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1.1. LOCALIZACION DEL SURFACTANTE PULMONAR. ASPECTOS

HISTOFISIOLOGICOS DE LA UNIDAD ALVEOLO-CAPILAR

Para mantener sus procesosmetabólicos, los animales superiores requierenoxígeno

molecular.El aparatorespiratorioseencargade la captaciónde oxígenoy la eliminación

de anhídridocarbónico,quesontransportadoshaciay desdelos tejidosdel organismopor

el sistemacirculatorio.

Los órganosencargadosdelintercambiogaseososonlos pulmones.Cadapulmónse

organizasiguiendoun sistemade víasaéreasque seorigina porbifurcación de la tráquea.

Estaseramificaprogresivamenteoriginandoconductosdeun calibrecadavezmenor,hasta

los bronquiolos respiratorios,que terminan en unas pequeñascavidades:los alveolos

pulmonares.Estossonlos únicospuntosdondeseproduceel intercambiogaseoso.Parala

eficacia de esteprocesose exponeuna gran superficie en contactocon la atmósfera.El

pulmónhumanoposee300 millones de alveolosquedancuentade una superficietotal de

140 m2 (Gehr et al., 1978).Además,la organizaciónanatómicade los alveolosdebeestar

adaptadaal establecimientode un Intimo contactoentrela luz alveolary los capilares.Por

ello, labarreraalveolo-capilarconstituyeunafina membranaquepermitela rápidadifusión

de los gases,al mismo tiempo que impide la liberación de agua y solutos hacia la luz

alveolar. Estáconstituidapor tres capas:una epitelial; una intersticial, intermedia,y una

internaendotelial(Figura 1).

El lado endotellalde la barreraalveolo-capilarestáconstituidopor un endoteio

capilar,estructuraly funcionalmenteidéntico alendoteliovasculardelrestodelorganismo.

La capaintersticialestáformadaen el 50% dela superficiealveolarporuna simple

lámina basalde tipo fibroso, situadaentrelos neumocitostipo 1 y las célulasendoteliales

de los capilares(Burri, 1985).En estazonaseproduceel intercambiogaseoso.En el resto

del alveolo, la capaintersticial estámásengrosada,especialmenteen los septos.En estas

zonas,la capaintersticial se componede un tejido conectivofibroso compuestopor una

matriz de fibras elásticasy de colágeno,fibronectinay proteoglicanos.Existencélulasde
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FIGURA 1. Seccióntransversal de un alveolo.

origen mesenquimático(fibroblastos, miofibroblastosy pericitos), células inmunitarias

(linfocitos T) e inflamatorias(macrófagosintersticialesy células de Langerhans).(Para

revisiónver Weibel y Crystal, 1991).

El ladoepitelialde la barreraestáformadopordostipos celulares,los neumocitos

tipo 1 y los neumodtostipo II, queestánrecubiertosporunacapaacuosaquecontieneuna

sustanciade naturalezaliproteica, denominadasurfactantepulmonar.La funciónprincipal

del surfactantepulmonar es reducir la tensión superficial del liquido que recubrela

superficie alveolar cuandose reduceel áreadel alveolo durantela espiración.Si este

complejolipoproteico, capazde modificar la tensiónsuperficial,no estuviesepresentese

desarrollarían,segúnla ley deLaplaceP= 2T/r querelacionala presiónde aperturade las

cámaras(P) con la tensiónsuperficial(T) y el radiodelalveolo(r), considerablesdiferencias

Interstic¡o
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de presiónentrealveolos de distinto tamaño, lo que conduciría al colapso de los más

pequeñosdurantela espiración.

Paradesempeñarsu función el surfactantese disponecomo una monocapaen la

interfaseaire-liquido.Cuando,duranteel ciclo respiratorio,disminuyeel áreadel alveolo,

aumentala concentraciónde esteagentetensoactivoen la interfase,alcanzandovalores

mínimosde tensiónsuperficiale impidiendoque el alveolocolapse.

Con respectoa los dostipos decélulas epiteliales,los neumocitostipo 1 soncélulas

planas,con núcleopequeñoy extensionescitoplasmáticasde grantamaño.Cubrenentreun

90 y un 95% de la superficiealveolar,a pesarde quesólo sonel 7%de las célulasdel septo

alveolar.Su misión esfacilitar el intercambiogaseoso,reduciendola distanciaentrela luz

alveolary los capilares.En su interior presentanpocasmitocondrias,algunascisternasdel

retículo endoplasmáticocon ribosomasy escasoaparatode Golgi. Se puedenobservar

vesículas pinocíticas que pueden transportarpequeñascantidades de albúmina e

inmunoglobulinashacia el espacioalveolar. Los neumocitostipo 1 son células totalmente

diferenciadasquehanperdidola capacidadde dividirse (Schneeberger,1991).

Los neumocitostipo II son célulascúbicasque se localizan en las unionesde los

septosalveolares.Constituyenel 15% delas célulasdel septoalveolar,perono cubrenmás

del 10%de la superficiealveolar.Son célulasmetabdlicamentemuy activas.El rasgomás

característicode estascélulas es la presenciade los cuerposlanielares.Estos orgánulos

constituyenel almacénintracelulardel surfactantepulmonar.Contienenmúltiplesbicapas

de fosfolípidos rodeadasde una membranalimitante. Los cuerposlamelarescontiene

protemasespecificasdel surfactante.Aunquela funciónprincipal de los neumocitostipo II

es la síntesis y secreción del surfactantepulmonar, estas células intervienen en el

metabolismode agentesxenobióticos,en la regulacióndel equilibrio hídricotransepitelial

y enel mantenimientodel epitelio alveolar,por su capacidaddeproliferar y diferenciarse

en neumocitostipo 1 cuandoestascélulas se ven afectadaspor cualquiertipo de lesión

pulmonar.(Pararevisión,ver Masony Williams, 1991).

Los neumocitostipo II sintetizany secretana la luz alveolarel surfactantepulmonar.

El ciclo biológico de estecomplejolipoproteico (Figura 2) se inicia con la síntesisde sus

componentesen el retículoendoplasmáticode estascélulas.Algunosde estoscomponentes

seprocesan,posiblementeen el aparatode Golgi, y posteriormentesealmacenanen los
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cuerposlamelaresen formadebicapaslipídicasaltamenteempaquetadasy rodeadasde una

membranalimitante.El contenidodelos cuernoslamelaressesecretaporexocitosisa la luz

alveolar, dondesufreunaseriede modificacionesquealteransuspropiedadesbioquímicas

y morfológicas.En unaprimera etapa,el contenidode los cuerposlamelaresrecién

FIGURA 2. Ciclo metabólicodelsurfactantepulmonar.

a) Síntesisen el retículo endoplasmático.b) Formaciónde los cuerposlamelares.c) Secreción.d)
Formaciónde la mielina tubular,e) Formaciónde la monocapaenla interfaseaire-líquidoalveolar.O
Recaptura.(cl) Cuerposlamelares.(cm) cuerposmultivesiculares.(g) Aparato deGolgi.

secretadosadquiere una estructuracaracterísticadel surfactante: la mielina tubular.

Mediantemicroscopiaelectrónicaseha identificadoalamielina tubularcomo una red de

Mor’ocapa de DPPC

Tipo 1

LUZ
A LV E QL A A

Macrófago

INTERSTICIO

LUZ
CAPILAR

Tipo II

Mie~na Tubular

ÁCIdOS grasos
Glucosa
Colina
rostato
Etc.
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túbulosdeseccionescuadradasconstituidosporbicapaslipídicas(Williams, 1977, 1978).Esta

formaextracelularpareceserprecursoradela monocapaquesedisponeenla interfaseaire-

liquido, responsablede las propiedadestensoactivasdel complejo. Esta monocapaestá

enriquecidaendipalmitoilfosfatidilcolina(DPPC)medianteun procesodeinserciónselectiva

y/o exclusiónselectivadeotroscomponentesdurantela contraccióny expansióndel alveolo

debidaal ciclo respiratorio.Tambiénseobservanen el alveolovesículasuni y multilamela-

res.La eliminacióndel surfactantede la luz alveolarseproducemediantefagocitosispor los

macrófagosalveolareso bienporendocitosispor los neumocitostipo II.

