muestra), CaCl, (cubetas de muestra y referencia) y EDTA (cubetas de muestra y referencia). Las
concentraciones de vesiculas, SP-A, calcio y EDTA fueron 100 ug/ml, 10 pg/ml, 5 mM y 10 mm, respectivamente.
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incremento de absorbancia dependiente del tiempo. La méxima agregacién se obtiene al
afiadir Ca*'. El calcio se afiade en ambas cubetas, muestra y referencia, para descontar el
efecto de la agregacion lipidica inducida por calcio e independiente de SP-A. Segiin los
resultados de la Figura 54 C, se podria pensar que hay agregacién de vesiculas inducida por
SP-A en ausencia de calcio. Sin embargo, la adicién de EDTA disocia el agregado
completamente. El cambio de absorbancia que se produce en el experimento A al adicionar
calcio 5 mM es semejante al que se puede observar en el experimento tipo C al adicionar
este catién en concentraciones milimolares. En experimentos posteriores utilizaremos el
ensayo de agregacién que se recoge en la Figura 54 C, en vez del que se venia utilizando

tradicionalmente (Figura 54 A).

4.43. REQUERIMIENTO DE CALCIO

La siguiente pregunta planteada es cuél es la concentraci6n de calcio que se require
para que se produzca la agregacion lipidica inducida por la SP-A.En la Figura 55 se oberva
la agregacién de vesiculas neutras y 4cidas inducidas por la SP-A en presencia y ausencia de
EDTA. La adicién de EDTA 1 mM en el tamp6n de ensayo impide la agregacién de ambos
tipos de vesiculas al aiadir SP-A. La agregacién s6lo ocurre tras la posterior adicién de
calcio 5 mM. Estos resultados sugieren que para que se produzca la agregacién de vesiculas
inducida por SP-A es suficiente la concentracién de calcio que pueda haber en el agua
destilada. Se ha valorado la concentracién de calcio en el agua destilada Mili-Q utilizada para
preparar los tampones mediante espectroscopia de absorcién atémica. Los resuitados
obtenidos indican que la concentracién de Ca®** en el agua destilada es 5 uM. Esta
concentracidn de calcio es suficiente para que se produzca la agregacién de vesiculas lipidicas
inducida por la SP-A.

La agregacién mdxima se alcanza, tanto para las vesiculas 4cidas como para las
neutras, en presencia de calcio en concentraciones milimolares. Por tanto, se puede descartar
la idea de que el incremento de absorbancia que se produce tras adicionar calcio 5 mM se
deba a interacciones lipido-lipido, mediadas por calcio, de los agregados lipido/SP-A
formados previamente, yq que seria de esperar que esto ocurriera con vesiculas 4cidas, pero

no ¢con neutras.
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FIGURA $5. Agregacién de vesiculas fosfolipidicas inducida por SP-A en presencia y
ausencia de EDTA.

Las vesfculas se afiaden en las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que
contiene NaCl 150 mM, en presencia (circulos vacfos) o ausencia (circulos llenos) de EDTA 1 mM. La
SP-A se aiiadi6 en la cubeta de muestra a una concentracion 5 uM. Tras 10 minutos se adiciond calcio
en las cubetas de muestra y referencia, Transcurridos otros 10 minutos se afiadi6 EDTA en las cubetas
de muestra y referencia. Las concentraciones de calcio y EDTA fucron 5y 16 mM, respectivamente.

En la Figura 56 se representa la agregaci6n de vesiculas dcidas y neutras inducida por
la SP-A de cerdo a distintas concentraciones de calcio. La agregacién de vesiculas se

desencadena a concentraciones de calcio menores que 5 pM. La méxima agregacién se
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produce a concentraciones de calcio del orden de 0.5 mM. Concentraciones de calcio

superiores no producen incrementos en el valor de absorbancia.
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FIGURA 56. Requerimiento de calcio para la agregacion de vesiculas de
DPPC y DPPC/DPPG inducida por la SP-A.

Las vesiculas se afiaden en las cubetas de muestra y referencia en Tampén Tris-HCl
5 mM, pH 7.4 que conticne NaCl 150 mM. Tras 10 minutos, se afiade la SP-A en
la cubeta de muestra. Tras estabilizarse la sefial de absorbancia se afiaden sucesivas
alicuotas de Cl,Ca con intervalos entre ellas de 7 minutos. Se representa el valor de
absorbancia a los 6 minutos de afiadir el calcio. las concentraciones de SP-A y
vesicnlas de fosfolipidos son 5 ug/mi y 70 ug/ml respectivamente.

Nuestros resultados contrastan con los publicados por otros autores. Efrati et al.

(1987) observaron que la agregacion de liposomas formados a partir de extractos orgénicos
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del surfactante no se produce a concentraciones de calcio inferiores a 0.5 mM. En ausencia
de SP-A, y en sus condiciones experimentales, la agregacién de liposomas requiere

concentraciones de calcio del orden de 10 mM. Por otra parte, Ross et al. (1991) publicaron
que la agregacién de vesiculas 4cidas, inducida por SP-A no se produce a concentraciones
de calcio inferiores a 3 mM, alcanzidndose un valor maximo cuando la concentracién es de
5 mM. Estos autores incluyeron en el tampén de ensayo EGTA 0.1 mM, y no indicaban la
utilizacién de ninglin método de determinacién de la concentracién de calcio libre en el

medio.

Es interesante resaltar el hecho de que el proceso de autoagregacién de la SP-A
requiere concentraciones de calcio superiores a 0.5 mM, y alcanza un valor méximo cuando
la concentracién de calcio en el medio es superior a 5 mM (Apartado 4.2.2., Figura 21).
Nuestros resultados indican que mientras que la agregacién de vesiculas inducida por SP-A
comienza a concentraciones de calcio inferiores a 5 pM y alcanza un valor m4ximo a 0.5 mM,
la autoagregacion de la SP-A requiere una concentracién minima de 0.5 mM y alcanza un
valor méximo en presencia de calcio 8 mM. Estos resultados contradicen la hipétesis
propuesta por Haagsman et al. (1990) de que la agregaci6n de vesiculas inducida por la SP-A
se produce como consecuencia de la autoagregacion de la SP-A unida a lipidos, ya que ambos

procesos requieren la presencia de iones de calcio a concentraciones muy diferentes.

Los estudios de unién de calcio a la SP-A, realizados mediante ensayos de diélisis de
equilibrio y cromatografia de penetrabilidad (Haagsman et al., 1990) se ajustan a un modelo
en el que la SP-A tendrfa dos tipos de sitios de unién, con diferentes afinidades. Las
constantes de disociacién estimadas fueron 1115 pM? y 0.7+0.3 pM para los sitios de alta
y baja afinidad, respectivamente. Nuestros resultados sugieren que la uni6n de calcio al sitio
de alta afinidad desencadena un cambio conformacional (Apartado 4.2) necesario para que

se desencadene la agregacién de vesiculas inducida por la SP-A.

4.4.4. RELACION LIPIDO/PROTEINA SATURANTE

La siguiente pregunta planteada es cudl es la relacién lipido-proteina a la que se
produce la méxima agregaci6n de vesiculas. Los experimentos se han realizado manteniendo

constante la concentracién de vesiculas e incrementando la cantidad de SP-A (Figura 57 A)
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o bien manteniendo constante la concentracién de proteina y modificando la concentracién
de vesiculas (Figura 57 B). En ambos casos los ensayos se han realizado en presencia de

NaCl 150 mM y en ausencia de calcio milimolar.
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FIGURA 57. Relacién lipido/proteina a la que se produce la méxima agregacion de
vesiculas de DPPC/DPPG inducida por la SP-A. :

A) Las vesiculas se afiaden en las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-CIH 5SmM, pH 7.4
que contiene NaCl 150 mM. La concentracién de las vesiculas es de 100 ug/ml. Tras 10 minutos se
afiaden alicuotas de SP-A, con intervalos entre adiciones sucesivas de 7 minutos. B) Se afiade la SP-A
en las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-CIH 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCl 150
mM. La concentracién de SP-A fue 5.65 ug/ml. Tras 10 minutos se afiaden las alicuotas de lipidos
con intervalos entre ellas de 7 minutos. Se representa el valor de absorbancia a los 6 minutos de
anadir la SP-A o los lipidos.

Tras la titulacién de la SP-A de cerdo con vesiculas de DPPC/DPPG (7:3, en peso)
se obtiene una curva hiperbélica (Figura 57 B) que alcanza la saturacién a una relacion
lipido/proteina en torno a 10:1-13:1 (en peso), relacién semejante a la de la titulacién inversa
(Figura 57 A). Estos valores son ligeramente superiores a los obtenidos por King y Mc Beth
(1981) para la unién de SP-A canina a vesiculas de DPPC, DPPC/DPPG/POPG/Ch

(63:9:19:9, en peso), y que mostraban una relacién lipido/proteina saturante en torno a 5:1-
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7:1 {en peso). Los ensayos de unién realizados por estos autores se han desarrollado
incubando mezclas de '#I-SP-A y vesiculas lipidicas marcadas con "C, y separando los
complejos lipoproteicos de la SP-A y los lipidos libres mediante centrifugacién en gradiente
de densidad. Cuando los ensayos se realizan en presencia de calcio 3 mM, se incrementa la
relacién lipido/proteina de las vesiculas dcidas hasta valores en torno a 25: 1 (en peso). La
cantidad de SP-A que se asocia con los lipidos es independiente de la presencia de calcio
(King et al, 1983), por lo que la modificacién de la estequiometria de los complejos
lipido/proteina podria deberse a interacciones lipido-lipido mediadas por calcio. Teniendo
en cuenta la relacién lipido/proteina a la que se alcanza la médxima actividad de agregacion
de vesiculas inducida por la SP-A, la relacion lipido-proteina fijada para otros estudios de

agregaci6n lipidica inducida por la SP-A ha sido de 14:1.

4.4.5. REQUERIMIENTO DE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS

La cadena de azicares de la SP-A, asi como sus propiedades de tipo lectina, parecen
implicadas en las funciones de defensa que desarrolla la SP-A en el alveolo (Van Iwaarden
et al., 1992 ¢; Zimmerman et al., 1992) de modo semejante a otras proteinas de la familia de
las colectinas (Sastry y Ezekowitz, 1993). Por otra parte, se cree que el dominio de
reconocimiento de carbohidratos podria tener importancia como sefial que dirige a la
proteina en su tréfico intracelular (Whitsett et al., 1985; O’Reilly et al., 1988; Alcorn et al,,
1993). No se conoce todavia el requerimiento de las cadenas oligosacéridas para la ejecucién
de otras funciones de la SP-A (inhibicién de la secrecién del surfactante, formacién de
mielina tubular, etc.). Tampoco estd claro el requerimiento del dominio de unién de
carbohidratos y de las cadenas de oligosacéridas de la SP-A para la actividad de agregacion
de vesiculas. Haagsman y colaboradores (1991) demostraron que la actividad de agregacién
de vesiculas de la SP-A disminuye dristicamente cuando la proteina se encuentra
desglicosilada. Los ensayos de agregacién lipidica dependiente de SP-A realizados por estos
autores se ajustan al modelo representado en la Figura 54 A. Por tanto, los estudios se basan
en la induccién de la agregacién de fosfolipidos unidos a SP-A por adicién de calcio 5 mM.
La interpretacién que hacen estos autores de sus resultados es que la agregacidn de vesiculas
es un proceso dependiente de la autoagregacién de la SP-A, y que este proceso de
autoagregacién ocurre mediante la interacci6én de las cadenas oligosacdridas de una

molécula de SP-A con los sitios de unién de carbohidratos de la otra, y viceversa. Este tipo
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de interaccién de tipo lectina, es dependiente de calcio. La desglicosilacién de la SP-A

impediria la existencia de este tipo de interacciones, disminuyendo en gran medida la

agregacién de vesiculas de fosfolipidos.
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FIGURA 58. Importancia de las cadenas oligosacdridas de la SP-A en la actividad de
agregacion de vesiculas.

Las vesfculas se afiaden en las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4,
que contiene NaCl 150 mM. Tras 10 minutos sc ailade la SP-A desglicosilada (circulos vacios) o
control (cfrculos llenos), incubada con todos los componentes de la reaccién de desglicosilacién, pero
sin enzima, en la cubeta de muestra. Posteriormente s¢ afiade calcio en las cubetas de muestra y
referencia. Las concentraciones de fosfolipidos, SP-A y calcio en el ensayo son 70 pg/ml, 5 ug/mly
2 mM, respectivamente.
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Los estudios de agregacién lipidica con SP-A desglicosilada y SP-A control (incubada
con todos los componentes de la reaccién de desglicosilaci6n, pero sin enzima) se recogen
en la Figura 58. Los experimentos se han llevado a cabo con vesiculas neutras (DPPC) y
dcidas (DPPC/PG, 7:3, en peso). La desglicosilacién de la SP-A reduce su actividad de
agregacién de vesiculas fosfolipidicas a concentraciones de Ca** micromolares (5 pM). La
adicién de calcio 2 mM incrementa los valores de absorbancia tanto de las muestras con SP-
A control como con SP-A desglicosilada. Ademds, la magnitud del incremento de absorbancia
que se produce tras la adicién de calcio 2 mM es semejante en ambos casos. La méxima
agregaci6n de vesiculas inducida por la SP-A desglicosilada es menor que la inducida por la
SP-A control (Figura 58).

La Figura 59 muestra la actividad de agregacién de la SP-A control y desglicosilada
en funcién de la concentracién de Ca*'. Se observa que el requerimiento de calcio para la
agregacién de vesiculas es el mismo para la SP-A control que para la desglicosilada, aunque

la extensién de la agregacién sea superior en la SP-A control,en un 25%

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS de muestras de SP-A
control y desglicosilada (Figura 18) muestra una eliminaci6n total de la banda correspondien-
te a la proteina glicosilada después del tratamiento con la enzima desglicosilante. Es posible
que exista una cantidad de protefna glicosilada, que no pueda detectarse por la técnica de
tefiido con azul de Coomasie. En cualquier caso debe ser una cantidad pequefia, y seria
esperable que la actividad de agregacién de vesiculas residual, inducida por esa posible

proteina glicosilada fuese escasa.