En elespacioalveolarexistenmacrófagosalveolares.Sonlas célulasno parenquimá-

ticasmásabundantesdelpulmón.Realizanunafunciónclaveen la defensaalveolara través

de su capacidaddeeliminar partículasextrañasy microorganismos.Asimismo, funcionan

como células accesoriasen la respuestainmune. Derivande monocitosque salende los

capilares,entranen el intersticio, dondesemultiplican, y finalmente migran hacia la luz

alveolar(Crystal, 1991).

1.2. COMPOSICIONDEL SURFACTANTEPULMONAR

Bajo la denominaciónde surfactantepulmonarseincluye una fracción intracelular

constituidapor los cuerposlamelaresy una fracción extracelularque sepuederecuperar

mediantelavado broncoalveolar.Esta última es heterogénea.Mediante centrifugación

diferencial(Thet et al., 1979; Magoonet al., 1983; Baritussioet al., 1984) o en gradientede

densidad(Grossy Narine, 1989) serecuperanvesículasfosfolipídicas, mielina tubular y

cuernoslamelaresreciénsecretados.Los resultadosobtenidosindicanquetodasellastienen

una composiciónlipídica semejante(Magoon, 1983) y se diferencianen la composición

proteica(Wright et al., 1984).

Los estudiosde composiciónsehan realizadoutilizadocomo material departidaa)

lavadosbroncoalveolares,b) cuerposlamelaresaisladosa partir de homogeneizadosde

pulmón, c) material secretadopor el pulmón fetal al liquido amniótico y d) material

secretadoporneumocitostipo II al mediode cultivo.
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1.2.1.COMPOSICION LIPIDICA

El 90% del pesodel surfactantepulmonarestáconstituidopor lípidos (Whitsett,

1991; Wright y Clements,1987).De ellos másdel 80% son fosfolipidos (Jobee Ikegami,

1987;Bambang-Oetomoet al., 1988),y especialmentefosfatidilcolina (PC), que constituye

aproximadamenteun 80% de los mismos(Tabla 1). (Wrighty Clements,1987).La mayor

parte de estefosfolípido es DPPC, de maneraque estaespeciemolecular disaturada

constituyeentreun 40 y un 45%delpesodelsurfactante.(Schlameet al., 1988; Casalset al.,

1990;VanGoldey Casals,1991).Las PCsinsaturadasconstituyenaproximadamenteel 25%

de los fosfolípidosdel surfactante.Son principalmenteformasmonoenoicasen las que en

las posicionessn-1y sn-2aparecenen mayormedidalos ácidospalmíticoy oleico (Schlame

et aL, 1988).

El fosfatidilglicerol (PO) apareceen un porcentaje elevado de los fosfolípidos del

surfactante,aproximadamenteen un 10%(King, 1984).Estaclasede fosfolípidosesescasa

en las membranasbiológicas.Usualmenteapareceen cantidadesinferioresal 2% (White,

1973).En algunasespeciescomomonoRhesus(Egbertset al., 1987),poUo (Hylka y Doneen,

1982), tortuga (Lau y Keough,1981)o sapo(Goñi et al., 1981)seencuentraen cantidades

muy pequeñaso prácticamenteausentes.En estos animales el surfactantepulmonar

contieneuna cantidadequivalentede fosfatidilinositol (PI). La administraciónde inositol

a conejoscausauna elevaciónen el contenidode PI, acompañadacon una disminución

paralelaen el contenidodePO sin que estavariaciónproduzcaningunaalteraciónen la

funcióndel surfactante(Beppuet al., 1983).Ambosfosfolípidossonácidos,lo queindicaría

que,o bienla presenciadecargasnegativas,o la existenciade gruposhidroxilo, podríanser

requerimientosestructuralespara el establecimientode interaccionesmolecularesen el

surfactante.

Las otras clasesde fosfolípidos se encuentranen proporcionesmenores.Así la

fosfatidiletanolamina(PE)constituyeel3% de los fosfolípidosdel surfactanteextracelular.

La proporciónesalgomayoren los cuerposlamelares,probablementecomo consecuencia

de la existenciade unamembranalimitanteen estosorgánulos(Van Qoldey Casals,1991).

La fosfatidilserina(PS)y la esfingomielina(SM) constituyenaproximadamente.el 3 y el 4%

delos fosfolipidosdelsurfactante,respectivamente.Otrosfosfolípidoscomolisofosfolípidos

y alquilacil y alquenilacil fosfolípidos,se encuentranen un porcentajemenor.Los lípidos

neutroscomo colesteroly ácidopalmítico constituyenun 10% de la masadel surfactante.
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Otros lípidos neutros como diglicéridos y triglicéridos se encuentran en muy baja

proporción.

TABLA 1:COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DEL SURPACTANTE EXTRACELULARAIS-

LADO DE DISTINTAS ESPECIES DE MAMIFEROS

% DE FOSFOLIPIDOSTOTALES

LíPIDO CERDO CONEJOb GATO’ HOMBRE’ MONOd PERRO’ RATA’

-PO

PB

SM

PS

otros

79 86.1 . ~. 86.3 80.5 83.2 18 82

3 4.6 2.1 9.1 1.4 5 9

8 2.9 3.2 2.3 2.1 9 t 3

3 0:4 842 8.12 13 4 2

41 •4~51 10.3 2 44

A1.8 1

3 1.5 . 5

PC,fosfatidilcolina;PO fosfatidilglicerol;PB, fosfatidiletanolamina;

fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina.

SM, esfingomielina;PI,

1 p~ + Ps, SM + PI + Ps + otros, Ps + otros, PI + PS + otros.

Harwoody Richards,1985. b Casalset al., 1990. ‘Shelleyet al., 1984. d Egberts

Schlameet al., 1988.
et al., 1987.

1.2.2.COMPOSICION PROTEICA

Elcontenidoproteicodelsurfactantepulmonarvaríaconsiderablemente,dependien-

do del procedimientode aislamientoempleado.Las proteínascomponenun 10%dela masa

del surfactantequeserecuperaen el lavadobroncoalveolar.Deellas,lamitadaproximada-

mentesonproteínasdel plasma.Incluyenprincipalmentealbúminae inmunoglobulinas.El

resto,correspondea proteínasespecíficasdel surfactantepulmonar,quesehanclasificado

en dosgrupos,basándoseen su solubilidad en disolventesacuosos:
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Hidrofílicas. DenominadasSP-A y SP-D de acuerdocon el criterio establecido

por Possmayer(1988). La SP-A constituyeentreun 3 y un 4% de la masadel

surfactante(Hawgood,1991).No seconocedeun mododefinitivo la cantidaddeSP-

D presenteen el surfactante.Kuroki y colaboradores(1991 a) muestranque la

cantidadde SP-D en lavadosbroncoalveolaresde rataesun 12%de la cantidadde

SP-A en las mismasmuestras.De acuerdocon estosresultados,esprobablequela

cantidadde SP-D en el surfactantesea inferior al 0.5%. La SP-A y la SP-D son

proteínasque, por presentaruna región semejanteal colágenoy otra región

homóloga a las lectinasde tipo C se han incluido en una familia de proteínas

denominadascolectinas(Drickameret al., 1986).

Hidrofóbicas.DenominadasSP-B y SP-C, de acuerdocon el mismo criterio. Son

insolublesen disolventesacuososy seextraencon los lípidos del surfactanteen la

fase orgánica. Son proteínaspequeñasque procedende precursoresde mayor

tamaño.Seha estimadoqueconstituyenaproximadamenteun 1-2% de la masadel

surfactante.