Los resultados presentados en las Figuras 58 y 59 muestran que la desglicosilacién
de la SP-A reduce su capacidad de agregar vesiculas, y que el requerimiento de Ca?* del
proceso es similar para la SP-A control y la SP-A desglicosilada. Estos resultados podrian
indicar que la eliminaci6n de las cadenas oligosac4ridas alterarfa la estructura de la proteina,
disminuyendo su capacidad para agregar vesiculas fosfolipfdicas. Las cadenas de carbohidra-
tos de la SP-A podrian ser importantes para la adquisicién o estabilizacién de una
determinada estructura en la que la SP-A tiene la médxima actividad de agregacién de

vesiculas. De acuerdo con esta interpretacion, la agregacién de vesiculas inducida por la SP-A
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seria un proceso no dependiente de la autoagregacion de la proteina producida por

interacciones lectina-lectina.
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FIGURA 59. Requerimiento de calcio para la agregacién de vesiculas de DPPC/PG para la
SP-A control y desglicosilada.

Las vesiculas se afiaden en las cubetas de muestra y referencia en Tampén Tris-HCl 5 mM, pH 7.4 que
contiene NaCl 150 mM. Tras 10 minutos, se afiade la SP-A control o desglicosilada en la cubeta de
muestra, Tras estabilizarse la seiial de absorbancia se ahaden sucesivas alicuotas de Cl,Ca con intervalos
entre ellas de 7 minutos. Se representa el valor de absorbancia a los 6 minutos de adadir el calcio. las
concentraciones de SP-A y vesfculas de fosfolipidos son 5 ug/mi y 70 ug/ml respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, es claro que el proceso de agregacién
de vesiculas inducido por la SP-A no seria dependiente de la autoagregacién de la proteina

producida por interacciones lectina-lectina, ya que la agregacién de vesiculas ocurre con la
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proteina desglicosilada (Figuras 58 y 59). Tampoco parece probable que el proceso de
agregacion de vesiculas fosfolipidicas unidas a la SP-A dependa de la autoagregacién e la
proteina en presencia de calcio, ya que la autoagregacién de la proteina requiere
concentraciones de calcio superiores a 0.5 mM, mientras que el proceso de agregacién de

vesiculas dependiente de SP-A comienza a concentraciones de calcio inferiores a 5§ pM.

De acuerdo con estos hechos sugerimos el siguiente mecanismo, a través del cual se

formarfan los agregados lipoproteicos:

La agregacién de vesiculas se produciria como consecuencia de la unién de
éstas a la SP-A. La naturaleza oligomérica de la SP-A permitiria la uién
simultinea de més de una vesicula a la proteina, y al mismo tiempo, y debido
al tamafio de una vesicula fosfolipidica, ésta podrfa interaccionar con més de
una molécula de SP-A. De esa manera se formaria un entramado lipoproteico
en cuya formacién estarian implicadas interacciones proteina-proteina. La
formacién de este agregado lipoproteico requiere calcio en concentraciones
micromolares. La presencia de EDTA cambia la conformacién de la SP-A y

disocia el complejo lipoproteico.

Los resultados obtenidos (Figuras 58 y 59) podrian tener otra segunda interpretacién,
que nos conduciria a establecer una segunda hipé6tesis sobre el mecanismo de formacién de
agregados. Es posible que la disminucién de la extensién de la agregacién que se produce
con la proteina desglicosilada con respecto a la proteina control (Figuras 58 y 59) se deba al
hecho de que cuando la proteina est4 desglicosilada, se producen tinicamente interacciones
proteina-lipido, descritas previamente, mientras que cuando la proteina est4 glicosilada se
podrian producir, ademads, interacciones proteina-proteina de tipo lectina. Esto es posible si
tenemos en cuenta que la unién de azicares a la SP-A es un proceso dependiente de calcio,
produciéndose la unién a partir de concentraciones de Ca** del orden de 5-10 pM,
alcanzdndose la unién méxima en el rango 0.1-1 mM (Haurum et al., 1993). Esto sugiere que
la unién de lipidos a la proteina y las interacciones de tipo lectina se podrian producir
simultdneamente, lo que conduciria a un tipo de agregado lipoproteico en el que las
interacciones proteina-proteina estarian implicadas en la organizacién de dicho entramado.
El hecho de que disminuya la extensién de la agregacién con la proteina desglicosilada

podria interpretarse en términos de participacién de las interacciones de tipo lectina-lectina
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en la organizacién del agregado. Por otra parte, el hecho de que no se altere el requerimien-
to de calcio para la agregacién de vesiculas mediada por la proteina desglicosilada indicaria
que ambos procesos -interacciones lectina-lectina- y entrecruzamiento de vesiculas de
fosfolipidos y SP-A- hipotéticamente implicados en la agregacién de vesiculas, podrian tener

el mismo requerimiento de calcio.

Esta segunda interpretacién de los resultados explicarfa también los experimentos
publicados por Haagsman y colaboradores {1991) en los que observaban que la agregacién
de vesfculas inducida por SP-A se revierte parcialmente al adicionar al medio de ensayo el
fragmento resitente a colagenasa (afiadido 10 veces en exceso). Dicho fragmento no une
lipidos (Haagsman et al, 1989; Ross et al, 1991), de manera que la disminucién de la
extensién det agregado debe atribuirse a la disminucién de interacciones de tipo lectina entre
moléculas de SP-A como consecuencia de la competici6n con el fragmento. Dicho fragmento
actuaria al mismo tiempo como ligando para la SP-A y como lectina que une la cadena
oligosacdrida de la SP-A.

Para estudiar si la capacidad de la SP-A de unir carbohidratos est4 implicada en la
agregacién de vesiculas, se disefiaron experimentos en los que el manano, un homopolisac4ri-
do de manosa, se utilizé para disociar el agregado. La Figura 60 muestra que la adicién de
manano, utilizado en exceso, al medio de ensayo en el que se encuentran agregados de
vesiculas neutras (A) o 4cidas (B) con SP-A, causa una disminucién de absorbancia que
puede ser interpretada como una disminucién de la extensién del agregado al romperse
interacciones lectina-lectina entre moléculas de SP-A. La disminucién que se produce es
mayor con vesiculas neutras que con vesiculas 4cidas. Estos resultados podrian deberse a la
estabilizacién por el calcio de los agregados formados por vesiculas 4cidas, al establecerse

interacciones entre fosfolipidos 4cidos de vesiculas distintas.

De acuerdo con la interpretacion anterior de los resultados, sugerimos el siguiente

mecanismo de formacién de agregados de vesiculas mediados por SP-A:

La agregacién de vesiculas fosfolipidicas se produciria como consecuencia de
la uni6n de vesiculas a la SP-A, tal y como se indicé anteriormente.
Simultdneamente, se producirian interacciones proteina-proteina, de tipo

lectina, que afectarfan a la organizaci6n tridimensional, y a la extensién del
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agregado. La presencia de EDTA disociaria dicho complejo, debido al
requerimiento de calcio para la interaccién lectina-lectina y el entrecruza-

miento de vesiculas de fosfolipidos y SP-A.

Los resultados que aparecen en esta memoria sugieren que existen dos tipos de
interacciones entre moléculas de SP-A: interacciones laterales, en las que estarian implicados
los dominios colagénicos y serian independientes de las propiedades de tipo lectina de la SP-
A, e interacciones radiales, a través de los dominios globulares y dependientes de las
propiedades de tipo lectina. Las propiedades de tipo lectina de la SP-A podrian estar

implicadas en la formacién de Ja mielina tubular.

4.4.6INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA AGREGACION DE VESICULAS
INDUCIDA POR LA SP-A

Se ha estudiado también el efecto de la temperatura sobre la agregaci6n de vesiculas
de fosfolipidos inducida por la SP-A. Se han realizado ensayos en los que se han incubado
vesiculas de DPPC, DPPC/DPPG (7:3, m/m) y DMPG con SP-A en ausencia de calcio mili-
molar a distintas temperaturas (Figura 61). El estudio pone de manifiesto que el proceso
depende de la temperatura. Se observa que la agregacién es mayor a temperaturas por
debajo de la temperatura de transicién de fase (41° C para las vesiculas de DPPC y
DPPC/DPPG y de 23°C para las vesiculas de DMPG).

De acuerdo con los estudios realizados por otros grupos previamente, no es previsible
que se produzca desnaturalizacién térmica de la SP-A a temperaturas inferiores a 50°C
(Haagsman et al.,, 1989). Para excluir la posibilidad de que la disminucién de la agregacién
se deba a inactivacién de la SP-A, en otros experimentos se ha calentado la SP-A a 50°C
durante 10 minutos en ausencia de fosfolipidos y se ha comparado la actividad de agregacién
a 37°C de vesiculas de DPPC con la de SP-A control no sometida a calentamiento. En Ia
Figura 62 se observa que la SP-A calentada a 50°C no pierde la capacidad de agregar
vesiculas de DPPC, lo que sugiere que la inhibicién de la agregacién no se debe a
alteraciones estructurales de la SP-A. Estos resultados muestran que la agregacién de
vesiculas inducida por la SP-A depende del estado fisico de las vesiculas. La magnitud de la
agregaci6n es mayor en el estado gel que en el liquido-cristalino. Mediante estudios de

fluorescencia (Figura 53) se ha mostrado que la interaccién de los lipidos con la SP-A
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depende asimismo del estado fisico de las vesiculas. Los resultados de agregacién obtenidos

probablemente se deban a una menor interaccién de los lipidos con la SP-A a temperaturas

por encima de la temperatura de transicién de fase.
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FIGURA 61. Influencia de la temperatura en la agregacién de vesiculas

de fosfolipidos inducida por la SP-A.

Las vesiculas se aiaden en las cubetas de muestra y referencia a cada temperatu-
ra en tamp6n Tris-CIH 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCl 150 mM. Tras 10
minutos se afade la SP-A. Se representa el valor de absorbancia obtenido 10
minutos después de adicionar la SP-A. Las concentraciones de SP-A y vesiculas

son 5y 70 ug/ml, respectivamente,
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La siguiente pregunta planteada fue si los complejos lipoproteicos formados son
estables al elevar la temperatura por encima de la temperatura de transicién de fase. Para
comprobarlo se incubaron vesiculas de DPPC en ausencia de calcio milimolar a 20°C y se
elevé la temperatura de una manera continua hasta 49°C (Figura 63). Se observa que los
complejos lipido-proteina se disocian al elevar la temperatura por encima de la transicién de

fase.
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FIGURA 62. Agregacién de vesiculas de DPPC inducida por la SP-A nativa
y calentada a 50°C durante 10 minutos.

Las vesiculas se afiaden en las cubetas de muestra y referencia en tampén Tris-HCI,
5 mM pH 7.4, que contien NaCl 150 mM. Tras 10 minutos se afiade en la cubeta de
muestra SP-A control o calentada a 50°C durante 10 minutos. Posteriormente se
adicioné calcio en las cubetas de muestra y referencia. Las concentraciones de SP-A,
fosfolipidos y calcio son § ug/ml, 70 pg/ml y 5 mM respectivamente.
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FIGURA 63. Influencia de la temperatura en la agregacion de vesiculas de
DPPC.

Las vesiculas se anadieron en ausencia de calcio en las cubetas de muestra y
referencia en tamp6n Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCl 150 mM sin SP-A
(cubcta de referencia) y con SP-A (cubeta de muestra) a 20°C (a) o a 50°C (b). La
temperatura se vari6 con una velocidad de barrido de 0.5°C/minuto. Las concentra-
ciones de SP-A y DPPC fueron 5 y 70 ug/mi.

También se han realizado experimentos en los que se incuban la SP-A con DPPC a
49°C y se disminuye la temperatura progresivamente (Figura 63). Se observa que la
agregacién de vesiculas es escasa por encima de la temperatura de transicién de fase,
probablemente debido a la escasa interaccién de las vesiculas de DPPC con la SP-A. Al
disminuir la temperatura se incrementa la agregacion lipidica alcanzdndose valores de

agregacién semejantes a los que se producfan incubando la mezcla de SP-A y vesiculas a
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temperaturas por debajo de la temperatura de transicién de fase, lo que confirma que la
proteina no pierde su capacidad de agregacién tras el calentamiento a 49°C, y muestra que

el proceso es reversible.
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FIGURA 64. Efecto de la fuerza iénica en la agregacién de vesiculas de DPPC y
DPPC/DPPG inducida por la SP-A.

Las vesiculas de DPPC y DPPC/DPPG (7:3, en peso) se afiaden en las cubetas de muestra y
referencia en tamp6n Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia (circulos llenos) o en ausencia (Circulos
vacios) de NaCl 150 mM, Posteriormente se anade la SP-A (cubeta de muestra), calcio (cubetas de
muestra y referencia) y EDTA (cubetas de muesira y referencia). Las concentraciones de SP-A,
fosfolipidos, calcio y EDTA utilizadas son 5§ ug/ml, 70 ug/ml, 5 mM y 16 mM respectivamente.
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4.4.7. INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA EN LA AGREGACION DE VESICULAS
INDUCIDA POR LA SP-A

Los resultados que aparecen en esta memoria indican que la fuerza i6nica modifica
algunas propiedades de la SP-A: induce autoagregacién de la proteina (Apartado 4.2.2.,
Figura 22) y permite la interaccién de la SP-A con vesiculas de fosfolipidos 4cidos (Apartado
4.3.3,, Figura 50; Apartado 4.3.4,, Figura 52). Por tanto, es i6gico pensar que puede también
influir en la agregacién de vesiculas inducida por la SP-A. En la Figura 64 se recogen los
estudios de agregacién de vesiculas de DPPC y DPPC/DPPG (7:3, en peso) inducida por la

SP-A de cerdo en presencia o ausencia de NaCl 150 mM.