1.3. CARACTERíSTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE

LAS PROTEíNAS DEL SURFACTANTE PULMONAR

13.1.PROTEíNAS HIDROFILICAS

13.1.1.Colectinas.Características generales

Las colectinassonun grupodeproteínasrelacionadasestructuraly funcionalmente.

Se caracterizanporque presentanuna región N-terminal de secuenciay estructura

secundariasemejanteal colágeno y una región C-terminal con actividad tipo lectina o

asociadaal sistemade complemento.Estafamilia incluyea las proteínasdel surfactanteSP-

A y SP-D, a las proteínasdel sueroque unenmanosa(MBP), la conglutininabovina y el

factor decomplementoClq. En éstaúltima, el dominio C terminalcontieneuna región de

unión deinmunoglobulinas.En todaslas demásproteínas,estaregión unecarbohidratosen

un procesodependientede calcio, de acuerdocon su homologíacon las lectinasde tipo C.
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Recientementese ha aislado y caracterizadouna lectina presenteen el suero bovino,

denominadaCL-43, quepodríatambiénpertenecera estafamilia (Holmskov et al., 1993).

Todasellasson proteínasoligoméricas.Las subunidadesseensamblanmediantela

asociaciónde trescadenaspolipeptídicasa travésdesusregionesN-terminalesparaformar

una triple hélice de colágeno.En la SP-A, Clq, MBP y conglutinina la triple hélice de

colágenopresentaun acodamientopor la interrupciónde la repeticióndela secuenciaOly-

X-Y. Las regionesno colagénicasadoptanuna estructuraglobular.En el casode la SP-A,

6 triples hélicesde colágenoseasocianparaformaruna estructurapeculiarqueseasemeja

a un ramode flores (Vosset al., 1988;Thiel y Reid, 1989;Sastryy Ezekowitz,1993), en el

quelas cabezasglobularesasemejaríanlas floresy las regionescolagénicaslos tallos (Figura

3). La conglutininay probablementela SP-D adoptanuna estructuracon forma de cruz

(Thiel y Reid, 1989; Sastryy Ezekowitz, 1993).Cuatrotriples hélicesde colágenoseunen

por susregionesN-terminalmientrasque los dominiosC-terminalessealejanpara formar

los brazos(Figura 3).

Al menoscuatrocolectinas,Clq, MBP, SP-Ay conglutinina,seunena un mismotipo

de receptordemembranaplasmática(Malhotraet al., 1990),una glicoproteinade 56 kDa

(Malhotra y Sim, 1989). No se ha estudiadohastael momentola unión de la SP-D

(Malhotraet al., 1993).

Estereceptorseha aisladodenumerosostiposcelulares,incluyendolinfocitos

de amígdalahumana,una línea celular de monocitos (Malhotra y Sim, 1989), células

endoteialesy plaquetas(Peerschkeet al., 1993) y de una línea de neumocitostipo II

(Malbotraet al., 1992).

La unión de Clq, SP-A, conglutininay MBP al receptorseproducea travésde

la región de colágeno(Malhotraet al., 1993). Estosautoressugierenquela región donde

seproduceel acodamientode la triple hélice de colágeno,una zonacon abundanciade

residuoscargados,podríaser la región implicadaen la unión de las colectinasal receptor

de colectinas,ya que al incrementarsela fuerzaiónica del medio se inhibe el procesode

unión de las proteínasal receptor.

SP-A, SP-D, MBP y conglutininaparticipanen la defensano inmunitaria frentea

agentespatógenos(Sastryy Ezekowitz,1993).Las colectinasactuaríancomopuentesentre

los agentesinfecciososy las célulasfagocíticas.A travésdel dominio de reconocimientode
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carbohidratosseunena las bacteriaso virus y a travésdel dominio colagénicoal receptor

de las célulasfagocíticas(Haurumet al., 1993;Sastryy Ezekowitz, 1993; Haagsmanet al.,

1994).

<c)

(b)

l3rim l3nm

A

4Snn,

o

Yc~zcX~

u

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

SP-A y Clq sonproteínashexaméricasconstituidaspor seis triples hélices de
colágenounidasa un dominioglobular.Ambasconstande 18 subunidades.MBP
tiene una estructurasimilar, pero cuandose aisla apareceuna poblaciónmás
heterogénea,constituidapor trímerosprincipalmente,tetrámerosy hexámeros.
La conglutinina es una proteínade mayor tamaño, formada por cuatro
protómeros,cadaunade ellos con unaregióncolagénicay otraglobular.Toma-
do de Sastryy Ezekowitz, 1993.
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13.11. SP-A

1.3.1.2.1. Estructurade la SP-A

El estudiodela estructuraprimariade la SP-A ponedemanifiestola presenciade

dos dominios estructuralmentediferentesen cadasubunidadde la SP-A: un dominio N-

terminal, de secuenciay estructurasemejanteal colágeno,y un dominio C-terminal con

actividad de tipo lectina. La masa molecular de cada subunidad de la SP-A se ha

determinadomedianteelectroforesisen gelesde poliacrilamidaen presenciade SDS y en

condicionesreductoras.Se obtienenvaloresque oscilan entre26 y 38 kDa, con puntos

isoeléctricosentre4.5 y 5.0. Esta heterogeneidadderiva principalmentedel grado de

gjicosilación de la SP-A. La SP-A está glicosilada en la región C-terminal. Mediante

microscopiaelectrónicase observaque la forma nativa de la SP-A tiene una compleja

estructurahexaméricacon6 dominiosglobularesconectadosa un tallo común(Vosset al.,

1988). Estacomplejaestructurapareceestarcompuestapor 18 subunidades(Vosset al.,

1988; King et al., 1989). En un primer pasodel proceso de ensamblajede la SP-A 3

subunidadesseunenparaformarunaunidadquevamosa denominarprotómero,mediante

la formación de una triple hélice de colágeno estabilizada por puentes disulfuro

intercatenarios(Hasset al., 1991). Pareceser que el dominio globular de cadasubunidad

podría funcionar como un sitio de nucleaciónpara la formación de la triple hélice en

analogíacon otros colágenos(Spissingeret al., 1991). En un último paso, la estructura

hexaméricade la SP-A seformaríaporagregaciónlateralde las regionescolagénicasde 6

protómeros(Figura4) de formasemejantea como ocurrecon otrascolectinas.

Los dominios estructuralesde cadasubunidadde SP-A presentanlas siguientes

características(Figura 4):

N-terminal. Incluyeun péptidoseñalde 20 aminoácidos,queseelimina enlas etapas

inicialesdelprocesamientode la proteína.Existeunacisteinaen estaregiónen todas

las especiesestudiadasque es esencialpara la formación de puentesdisulfuro

intermoleculares(Benson et al., 1985), importantesen el alineamiento de las

cadenas,y necesariospara la oligomerizaciónde la proteínamadura.En la mayor

partede las especiesestospuentesdisulfuro sonlos únicosenlacescovalentesentre

las subunidadesde la SP-A. Sin embargo,en la proteína humanaexisten otras
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cisteínasen posiciones67 y 85 que podríanformar puentesdisulfuro (Hawgoody

Schiffer, 1991). En estaregión existe un posiblesitio de glicosilación en algunas

especiescomoperro (Bensonet al., 1985)y rata(Sanoet al., 1987 c). Sinembargo,

no existeen la proteínahumana(White et al., 1985) o conejo(Hawgood,1989).La

región N-terminal de la proteína de rata se acetila “in vitro” en cultivos de

neumocitostipo II (Weaveret al., 1986).No se sabesi estamodificación ocurre

también“in vivo”. La modificación no seha detectadoen SP-A de perro (Weaver

et al., 1986).

Reilión semejanteal colá2eno.Seextiendeentrelos aminoácidos8 y 80. Constade

la repeticiónde 213 tripletesQly-X-Y. La posiciónY estáocupadaporprolina en 13

delos 23 tripletes.Entodos,estámodificadapost-traduccionalmenteahidroxiprolina

(Hawgood, 1989).Estaregión seorganizaestructuralmentecomo una triple hélice

de colágeno.Los espectrosde dicroísmocircular de la SP-A muestranuna banda

negativaa 205 nm (Vosset al., 1988; King et al., 1989; Haagsmanet al., .1990),que

desaparecedespuésdel tratamientocon colagenasabacteriana(Vosset al., 1988;

King et al., 1989).Asimismo, el tratamientode la SP-A con tripsina produceun

fragmento resistentea la digestión por estaenzima proteolíticaque, cuandose

analizamediantedicroísmocircular, presentaun espectrotípico de colágeno(King

et al., 1989).Mediantemicroscopiaelectrónicade SP-A purificadaseobservauna

estrechaasociaciónlateralen la mitad N-terminalde la zonacolagénicade manera

que las 6 triples hélicesde colágenoseasocianen la forma madura

de la proteína (Voss et al., 1988). La repetición de la secuenciaGly-X-Y se

interrumpedespuésdel triplete 13 en la SP-A humana.Mediante microscopia

electrónica se visualiza que esta interrupción provoca un acodamientoen la

direcciónde las triples hélices de colágenode maneraqueya no existeasociación

lateralentreellas (Vosset al., 1988).

Dominio globular. Estáformado por los últimos 148 aminoácidos,en el extremo

C-terminalde la proteína.Incluye un dominiode reconocimientode carbohidratos,

constituidoporlos últimos 130aminoácidos,homólogoconel de otrasproteínasque

unenaazúcaresen presenciadecalcio (lectinastipo C) (Drickameret al., 1986).En

todas estas proteínas,este dominio de reconocimientode carbohidratosse

caracterizaporla presenciade 18 residuosinvariables,entreellos 4 cisteínas.En la

SP-A la cisteinade la posición135 seunemediantepuentedisulfuroa la deposición

226. Igualmenteocurreconlas de posiciones204y 218 ( Haagsmanet al., 1989;Ross
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et al., 1991). Estaregióndela SP-A estáglicosiladaen la asparaginade la posición

198 (Hawgood, 1989).Los azúcares unidos en estaposición a la SP-A de rata se

sulfatan en cultivos de neumocitostipo II (Weaveret al., 1987).La incorporación de

restos de ácido siálico también contribuye a la heterogeneidadde cargas de la

proteína(Hawgoody Schiffer, 1991).

SP-A
Dominio botinaDominio Colagéilco Unión a I$pidos?

Pueites disulfuro Acodamieoto Pueites dísUfu,o intramo¡.cularn
intermoleculares

Mr 36000

Mr 660000

(6x318 subunidades>

Sitio de glicosilación

226 u

COOH

— 20 r~ m

FIGURA 4. Dominios estructurales de la SP-A y ensamblajede los monómerospara
fomar la estructura oligoniérica de la proteína nativa.

Ensamblaje
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13.122.Propiedadesde la SP-A

A) Unión de azúcares

La SP-Auneazúcaresen un procesodependientede calcio(Haagsmanet al., 1987).

La unión requiereel mantenimientode la integridadestructuralde la proteína,ya que la

reduccióny alquilación de la SP-A, la desnaturalizacióntérmicade la triple hélice de

colágenoy el tratamientocon colagenasabacterianaanulanla capacidadde unión de la SP-

A a azúcaresinmovilizadossobreagarosa(Haagsmanet al., 1987).

La selectividadde la unión de distintosazúcaresa la SP-A seha estudiadomidiendo

la inhibición por distintosazúcaresde la unión de SP-A a mananoinmovilizado. La SP-A

unidaal mananosevaloramediantetécnicasinmunológicas,utilizando anticuerposanti-SP-

A. La SP-A une selectivamenteN-acetil-manosamina>L-fucosa,maltosa>D-glucosa>D-

manosa(Haurumet al., 1993).Otrascolectinascomola conglutininao MBP en las mismas

condicionesmuestranmayor afinidad por N-acetil-glucosamina,azúcarque no~inhibe la

unión de la SP-A a manano(Haurumet al., 1993).

La unión de los azúcaresa la SP-A dependede calcio. No se produceunión a

concentracionesdecalcio inferioresa 10 MM. La uniónóptimaseproducea concentraciones

de calcio en el rango 0.1-1 mM (Haurum et al., 1993). En presenciade otros cationes

divalentes,como estroncio,y en menor medida bario y manganeso,tambiéns¿produce

unión de azúcaresa la SP-A (Haagsmanet al., 1987).

B) Unión a lípidos

Una de las propiedadesmás importantesde la SP-A es su capacidadde unir

fosfolípidos.La SP-A secoaíslacon los lípidosdel surfactante,encontrándosepor tanto,en

el alveolo asociadacon ellos (King y McBeth, 1979; 1981).

Los ensayosde unión de la SP-A a vesículasde fosfolípidossehan realizadocon ‘9-

SP-Ay/o liposomasmarcadoscon ‘4C. Los datos de los quesedisponeactualmentesobre

la interacciónde la SP-A con los fosfolípidosson los siguientes:
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- Mediantetécnicasde centrifugaciónen gradientededensidadseha demostrado

que la SP-A se une en mayor medida a vesículasmixtas de DPPC con

fosfatidilglicerol. La máxima unión seproducecon vesículasde DPPC/DPPG

(85:15, en peso)(King et al., 1983). Sin embargo,medianteexperimentosde

interacciónde ‘9-SP-A con fosfolípidos inmovilizadossobreplacasdesiicagel,

Kuroki y Akino (1991) observaronuna interacciónespecíficade la SP-A con

DPPC y SM. U SP-A no seunía a DPPGen las mismascondiciones.Ambos

estudiosserealizaronen presenciade calcio.

- Mediantetécnicasdesedimentaciónseha demostradoquela unión de la SP-A

a fosfolípidos es mayor a temperaturaspor debajo de la temperaturade

transiciónde fasede los fosfolípidoscorrespondientes(King et al., 1986).

- La unión de la SP-A a los lípidosrequiereel mantenimientode la integridad

estructuralde la proteína.El tratamientocon colagenasabacterianá(Kuroki y

Akino, 1991; Rosset al., 1991) o la reduccióny alquilaciónde la proteína(Ross

et al., 1991)anulala capacidadde la SP-A de unirsea fosfolípidos.

No seconocela región de la moléculaqueinteraccionacon los fosfolípidos,aunque

Rossy colaboradores(1986) sugierenque la región de unión entreel dominio colagénico

y el dominio de reconocimientode carbohidratos,una zonacon abundanciade residuos

hidrofóbicosqueseajustaal modelode una héliceanfipática,podríaserla zonaimplicada.

En cuantoal efectode la SP-A sobrelos fosfolipidos,los datosde los quesedipone

sonlos siguientes:

- Mediantetécnicasde espectroscopiainfrarroja seha demostradoque la SP-A

no modifica sustancialmenteel perfil de transición de fase de vesículasde

DPPC/DPPG(85:15,en peso)cuandoseutiliza una relaciónlípido/SP-A (1:1,

en peso).A una relación(1:2, en peso)incrementala temperaturadetransición

de fase sin afectar a la cooperatividaddel proceso,lo que sugiere que la

interacción entre la SP-A y los fosfolípidos ocurre, probablemente,por

interaccioneselectrostáticasentrela proteínay la cabezapolarde los mismos

(Reilly et al., 1989).
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- La SP-A agregavesículasde fosfolípidos en presenciade calcio (King et al.,

1981;Hawgoodet al., 1985;Haagsmanet al., 1989;Rosset al., 1991).La agrega-

ción de vesículasrequiereel mantenimientode la integridadestructuralde la

SP-A, ya queel tratamientocon colagenasabacteriana(Haagsmanet al., 1989;

Rosset al., 1991)y la reduccióny alquilaciónde la SP-A impidenla agregación

(Ross et al 1991). La desglicosilaciónde la SP-A mediantetratamientocon

endoglicosidasaF disminuye drásticamentela agregaciónde vesículasde

DPPC/PGde huevo (7:3, en peso) inducida por la SP-A (Haagsmanet al.,

1991).Estosautoressuponenla existenciade un mecanismode agregaciónde

vesículasbasadoen la unión de los azúcaresde una moléculade SP-A al sitio

de unión de azúcaresde otra moléculade SP-A, pero no se ha publicado

ningún otro trabajo que apoye esta posibilidad. Serán necesariosnuevos

estudiosparaafirmar o descartarla existenciade un mecanismode agregación

de vesículasdeestetipo.