Se puede observar que la SP-A agrega vesiculas de fosfolipidos 4cidos en presencia,
pero no en ausencia de NaCl. Sin embargo, la SP-A sf agrega vesiculas de DPPC a baja
fuerza i6nica. Como se ha discutido previamente (Apartado 4.3.4., Figura 52) la interaccién
de la SP-A de cerdo y humana con las vesiculas de fosfolipidos 4cidos se anula en ausencia
de NaCl, por lo que la inhibicién de la agregacién puediera deberse a una menor unién de
estas vesiculas a la SP-A a baja fuerza i6nica. Los incrementos de absorbancia que se
producen para las vesiculas de DPPC en presencia y ausencia de NaCl son semejantes. Por
tanto, el NaCl no tiene ningiin efecto sobre la agregacién de vesiculas neutras. En el caso de
las vesiculas 4cidas permite la unién de estas vesiculas a la SP-A y, por tanto, la agregacién

de las mismas.

4.4.8. AGREGACION DE VESICULAS A PH ACIDO

La SP-A autoagrega a pH 4cido en ausencia de calcio y de fuerza i6nica. A pH 4cido
se observan alteraciones estructurales en la SP-A que se manifiestan en cambios en el
espectro de dicroismo circular y las propiedades fluorescentes de la proteina. Es posible, por
tanto, que la acidificacién del medio modifique las propiedades de agregacién de vesiculas
de la SP-A. Hasta el momento s6lo se ha publicado que la SP-A agrega vesiculas constituidas
por extractos orgénicos del surfactante que contienen las proteinas hidrofébicas a pH 4.4 en
ausencia de calcio micromolar. La magnitud de la agregacion observada por estos autores a

PH 4.4 en ausencia de calcio es semejante a la que obtienen a pH 7.4 en presencia de calcio



RESULTADOS Y DISCUSION 178

2 mM. Igualmente estos autores muestran la formacion de figuras semejantes a las de mielina
tubular obtenidas al incubar muestras de surfactante a pH 4.4 en presencia de EDTA 5 mM
(Efrati et al,, 1987). De acuerdo con estos resultados, se proponia un modelo en el que el
calcio y los protones actuaban, al menos en parte, neutralizando cargas debidas a grupos
carboxilo de la SP-A. Los estudios realizados se han centrado en comprobar si la SP-A de
cerdo agrega vesiculas de lipidos en ausencia de las proteinas hidrof6bicas, y si los protones
son capaces de sustituir el efecto provocado por la fuerza i6nica o el calcio. En la Figura 65
se compara la agregacién de vesiculas de DPPC/DPPG (7:3, en peso) a pH 7.4 y pH 4.5 en
presencia y ausencia de NaCl. Se observa un mayor incremento de absorbancia a 360 nm, tras
la adicién de la SP-A a la cubeta de muestra, a pH 4cido que a pH neutro. Por otro lado,
la SP-A agrega vesiculas 4cidas a pH 4.5 en ausencia de NaCl a pH 4cido, pero no a pH

neutro. La méxima agregacién se produce tras la adicién de calcio milimolar.

En la Figura 66 se muestra que la agregacién de vesiculas de DPPC y DPPC/DPPG
(7:3, en peso) a pH 4.5 no se inhibe en presencia de EDTA 1 mM. Estos resultados coinciden
can los de autoagregacién que mostraban que la autoasociacién de la proteina a pH 4cido
era independiente de la unién de calcio al sitio de alta afinidad de la proteina, y apoyan la
hip6tesis de un cambio estructural de la SP-A que modifica las propiedades de agregacién
de la proteina. Existen dos conformaciones de la SP-A que pueden agregar vesiculas de
- fosfolipidos: una a pH 7.4 en presencia de calcio micromolar y otra a pH 4cido en ausencia
de calcio. Ademds el tipo de agregacién a pH neutro y 4cido es diferente. A pH neutro la
magnitud de la agregacién es semejante para vesiculas de DPPC y DPPC/DPPG /7.3, en
peso). Al acidificarse el medio se incremente la agregacién de vesiculas 4cidas y disminuye
considerablemente la agregacién de vesiculas de DPPC. En ambos casos la méxima

agregaci6én se produce en presencia de calcio milimolar.

Los resultados obtenidos muestran una marcada reduccién de la agregacién de
vesiculas neutras a pH 4cido. Los resultados podrian explicarse de acuerdo con los dos
modelos propuestos para la agregacién de vesiculas inducida por la SP-A. La unién de
carbohidratos a la SP-A se anula a pH 4cido (Haurum et al., 1993). Por tanto, es posible que
a pH 4cido no puedan establecerse interacciones proteina-proteina de tipo lectina. En esas
condiciones s6lo podrian establecerse interacciones proteina-lipido, lo que conduciria a una

extensién menor del agregado.
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FIGURA 65. Efecto de la fuerza iénica en la agregacion de vesiculas de
DPPC/DPPG a pH éacido.

Las vesiculas se afiadieron en las cubetas de muestra y referencia, en tamp6n Tris-
HCl 5 mM pH 7.4 o en tamp6n Tris-HCI 5 mM, Acetato sadico 25 mM, pH 4.5,
en ambos casos en presencia y ausencia de NaCl 150 mM. Tras 10 minutos se
afiadi6 en la cubeta de muestra SP-A (5 upg/mD. Transcurridos otros 10 minutos
se adiciond CaCl, 5 mM en las cubetas de muestra y referencia,

Los resultados obtenidos también podrian explicarse como consecuencia de una
reduccioén de la afinidad de la SP-A por los fosfolipidos a pH 4cido. Como consecuencia de
ello podrian reducirse el entrecruzamiento de vesiculas de fosfolipidos y SP-A, lo que
también conduciria a la reduccién de la extensién del agregado. Los resultados que aparecen

en esta memoria muestran que la SP-A tiene una gran tendencia a autoagregar a pH 4cido.
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FIGURA 66. Agregacién de vesiculas de fosfolipidos a pH acido en presencia y ausencia de
EDTA.

Las vesiculas de fosfolipidos se afiadieron en tamp6n Tris-HC! 5 mM, pH 7.4 o en tamp6n Tris-HCl
25 mM, Acetato s6dico 25 mM pH 4.5, en ambos casos en presencia y ausencia de EDTA 1 mM. Con
intervalos de 10 minutos se afladid SP-A (en la cubeta de muestra) y calcio (en las cubetas de muestra
y referencia. Las concentraciones de SP-A y calcio fueron 5 pg/ml y 5 mM, respectivamente.