- La SP-A no fusionavesículaslipídicas,peroincrementala actividadfusogénica

de la SP-B, o al menosla capacidadde la SP-E de mezclarel componente

lipídico deestasvesículas.El procesoesdependientede calcio (Poulain et al.,

1991).

- La SP-A aumentala adsorciónde extractoslipídicos del surfactantepulmonar,

que contienenlas proteínashidrofóbicasSP-B y SP-C,en presenciade calcio

(Hawgoodet al., 1985;Efrati et al., 1987;Chunget al., 1989; Venkitaramanet

al., 1990). En ausenciade las proteínashidrofóbicas, el incrementoen la

velocidadde adsorciónde fosfolípidosprovocadopor la SP-A esinsuficiente

paraexplicarlaspropiedadesdel surfactante(King etal., 1983;Yu y Possmayer,

1990).

1.3.1.23. Funcionesde la SP-A

Desdequeseprodujoel aislamientoy caracterizacióndelasproteínasdel surfactante

pulmonarse ha atribuido a dichasproteínasdiversasfunciones.Existen argumentosque

apoyanla participaciónde lasproteínasen prácticamentetodaslasetapasdelciclo biológico

del surfactante,desdeel ensamblajeen los cuernoslamelares,hastala internacióndel

complejoporlos neumocitostipo II o los macrófagosalveolares(Figura 10). La SP-Aesuna
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proteínaoligomérica,y supeculiarestructuralepermiteunir azúcares,interaccionarcon los

fosfolípidos y unirsea receptoresde membranade los neumocitostipo II y macrófagos

alveolares.Por tanto, puedeestablecergran númerode interaccionesmolecularesque le

permitenintervenir en numerosasetapasdel ciclo biológico del surfactante(Figura 10):

- Participación en la formación de la mielina tubular. “In vitro” se obtienen

figuras semejantesa las de mielina tubulara partir de mezclasde lípidos que

contienenDPPCy fosfatidilglicerol,juntocon SP-A, SP-By calcio (Suzukiet al.,

1989; Williams et al., 1991).

- Promoción de la adsorción de fosfolípidos a la interfase aire-líquido en

presenciadelas proteínashidrofóbicas(Efrati et al.; 1987;Hawgoodet al 1987;

Chunget al., 1989; Cockshuttet al., 1990;Venkitaramanet al., 1990)

- Inhibición de la secreción(Dobbset al., 1987; Rice et al., 1987)y estimulación

de la recapturadel surfactantepulmonar(Wright et al., 1987)por lds neumoci-

tos tipo II, probablementea travésde la interaccióncon un receptar,compor-

tándosecomo un reguladorde la concentracióndel complejoen el alveolo.

- Participaciónen la defensaalveolar. Se une, probablementea travésde la

interacción con un receptor, a la superficie de los macrófagosalveolares

(Wintergerstet al., 1989;Wright et al., 1989;Pisonet al., 1992),estimulandosu

migracióne incrementandola fagocitosisde bacteriasy virus por estascélulas

(Van Iwaardenet al., 1990; 1992 b;).

Todasestasfuncionesson dependientesde la unión de calcio a la SP-A.

13.1.3.SP-D

1.3.1.3.1.Estructura de la SP-D

La SP-D fue la última proteínaespecíficadel surfactanteaisladay caracterizada,a

partir demediosde cultivo de neumocitostipo II de rata(Perssonet al., 1988), delavados

broncoalveolaresde rata (Perssonet al., 1989) y humanos(Lu et al., 1992)y de fluido
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amniótico humano (Lu et al., 1992).Se trata de un grupo de varias proteínas con un punto

isoeléctricoentre6 y 8 (Perssonet al., 1989)con unamasamoleculardeterminadamediante

electroforesisen gelesdepoliacrilamidade43 kDa en condicionesreductorasy 120-130kDa

en ausenciade agentesreductores(Perssonet al., 1988; 1989).El tratamientodela proteína

con endoglicosidasaF o neuraminidasaprevioa la realizacióndela electroforesisreducela

masamolecularaparentea 40 kDa (Perssonet al., 1988),lo que indica quela SP.D está

glicosilada.La masamolecularde la proteínanativa determinadamediantecromatografía

de penetrabilidadesde 620 kDa (Perssonet al., 1989; Shiniizu et al., 1992).

Seconocela secuenciade aminoácidosderivadadelos correspondientescDNA 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).Desu estudiosepuedededucirquepresentaunagranhomologíacon la

SP-A y otras proteínas pertenecientesal grupo de las colectinas, especialmentecon la

conglutinina. De acuerdocon esa homologíacon las colectinas,la SP-D une azúcaresen

presenciade calcio, con una mayorafinidadparaa-D-glucosa.

Al igual queen la SP-A, en la SP-D puedenestablecersevariosdominiosestructura-

les (Figura 5):

N-terminal.Estáconstituidopor25 aminoácidos.Aparecendosresiduosdecisteina

enposiciones15 y 20 queestablecenpuentesdisulfuro intercatenarios.Estascisteinas

estánconservadasen todas las especiesestudiadas.A estaregión le precedeun

péptidoseñal(Lu et al., 1992).

Dominio colapénico.Estáconstituidopor 177 aminoácidosen las proteínashumana

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).AA igual queen la SP-A, estáconstituidopor la repetición

de la secuenciaQly-X-Y. 33 residuosde prolina y 12 de Usina aparecenen estas

posiciones(Shimizu et al., 1992).El 30%de las prolinasy el 40%de laslisinasestán

hidroxiladas(Perssonet al., 1989). Los primeros22 aminoácidosde esta región

estánconservadosen todas las proteínasestudiadas(Lim et aL, 1993). En esta

región colagénicano existe ningunacisteina. La incubación de la proteína con

colagenasabacterianaproduceun fragmentoresistentede 20 kDa que retienela

afinidad de unión a los azúcares(Lu et al., 1992, Perssonet al., 1988). En este

dominio existeun sitio deglicosilación (Rustet al., 1991;Shimizuet al., 1992;Lu et

al., 1992;Lini et al., 1993).
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FIGURA 5. Estructura de la SP-D.

Tomadode Haagsman,1994.

Dominio C.terminal. Está formado por 153 aminoácidos en las proteínas

estudiadas.La especificidadporlos azúcaresvienedeterminadapor 17 o 18 residuos

conservadosen todaslas SP-D estudiadas.Entreellos,cuatroresiduosdecisteínaen

las posiciones261, 331, 345 y 353 de las proteínasde ratay humana,y 225, 325, 339

y 347 en la bovina (Llm et al., 1993),que forman puentesdisulfuro intracatenarios.

No se conocenlos residuosimplicados en la formación decadapuentedisulfuro,

perosi el patrónfuesesimilaral observadoen otrasproteínasdeestegrupo,incluida

la SP-A los puentesdisulfuro implicarían a las Cys~-Cys.53y Cys~~’-Cys~ de las

proteínasde ratay humana,y las correspondientescisteinasdela proteínabovina.
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1.3.1.3.2 Propiedadesde la SP-D

A) Unión deazúcares

Al igual que las SP-A, MBP y conglutinina, la SP-D uneazúcaresen presenciade

calcio (Perssonet al., 1990). La afinidad esmayorpara a-D-glucosay sacáridosde este

azúcarcomo maltosa,maltotriosae isomaltosa.Tambiénune manosa,galactosay fucosa.

No presentaunión a azúcaresaminados.La concentraciónde calcionecesariaparala unión

esmuy baja,del ordenmicromolar.A diferenciade la SP-A, no existeunión de azúcares

a la SP-D en presenciade otroscationesdivalentescomo estroncio,bario o manganeso

(Perssonet al., 1990)

B) Unión a fosfolipidos

A diferenciade las otrasproteínasespecíficasdel surfactantepulmonar,no se ha

establecidode un modo definitivo la unión de la SP-D a los fosfolípidos.La centrifugación

de muestrasde lavado broncoalveolara 33000 x g durante16 horaspermitesepararun

precipitadoen el queseencuentranlos lípidosy lasproteínashidrofóbicasy un sobrenadan-

te. MedianteELISA se detectaque más del 70% de la SP-D presenteen el lavado

broncoalveolarseencuentraen el sobrenadante,mientrasque sólo un 0.9%de la SP-A se

encuentraen esafracción. Por tanto, en el lavadobroncoalveolarla SP-D no seencuentra

mayoritariamenteasociadacon los complejoslipoproteicosqueformanla SP-A, la SP-B, la

SP-Cy los fosfolípidos del surfactante(Kuroki et al., 1991 a). Sin embargo,estegrupode

investigadoresmuestraque fraccionesde SP-D homogéneassegúnelectroforesisen geles

de poliacrilamidaen presenciadeSDS, cuandoseanalizanmediantecromatografíade alta

resolución (HPLC), aparecencomo dos picos, uno de los cualesdesaparececuando,

previamentea su aplicaciónen la columna,sesometea las muestrasa una extraccióncon

butanol.El análisisde la fracción solubleen butanolmediantecromatografíaen capafina

muestraque los lípidos asociadosa la SP-D son colesterol,triglicéridos, ácidosgrasosy

sobretodo fosfolipidos. El principal componentede éstosesfosfatidilcolina y, en general,

la composiciónde los fosfolípidos essemejantea la del surfactante.Dada la semejanza

estructuralcon la SP-A, podríasuponerseuna interaccióncon los lípidos semejantea la de

la SP-A. Sin embargo,existendiferencias:
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- La SP-D no compitecon ‘9-SP-A por la unión a DPPC inmovilizada sobre

placasde silicagel (Kuroki et al., 1991 a).

- La SP-D no agregavesículasde DPPC/PCde huevo/POde huevo (9:3:2

m/m/m) (Kuroki et al., 1991 a).

- La SP-D interaccionade maneraespecificacon PI (Kuroki et al., 1992).

La SP-D une glicolipidos,exclusivamenteglucosilceramidas,en presenciade calcio.

La SP-D no une galactosilceramidasni ceramidas.No se produceunión en presenciade

otroscationesdivalentes(Kuroki et al,. 1992).

1.3.1.3.3.Funcionesde la SP-D

Hastael momentola única función atribuidaa la SP-D essu participaciónen la

defensaalveolar frente a agentespatógenos.Se ha publicado que la SP-D se une a la

superficede los macrófagosalveolaresy estimulala producciónderadicalessuperóxidopor

estascélulas(Van Iwaardenet al., 1992 a). La SP-D incrementala fagocitosisde bacterias

(Kuan et al., 1992; Crouch et al., 1992),probablementeactuandocomo puenteentrelos

agentesinfecciososy las célulasfagocíticas.Hastael momento,no seha estudiadola unión

de la SP-D al receptorde colectinas,comúnpara Clq, SP-A, MBP y conglutinina, ni a

ningún otro receptorde membrana.

Los estudiosrealizadoshastael momentono atribuyenunaparticipacióndela SP-D

en la organizaciónestructuraldel surfactantepulmonar.Estaproteínano seencuentraen

la mielina tubular ni en los cuerposlamelares(Crouchet al., 1991, Vorhooutet al., 1992).

La extracciónselectivade la SP-Ono afectaa los valoresde tensiónsuperficialdemuestras

de surfactante(Perssonet al., 1990).A diferenciadela SP-A, no parecealterarla secreción

de DPPCpor los neumocitostipo II (Kuroki et al., 1991 b).
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13.2.PROTEíNASHIDROFOBICAS

13.2.1.SP-B

1.3.21.1.Estn.¿cturade ¡a SP-B

Seconocela secuenciadelaproteínaobtenidaa partirdelcDNA dela SP-Bhumana

(Glasseretal., 1987;Jacobset al., 1987; Revaket al., 1988),depeno(Hawgoodet al., 1987),

conejo(Xu et al., 1989), rata(Emrie et al., 1989) y ratón (D’Amore-Brunoet aL, 1991).

La forma funcionalmenteactiva de la SP-B es un péptido de 79 aminoácidos

(Curstedtet al., 1988).La masamoleculardeterminadamedianteelectroforesisen gelesde

poliacrilamidaenpresenciade SDSesde 18 kDa en condicionesno reductorasy de 6-9kDa

en ausenciade agentereductor.Del análisisde su secuenciasepuedededucirquetieneun

alto contenidoenaminoácidoshidrofóbicos,dosaminoácidoscargadosnegativamentey diez

u once aminoácidosbásicos,por lo que la carga neta del péptido es positiva al pH

fisiológico. Contiene7 cisteinasen la mayorpartede las especiesestudiadas.Las posiciones

de estos residuosestán conservadas.Se ha establecidoel patrón de puentesdisulfuro

intramoleculares(Figura6) queexistenen el péptidohumanoy en eldecerdo(Johansson

et al., 1991 a; 1992):Cys8-Cys~,Cys~-Cys~y Cys.~-Cys~.La cisteinade posición48 establece

un puentedisulfuro intermolecularcon el correspondienteresiduodela mismaposiciónde

otra moléculade SP-B, formandoun homodímeroque esla forma en la queseencuentra

la SP-Ben la mayorpartede las especiesestudiadas(Hawgoodet al., 1987).

Utilizando perfilesde hidropatíaseha podido concluir que el péptidopresentaal

menosdos regionesque son compatiblescon la existenciade hélices anfipáticas(Glasser

et al., 1987; Takahaskiet al., 1990; Waringet al., 1990) que le permitiría interaccionarcon

la bicapalipidica. Estudiosdeespectroscopiainfrarroja (Vandenbusscheet al., 1992 a) o de

dicroísmo circular utilizando tanto SP-B sintética(Morrow et al. 1993 a) como proteína

aisladade pulmón de cerdo (Pérez-Gilet al., 1993) muestranque en todos los casos,el

péptidopresentaentreun 40 y un 45% de a-héliceen presenciade lípidos.
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FIGURA 6. Representaciónesquemáticade la estructurade la SP-B.

Los círculos llenos indican aminoácidoshidrofóbicos que se encuentran
conservadosen las proteínashumana,porcina,canina y de rata. Los puentes
disulfuro intracatenariosqueseestablecenentrelos residuos8 y 77, 11 y 71 y 35
y 46 están también altamente conservados.La SP-B aparececomo un
homodímeroestabilizadoporpuentesdisulfurointercatenariosqueseestablecen
a través de la cisteinade posición 48 de dos moléculasde SP-B. Tomadode
Johanssonet al. (1991a).