Los estudios estructurales realizados sugieren que el tipo de agregacién de la SP-A
a pH 4cido es distinto del que se produce a pH neutro inducido por calcio y cloruro sédico.
El espectro de dicroismo circular refleja asimismo la diferencia estructural de la SP-A a pH
4.5 frente a pH 7.4. No se conoce la regién de la SP-A que interacciona con los fosfolipidos,

aunque se ha propuesto que la regién de uni6n entre el dominio colagénico y el dominio



RESULTADOS Y DISCUSION 181

tipo lectina es la zona implicada en la unién a los lipidos (Ross et al., 1986). Esa regién
reline los requisitos estructurales necesarios para formar una hélice anfipstica (Mc Lean et
al, 1993). En esa regién existe abundancia de residuos cargados negativamente (4), 3
histidinas y 1 arginina. La acidificacién del medio podria reducir la carga superficial de la
regién y podria favorecer la autoasociacién para esconder los residuos hidrofébicos del
medio. De esta manera podria explicarse la tendencia de la SP-A a autoagregar y quizds

reduciria la afinidad de la proteina por los lipidos.

La diferencia observada en la agregacién de vesiculas icidas y neutras parece, en
principio, atribuible a razones electrostiticas. Al acidificarse el medio pueden aparecer
regiones cargadas positivamente en la proteina que favorezcan la unién de vesiculas cargadas
negativamente. Fenémenos de este tipo se han descrito. Distintas proteinas como la
mioglobina, ribonucleasa, lisozima e inhibidor de tripsina unen fosfolipidos 4cidos cuando el
pH del medio es inferior a su punto isoeléctrico y el nimero de cargas positivas de la
proteina es superior al de negativas al menos en 3 unidades (Bergers et al., 1993). No se
observa uni6én de fosfolipidos zwiteriénicos en ningiin caso a cualquier valor de pH, lo que
demuestra la naturaleza electrostatica de la interaccién. Asimismo, una interaccién de este
tipo controla la unién de la melitina a los fosfolipidos (Beschiaswili y Seelig, 1990) y de
numerosas toxinas como la colicina A (Parker et al., 1990) o la exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa (Menestrina et al., 1991). En este tltimo caso se requiere ademés un cambio

estructural en la toxina inducido por el pH 4cido (Menestrina et al., 1990).

Por tanto, la acidificacién del medio modifica de manera considerable las propiedades
de agregacién de la SP-A. Se reduce de manera considerable la agregacién de vesiculas
neutras y se incrementa la agregacién de vesiculas dcidas. Las diferencias observadas podrian
tener implicaciones funcionales en la organizacién de los lipidos del surfactante en los
cuerpos lamelares, donde el pH es 4cido (Chander et al., 1986) y en el espacio alveolar
donde es neutro (Nielson et al,, 1981, 1984) y podria tener implicaciones en la transformacién
de los cuerpos lamelares en mielina tubular. El cambio de pH 4cido a pH neutro podria
implicar la disociacién de agregados lipidicos inducidos por la SP-A, permitiendo la
desorganizacién del contenido de los cuerpos lamelares en mielina tubular. Asimismo, el
empaquetamiento de las bicapas lipidicas en los cuerpos lamelares podria depender de la

presencia de fosfolipidos 4dcidos y, entre otras razones, podria explicar la elevada proporcién
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de fosfolipidos 4cidos, fosfatidilglicerol o fosfatidilinositol, encontrada en el surfactante

pulmonar.

4.4.9. AGREGACION DE COMPLEJOS LIPIDO-PROTEINA HIDROFORICA

Por dGltimo se ha investigado la capacidad de la SP-A de cerdo de agregar complejos
lipoproteicos constituidos por la mezcla de fosfolipidos con las proteinas SP-B y SP-C. La
relacién lipido/proteina hidrofébica empleada ha sido 10:1 (en peso). Previamente a los
estudios de agregacién se han caracterizado ambas proteinas desde el punto de vista de su

movilidad electroforética y composicién de aminodécidos.

En la Figura 67 se observa que a pH 7.4, se produce un incremento de absorbancia
mayor cuando la SP-A de cerdo se afiade a la cubeta de muestra que contiene complejos
fosfolipido/SP-C que cuando se aiiade a cubetas que contienen vesiculas de fosfolipidos o
complejos fosfolipido/SP-B. En todos los casos la maxima agregacién se produce tras la
adicién de calcio milimolar. El proceso se revierte en presencia de EDTA 10 mM. Los

resultados son semejantes para vesiculas dcidas y neutras.

Se ha publicado que la SP-B induce agregacién de vesiculas de fosfolipidos en
ausencia de calcio (Poulain et al., 1992). Por tanto, es posible que la menor agregacién
inducida por la SP-A para complejos lfpido/SP-B se deba a que ya exista agregaci6n lipidica
antes de adicionar la SP-A. Al afiadir esta dltima se registra la variacién de absorbancia
inducida por esta proteina. En definitiva se trata de una diferencia de absorbancia que es
menor para los complejos lipoproteicos que contienen SP-B. Para comprobarlo se ha medido
la absorbancia de complejos fosfolipido/SP-C, fosfolipido/SP-B y vesiculas de fosfolipidos
frente a agua destilada que se coloca en la cubeta de referencia (Resultados no mostrados).
Se aprecia que en ausencia de SP-A, la absorbancia es mayor para complejos lipido/SP-B que
para complejos lipido/SP-C y vesiculas de fosfolipidos, lo que confirma la existencia de
agregacion inducida por la SP-B. La SP-A induce agregaci6én en todos los casos. En presencia
de las proteinas hidrof6bicas la absorbancia de las muestras es marcadamente superior a la

de las vesiculas de fosfolipidos que no contienen SP-B ni SP-C.
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FIGURA 67. Agregacion de complejos fosfolipido/proteina hidrofébica inducida por la SP-A.

Los fosfolfpidos, con o sin SP-B y SP-C se afiadieron a las cubetas de muestra y referencia en tamp6n
Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 en presencia de NaCl 100 mM. Con intervalos de tiempo de 10 minutos se
afiadié SP-A (cubeta de muestra), calcio (cubetas de muestra y referencia) y EDTA (cubetas de muestra
y referencia). Las concentraciones de fosfolfpidos, SP-A, calcio y EDTA fueron 100 ug/ml, 10 ug/ml
1 mM y 5 mM. La relaci6én fosfolipido/proteina hidrofébica fue 10:1 (en peso).

e

Poulain y colaboradores (1992) han publicado que la SP-A, que no induce fusi6én de
membranas, estimula la capacidad fusogénica de la SP-B en presencia de calcio. De acuerdo
con los resultados publicados por estos autores, seria esperable que la adicién de EDTA no

revirtiera la agregacién de muestras en presencia de SP-A, SP-B y calcio. Sin embargo
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(Figura 67) en presencia de EDTA 10 mM la absorbancia de muestras que tienen SP-A y las
que carecen de esta proteina son semejantes. Por tanto no es probable que la SP-A
incremente la capacidad fusogénica de la SP-B, al menos en nuestras condiciones

experimentales.

La presencia de las proteinas hidrofébicas puede modificar los requisitos y
caracteristicas de la agregacion de vesiculas inducida por la SP-A. La adicién de SP-B o SP-C
podria aiterar las propiedades de la SP-A a través de interacciones proteina-proteina o bien
modificar las propiedades de los lipidos. Hasta el momento no ha aparecido ningtin trabajo
que describa la existencia de interacciones proteina-proteina en el surfactante pulmonar,
aunque se ha descrito que la SP-A mejora la adsorcién de extractos lipidicos del surfactante
que contienen las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C (Hawgood et al 1987, Baatz et al 1990)
y que la SP-A en presencia de calcio aumenta la capacidad fusogénica de la SP-B (Poulain
et al 1992). Asimismo, la formacién de la mielina tubular requiefe la presencia simultinea
de SP-A y SP-B en presencia de fosfolipidos 4cidos y calcio (Suzuki et al 1989, Williams et
al 1991, Poulain et al 1992), aunque para ello no necesariamente tienen que estableceres
interacciones proteina-proteina. Si se ha observado que las proteinas hidrofébicas modifican
las propiedades de los lipidos. Mediante microscopfa electrénica se ha observado que
vesiculas de DPPC/PG de huevo en presencia de SP-B aparecen como discos de membrana
de 50-70 nm, a veces agregados y estructruras multilamelares (Poulain et al 1992). La SP-C
también induce la formacién de discos y fragmentos de membranas sin que se aprecien
estructuras multilamelares, probablemente debido a que la SP-C no induce mezcla del
componente lipidico de membranas (Poulain et al, 1992). Es por tanto posible, que la
agregaci6n inducida por la SP-A se produzca sobre estructuras de membrana distintas de las
vesiculas unilamelares pequefias empleadas en los estudios en ausencia de proteinas
hidrofébicas. No hemos caracterizado los complejos lipido/SP-B y lipido/SP-C empleados en
nuestros ensayos, y las condiciones de preparaci6n de los complejos lipoprotefcos utilizados
por Poulain y colaboradores y las nuestras son diferentes. La principal diferencia consiste en
que las proteinas hidrofébicas se incorporan disueltas en metanol a las vesiculas formadas
previamente. Por tanto, no puede asegurarse que los complejos lipoproteicos de nuestros
ensayos sean semejantes a los descritos por Poulain y colaboradores (1992), pero es bastante
probable que las proteinas hidrofébicas modifiquen sustancialmente la organizacién de los
lipidos. Asf, se ha descrito que la SP-B induce mezcla del componente lipidico de vesiculas
(Oosterlaken-Dijksterhuis et al., 1992; Poulain et al., 1992). La SP-C no induce fusién de
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membranas (Oosterlaken-Dijksterhuis et al, 1992; Poulain et al,, 1992). Tanto la SP-B
(Hawgood et al,, 1987, Revak et al,, 1988) como la SP-C (Warr et al, 1987; Revak et al,,

1988) aumentan la velocidad de adsorci6n de los fosfolipidos a la interfase aire-liquido.

Por tanto, las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C incrementan la capacidad de
agregaci6n de la SP-A. El proceso podria implicar la existencia de interaccciones proteina-

proteina o bien producirse a través de la modificacién de las propiedades de los lipidos.

4.4.10. SUMARIO

Los resultados que se muestran en este apartado muestran que la actividad de
agregacion de vesiculas de fosfolipidos inducida por la SP-A a pH neutro se inhibe en
presencia de EDTA, lo que demustra que el proceso es dependiente de calcio. La agregaci6n
de vesiculas se desencadena a concentraciones de calcio inferiores a 5 pM, y alcanza un valor
méximo para una concentracién de caicio del orden de 0.5 mM. El requerimiento de calcio
de la agregaci6n de vesiculas inducida por la SP-A es diferente al de la autcagregacién de
la proteina, lo que indica que el proceso de agregaci6n lipidica no se produce como
consecuencia de la autoagregacién de la SP-A unida a lipidos. La méxima actividad de

agregacion de vesiculas se alcanza a una relaci6n fosfolipido/SP-A en torno a 10:1-13:1.

La desglicosilacién de la SP-A reduce su actividad de agregacién de vesiculas
(aproximadamente un 25%), sin que se modifique el requerimiento de calcio del proceso.
Sugerimos dos posibles mecanismos a través de los cuales se podria producir la agregacién
de vesiculas inducida por la SP-A: la agregaci6n de vesiculas se produce, segtin esta primera
hipétesis, como consecuencia de la unién de las vesfculas a la SP-A. La naturaleza
oligomérica de la proteina permitiria la unién de més de una vesicula de fosfolipidos a la
SP-A. El tamafio de las vesiculas permitiria la interaccién con éstas de m4s de una molécula
de SP-A. De acuerdo con esta hip6tesis, la desglicosilacién de la SP-A podria alterar la
estructura de la proteina, disminuyendo su capacidad de agregar vesiculas. El segundo modelo
propuesto para la agregacién de vesiculas de fosfolipidos inducida por la SP-A, supone que
simultdneamente a la agregacién producida por interacciones proteina-lipido, se producen
interacciones proteina-proteina, de tipo lectina. La desglicosilacién de la SP-A anula estas

interacciones, disminuyendo la extensi6n del agregado.
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La agregacién de vesiculas de fosfolipidos (DPPC, DMPG y DPPC/DPPG) se reduce
a temperaturas por encima de la temperatura de transicién de fase de las mismas,

probablemente debido a una menor interaccién de la SP-A con las vesiculas en el estado
fluido.

La SP-A agrega vesiculas de fosfolipidos neutros tanto a baja fuerza i6nica como a
fuerza i6nica fisiol6gica. La agregacién de vesiculas dcidas requiere la presencia de NaCl 150
mM. La inhibicién de la agregacién de vesiculas 4cidas a baja fuerza i6nica podria deberse

a la ausencia de interaccién entre la SP-A y las vesiculas en esas condiciones.

La SP-A agrega vesiculas de fosfolipidos a pH 4cido. El prc-aceso es independiente de
calcio, ya que la agregacion no se inhibe en presencia de EDTA 1 mM. A pH 4cido se
produce la agregacién de vesiculas 4cidas a baja fuerza i6nica, probablemente por la
neutralizacién a pH 4.5 de las cargas negativas superficiales de la SP-A que impedian la
interaccién de las vesiculas 4cidas con la SP-A a pH neutro. Ademds la agregacién de
vesiculas a pH 4cido y pH neutro son cualitativamente distintas. A pH 7.4 la extensién de
la agregaci6n es semejante para vesiculas neutras y vesiculas 4cidas. A pH 4.5 se reduce la
magnitud de la agregacién de vesiculas de DPPC y se incrementa la extensi6én de la
agregacién de vesiculas de DPPC/DPPG. Los resultados podrian deberse o bien a la
anulacién de las interacciones lectina-lectina a pH 4cido, como consecuencia de la ausencia
de unién de los aziicares al sitio de unién de carbohidratos de la SP-A a pH 4cido, o por
una menor afinidad de la SP-A por los fosfolipidos a pH 4cido. El incremento de la
agregacion de vesiculas dcidas a pH 4cido podria deberse a atraccién electrostdtica entre
zonas de la protefna cargadas positivamente y las cargas negativas de las vesiculas. La
presencia de fosfolipidos 4cidos podria ser necesaria en los cuerpos lamelares, a pH 4cido,

y entre otras razones, podria explicar su abundancia en el surfactante.