La forma maduradel péptido procedede un precursorde mayor tamaño. El

precursorde la SP-Btiene381 residuosen la SP-Bhumana(Jacobset al., 1987;Piot-Matías

et al., 1989),362 en la de perro (Hawgoodet al., 1987), 376 en la de rata (Emrie et al.,

1989),377 en la de ratón (D’Aniore-Bruno et al.; 1991) y 370 en la de conejo(Xu et al.,

1989).La masamoleculardel precursoresde40-42kDadeterminadamedianteelectrofore-

sisen gelesdepoliacrilamidaen presenciadeSDS. Los primeros20-25aminoácidosdeeste

precursorsonhidrofóbicosy seajustanal modelopropuestoparalos péptidosseñal(Jacobs

et al., 1987).Lassecuenciasqueflanqueanal péptidomaduroson relativamentehidrofílicas

y podrían facilitar el tránsito intracelular de la proteínaantesde la eliminación de las

secuenciasflanqueantesy de suposteriorsecreción.En todaslas especiesexisteun sitio de

glicosilaciónen el extremoC terminaldel precursor.El tratamientocon endoglicosidasaF

o tunicamicinaincrementala movilidad electroforéticadel precursor(Weavery Whitsett,
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1989, O’Reilly et al., 1989),lo queindicaqueel precursordela SP-fi seencuentrarealmente

glicosilado.A partir de la secuenciadel cDNA de la SP-fi humanasepuedededucirla

secuenciadelcDNA de la SP-Bhumanasepuedededucirla existenciade un sitio adicional

de glicosilación en la región N terminaldel precursor(Glasseret al., 1987; Jacobset al.,

1987, Piot-Matiaset al., 1989),aunqueno seconocesi la modificación ocurre“in vivo”.

Los precursoresde la SP-Bson proteínasheterogéneasrespectoa la carga.Así, el

precursordela SP-Bhumanaesun conjuntode proteínasconpuntosisoeléctricosde 5.1-5.4

(O’Reilly et al., 1989).

1.3.2.1.2Propiedadesde la SP-B. Unión a lípidos

La SP-B esuna proteínahidrofóbica que seaisla junto con los lípidos en la fase

orgánicaqueresultade la extraccióndel surfactantecon disolventesorgánicos.Por tanto,

seencuentraestrechamenteasociadaa los lípidosdel surfactantey la interaccióncon ellos

modificasustancialmentealgunaspropiedadesde los lípidos:

- La presenciade SP-B promuevela mezcla del componentelipídico entre

vesículas,determinadomedianteestudiosde transferenciade energía entre

vesículasqueincluyenPBmarcadaensu cabezapolarcon unasondafluorescen-

te, nitrobenzoxadiazol(N?BD-PE) y vesículasque incluyen PB marcadaen su

cabezapolar con una moléculaaceptora,rodamina (RH-PE) (Poulain et al.,

1991).Resultadossemejantessehan obtenidomediantela variaciónde la tasa

de emisión de fluorescenciadímero/monómerode sondasde pireno-PC

(Oosterlaken-Dijkterhuiset al., 1992).El procesoseproducetantoconvesículas

neutrascomo con vesículasácidas,aunquela presenciade PG incrementa

considerablementela mezcladelcomponentelipidico, y lo hacedependientede

calcio (Poulain et al., 1991; Oosterlaken-Dijkterhuiset al., 1992). El efecto

sinérgicoproducidopor la SP-A sobrela actividadde la SP-Epara inducir la

mezcladel componentelipídico entrevesículasde DPPC/DPPG(7:1, mol/mol)

(Poulainet al., 1991),podríadebersea la agregaciónde vesículasinducidapor

la SP-A en presenciade calcio, que facilite el subsiguienteprocesode fusión o

a través de interaccionesentre la SP-A y la SP-E, hastael momento no

demostradas.
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-Mediantela utilización de sondasfluorescentescomo ácidotrans-parinárico,

ácidocis-parináricoo 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno(DPH),seponede manifiesto

quela interaccióndela SP-fi con vesículasdeDPPC/DPPG(7:1, mol/mol) no

modifica los valoresde anisotropíadefluorescenciadeestassondastantoen el

estadogel como en el liquido-cristalino. Dado que éstasse localizan en el

interior hidrofóbico de la bicapa, estos resultadossugierenque la SP-fi no

modificasustancialmenteelempaquetamientodelas cadenashidrocarbonadas

de los fosfolípidos(fiaatz et al., 1990).Cuandoel mismo tipo de vesículasse

marcancon 6-N?BD-PC se observaque la interacción de la SP-fi con estas

vesículasincrementaconsiderablementelos valoresdeanisotropíadefluorescen-

cia en el estadogel y ligeramenteen el estadolíquido-cristalino.El efectode la

SP-fi dependede la concentracióndel péptido y alcanzaun valormáximoen

presenciade un 2% de SP-B (en peso).Cuandoseutiliza la sonda6-NBD-PG,

la interacción con la proteína produceun incrementode la anisotropíade

fluorescenciaa bajas concentracionesdel péptido (0.5%, en peso) y una

disminucióna concentracionesmásaltas,llegando a anularsecompletamente

la transiciónde faseen presenciade un 2% de SP-fi (fiaatz et al., 1990).Estos

resultadosmuestranuna interacciónpreferentede la SP-fi con vesículasque

contienenfosfatidilglicerol,probablementea travésdeinteraccioneselectrostáti-

cas entregruposcargadospositivamentede la SP-fi y las cabezaspolaresdel

fosfatidilgjicerol. El efectoque la SP-fi ejercesobrelas cadenasdeacioresulta

serlimitado (Morrow et al., 1993 a). En la figura 7 semuestraun esquemadel

modelo másaceptadoparala estructurade la SP-B en bicapaslipídicas.

-La SP-fi incrementala velocidaddeadsorcióndefosfolipidosa la interfaseaire-

liquido (Hawgoodet al., 1987; Revaket al., 1988; Waringet al., 1989; Sarinet

al., 1990; Pérez-Gilet al., 1992 a).

-Cuandola SP-fi sesitua en la interfaseaire-liquido incrementala inserciónde

fosfolípidos,añadidosen la subfase,en la monocapainterfacial (Oosterlaken-

Dijksterhuis et al., 1991 a). La inserción de fosfolípidos a la monocapano

dependede la clasede lípido empleaday seincrementaa medidaque lo hace

la concentraciónde fosfolípidosen la subfaseo la concentracióndeproteínaen

la monocapa.La insercióndependedel tamañodevesícula:la tasade inserción

de vesículasunilamelaresgrandesde DPPC/PGde huevo(7:3, en peso)es10

vecesmayor quela de vesículasunilamelarespequeñasde la misma composi-
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ción, probablementedebidoal menor radio de curvaturade estasúltimas. El

procesode insercióndependede la presenciadecationesdivalentes,especial-

mentecalcio (Oosterlaken-Dijkterhuiset al., 1991 a).

SP-B 79aa

000Q

FIGURA 7. Modelo estructural propuesto para la SP.B en
bicapas lipídicas.

1.3.21.3.Funcionesde la SP-B

Se han propuestovariasposiblesfuncionesde la SP-fi en el surfactantepulmonar

(Figura 10):

-Participaciónen la formación de la mielina tubular. “ In vitro’ senecesitala

presenciadeSP-fiparareconstituirmielinatubular(Suzukiet al., 1989, Williams

et al., 1991).Noseconocenlos mecanismosqueintervienenen la formaciónde

la mielina tubular, pero se suponeque deben existir procesosde fusión de

membrana.La SP-fi induce mezcla del componentelipídico entrevesículas

(Poulain et al., 1991; Oosterlaken-Dijkterhuiset aL, 1992) y podría estar

implicadaen esosfenómenosde fusión.

-Contribuye a las propiedadestensoactivasdel surfactante facilitando la

adsorciónde los fosfolipidosa la interfaseaire-líquido(Hawgoodet al., 1987;

Revaket al., 1988),contribuyendoal enriquecimientode la monocapaen DPPC
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duranteel procesode compresiónpor eliminación de fosfolípidos ácidose

insaturadosde la monocapa(Yu y Possmayer1990),y alterandoel comporta-

mientode la monocapaduranteel procesode compresión(Longo et al., 1993).