Las proteinas hidrofébicas incrementan la actividad de agregacién de vesiculas
inducida por la SP-A. El proceso podria deberse a la alteracién de las propiedades de los
fosfolipidos o bien a la existencia de interaccién entre la SP-A y las proteinas hidrofébicas.
En contraste con los resultados publicados por otros autores, en nuestras condiciones

experimentales, la SP-A no parece incrementar la actividad fusogénica de la SP-B.
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1)

2)

Se han determinado algunas caracterfsticas estructurales de la SP-A de cerdo y
humana, tales como composicién de amino4cidos, movilidad electroforética y
estructura secundaria. Las caracteristicas estructurales de la SP-A humana han sido
publicadas anteriormente por otros autores. Sin embargo, no hay datos en la
bibliografia sobre las caracteristicas estructurales de la SP-A porcina. En esta
memoria se demustra que la SP-A tiene caracteristicas estructurales similares a la SP-

A humana y que los datos obtenidos son similares a los publicados por otros autores.

Hasta €l momento no hay datos de las caracteristicas fluorescentes de la SP-A en
ninguna especie. En esta memoria se recogen los espectros de emisién de fluorescen-
cia de la SP-A porcina y humana. Dichos espectros se caracterizan por presentar dos
méximos de emisién a 326 y 337 nm, tanto excitando a 275 como a 295 nm, lo que
indica heterogeneidad en la emisién de los residuos de triptéfano de la SP-A. La
emisién de fluorescencia a esas longitudes de onda revela que los residuos de

triptéfano de la SP-A se encuentran parcialmente enterrados en la matriz proteica.

El segundo bloque de estudios realizados se han centrado en el estudiar el efecto del
medio i6nico (calcio, fuerza i6nica y pH 4cido) en la estructura de la SP-A. La SP-A
sufre un cambio conformacional como consecuencia de la unién de calcio, en
concentraciones del orden micromolar. Este cambio conformacional se manifiesta
mediante espectroscopia de fluorescencia (incremento de la intensidad de emisién de
fluorescencia, desplazamiento hacia el azul de los maiximos de emisién y mayor
proteccién frente al apagamiento por acrilamida) y susceptibilidad a la hidrélisis por
tripsina (menor proteccién frente a la hidrélisis). La unién de calcio a concentracio-
nes superiores a 0.5 mMra la SP-A o el NaCl, en presencia de calcio micromolar,
inducen autoagregacién de la SP-A. La desglicosilacién de la SP-A o la presencia de
manano no reducen la autoagregacién de la proteina. La autoagregacién de la SP-A
provoca cambios en la estructura de la proteina que se manifiestan mediante
espectroscopia de fluorescencia (disminucién de la intensidad de emisién de
fluorescencia, menor proteccién frente al apagamiento por acrilamida y cambio del

tipo de representacién de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia por
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acrilamida), dicrofsmo circular (disminucién de la banda de elipticidad negativa a 205
nm) y susceptibilidad a la hidrélisis por tripsina (menor proteccién frente a la
hidrélisis).

La SP-A autoagrega a pH 4cido. El proceso es independiente de calcio. La
autoagregacién de la SP-A a pH 4cido induce cambios estructurales en la SP-A que
se manifiestan mediante espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular. Los
cambios observados en la estructura de la SP-A como consecuencia de la autoagrega-
cién de la proteina a pH 4cido son cualitativamente idénticos a los que se producen
en la forma agregada (inducida por calcio milimolar o fuerza i6nica) de la SP-A a pH

neutro.

Hasta el momento no se ha estudiado el efecto que tienen los lipidos sobre la
estructura de la SP-A. Este ha sido el objetivo del tercer bloque de estudios
realizados. La interaccién de la SP-A humana y porcina con los fosfolipidos induce
un cambio conformacional en la proteina que modifica sus propiedades fluorescentes
(incremento de la intensidad de emisi6én de fluorescencia, mayor proteccién frente
al apagamiento por acrilamida y cambio del tipo de representacién de Stern-Volmer
del apagamiento de la fluorescencia por acrilamida) y el espectro de dicroismo
circular (disminucién de la banda de elipticidad negativa a 205 nm). Los efectos de
distintas clases de fosfolipidos sobre la estructura de la SP-A son cualitativamente
idénticos, pero cuantitativamente distintos: los cambios observados en la fluorescencia
intrinseca de la SP-A porcina y humana son mayores en presencia de vesiculas de
DPPC que en presencia de DPPG, DPPC/DPPG y 1-palmitoil-LPC. No se produce
ningln efecto con vesiculas de PC de huevo. Asimismo, los fluoréforos de la SP-A
de cerdo estdn mds protegidos frente al apagamiento por acrilamida en presencia de
vesiculas de DPPC que en presencia de DPPG o LPC. En el caso de la SP-A humana
s6lo se observa proteccién de los tript6fanos frente al apagamiento por acrilamida

tras la interaccién con vesiculas de DPPC.

La presencia de fuerza iénica fisiol6gica es imprescindible para la interacci6n de la
SP-A con vesiculas cargadas negativamente. A baja fuerza i6nica se reduce la

interaccién de vesiculas de DPPC con la SP-A.
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El incremento observado en la emisién de fluorescencia de la SP-A en presencia de
vesiculas de DPPC es mayor cuando las vesiculas se encuentran en estado gel que

cuando estdn en el estado liquido-cristalino.

El dltimo bloque de estudios se han centrado en el efecto de la SP-A sobre los lipi
dos, en concreto la agregacién de vesiculas de fosfolipidos inducida por la SP-A. Se
han estudiado los parémetros que gobiernan el proceso. La agregacién de vesiculas
es dependiente de calcio. El proceso se produce a concentraciones de calcio del orden
de 5 pM. La agregacién médxima se alcanza en presencia de calcio 0.5 mM. El
requerimiento de calcio es distinto al de la autoagregacién de la proteina, lo que
indica que la agregaci6n de vesiculas de fosfolipidos no se produce como consecuen-
cia de la autoagregacién de la proteina. La méxima actividad de agregaci6n se
alcanza a una relaci6n lipido/SP-A en torno a 10:1-13:1. La presencia de las cadenas
oligosacdridas de la SP-A es importante para la méxima actividad de agregaci6n de
la proteina. La desglicosilaci6n de la SP-A reduce un 25% su actividad de agregacién
de vesiculas. El requerimiento de calcio para la proteina desglicosilada es idéntico al
de la SP-A control. La agregaci6n de vesiculas de fosfolipidos es mayor cuando las
vesiculas se encuentran en el estado gel que cuando estdn en el estado liquido-

cristalino.

La SP-A agrega vesiculas de fosfolipidos neutros tanto a baja fuerza i6nica como

fuerza i6nica fisiol6gica. La agregacién de vesiculas 4cidas requiere la presencia de
NaCl 150 mM.

La SP-A agrega vesiculas de fosfolipidos a pH 4cido. El proceso es independiente de
calcio. A pH écido disminuye la extensién de la agregacion de vesiculas neutras y

aumenta la extensién de la agregacién de vesiculas dcidas.

Las proteinas hidrofébicas incrementan la actividad de agregacién de vesiculas

inducida por la SP-A,
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