13.2.2.SP-C

1.3.221.Estructurade la SP-C

Seconocela secuenciadela proteínaderivadadel cDNA humano(Warr et al., 1987;

Glasseret al., 1988 a y b), de rata(Fisheret al., 1989) y de ratón (Glasseret al., 1990 b).

Tambiénseconocela secuenciade la SP-Ccaninay bovina (Johanssonet al., 1991 b; Stults

et al., 1991),deconejo(Johanssonet al., 1991 b)y decerdo(Johanssonet al., 1988).Todas

ellas muestranuna secuenciamuy conservada.El precursor es una proteína de 197

aminoácidos,con unamasamolecularde 20-21 kDa.En el extremoN-terminalapareceuna

secuenciarelativamentehidrofílica,porlo queposiblementeel precursordela SP-Bcarezca

depéptidoseñal.El precursorde la SP-fi puedeserunaproteínaintegralde membranaen

la que la secuenciamaduradel péptido serviría de señal, formando el dominio de

interaccióncon la bicapa (Keller et al., 1991). No se han detectadositios de glicosilación

(Hawgood,1989; Weavery Whitsett,1991).

La forma maduraes un péptido de 35 aminoácidos,que se extiendeentre los

residuos25 y 60 del precursor.Se han encontradopéptidostruncados,con uno o dos

aminoácidosmenosen la SP-Chumana(Johanssonet al., 1988),probablementedebidoa

unaacciónno específicade la proteasaqueprocesasobreel precursor.Sepuedendistinguir

(Figura 8) dos zonas diferenciadasen la molécula de SP-C: Una región N-terminal,

relativamentehidrofílica y una región C-terminalmuyhidrofóbica.En la región N-terminal

aparecendos cisteínasen posiciones5 y 6 que seunen medianteenlacestioéster a dos

cadenasde ácidopalmítico(Curstedtet al., 1990; Stultset al., 1991).En la SP-Cde perro

sólo se une una molécula de ácido palmítico al único residuo de cisteina presente

(Johanssonet al., 1991 b; Stults et al 1991).No seconocela implicación funcional deesta

modificación,peroprobablementela presenciade las cadenashidrocarbonadasunidasa los

residuosde cisteina modifica la interacciónde la región N-terminal de la molécula,más

hidrofílica, con los fosfolípidos, y estabilizaríauna coformacióndeterminadaen estazona.

En estamisma región N-terminalaparecendos residuoscargados,lisina y arginina,que
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aparecenen las posiciones11 y 12 delpéptido maduro.A continuación,desdeel residuo13

al 33, se extiende una región muy hidrofóbica, que reúne los requisitosestructurales

necesariosparaconsiderarsecomo una a-hélicetransmembranal(Takahashiet al 1990;

Waring et al 1990). Estapredicciónse ha confirmadomedianteespectroscopiade FTIR

(Pastranaet al., 1991; Vandenbusscheet al., 1992 b) dondeseha calculadoqueel ejede la

hélice apareceparaleloa las cadenasde acio de los fosfolípidosde la bicapa.Estaregión

incluye un 43% devainasy un 35% de leucinaso isoleucinas.

9 9=

N

FIGURA 8±Representaciónesquemáticade la estructura de la SP-C.

Los círculos llenos indican aminoácidoshidrofóbicos. La zona ondulada
correspondela regiónextremadamentehidrofóbicadela proteínaquesesupone
que atraviesala bicapa formandouna a-hélice hidrofóbica (Figura 9). Las
cisteinasde posiciones5 y 6 estánpalmitoiladas.Tomadode CurstedtcÉ al.
(1990).

La SP-Cpresentaun alto contenidoen a-hélice.Sehan calculadoporcentajesde un

60 % de estaestructuraparala SP-Cen lípidos(Pastranaet aL, 1991: Keoughet al., 1992).

Estosvaloresestánde acuerdocon los obtenidospor Pérez-Gily colaboradores(1993)

asignaronun 51%dea-héliceparala SP-Cen unamezcladeacetonitrio/agua(80:20,y/y).

La reconstituciónde la proteínaen lípidosincrementabaelporcentajedea-hélicedela SP-

C hastaun 60% en presenciade micelasde LPC,y hastaun 70% en presenciade vesículas

de DPPC.Otrosinvestigadores,medianteespectroscopiainfrarroja, atribuyenun contenido

helicoidalmásalto (hastaun 90%)parala SP-Cen presenciade lípidos(Vandenbusscheet

al., 1992 b).

El espectrode dicroísmo circular de la SP-Cen mezclasde trifluoretanol/agua

(70:30,y/y) muestranun alto contenido(80%) de estructuraB (Pérez-Gilet al., 1993).Los
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estudiosestructuralesde SP-Cpormedio de espectroscopiainfrarroja (Vandenbusscheet

al., 1992 b) indican que la proteínaposeeuna fracción apreciablede estructura13, que

desapareceprácticamentecuandola proteínasereconstituyeen lípidos. El hechodeque la

SP-C adopte una estructura secundaria dependientedel medio en que seencuentre puede

estarrelacionadocon la acilaciónde la proteína.Algunosexperimentos(Kato et al., 1991)

realizadoscon péptidoshidrofóbicos alquilados con una cadenahidrofóbica larga en

diferentes posiciones,y muestran que los péptidos adoptan diferentes estructuras,

dependiendodel medio en que se encuentran.Cuandoel péptido estáalquiladoen una

posicióncentral,ésteadoptauna conformaciónen a-héliceen lípidosy unaestructurade

tipo 13 en disolventesorgánicos.Baatzy colaboradores(1992)han descritola existenciade

un dímerode SP-Cbovina. No presentaacilación en los residuosde cisteina.Mediante

espectroscopiainfrarroja estosautoresmuestranquea diferenciade la SP-C monomérica,

que seestructuracomo a-héliceen presenciade fosfolípidos, la forma diméricaadopta

mayoritarimentela estructurade cadena13. No seconoceel tipo de fuerzaqueestabiizala

interacción,aunquepodríaestabiizarsea partirde la formacióndepuentesdisulfuroentre

los residuosde cisteínadedoscadenasdistintas.La dimerizaciónprovocaun cambioen la

estructurasecundariade la proteína que podría afectaral tipo de interacción que se

establececon los fosfolípidos.

1.3.222Propiedadesde la SP-C. Unión a lípidos

La SP-Cesuna proteínaaún máshidrofóbicaque la SP-fi. Es solubleúnicamente

en disolventesorgánicos.Al igual que la SP-fi seaíslajunto con los lípidos del surfactante

en la faseorgánicaresultantede la extracciónlipídica del complejo lipoproteico.Los datos

delos quesedisponeacercade la interacciónde la SP-Cconlos fosfolípidossonlos siguien-

tes:

- La SP-C aumentala adsorciónde fosfolípidosa la interfaseaire-liquido(Warr

et al., 1987; Revaket al., 1988; Pérez-Oilet al., 1992 a).

- La SP-Cforma monocapasmuy estables(presiónde superficede colapsode37

mN/m) y catalizala inserciónde fosfolípidosa la interfaseaire-líquidodesde

la subfase,aunquecon menoreficaciaque la SP-B(Oosterlaken-Dijsterhuiset

aL, 1991 a).
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-La SP-C no pareceinducir mezcladel componentelípídico entrevesículas

medida como transferenciade energíaentresondasde NiBD-PE y RH-PE

situadasen distintasvesículas(Poulainet al., 1991) o como la variaciónde la

tasade emisióndefluorescenciadímero/monómerodepireno-PC(Oosterlaken-

Dijksterhuiset aL, 1992).

-El modelo de interaccióncon los lípidospropuestoparala SP-Csebasaen la

existenciade un dominio hidrofóbicoquepenetraen el interior de la bicapa,

probablementea travésde una a-hélicetransmembranaly de la asociacióndel

dominio N-terminal medianteinteraccioneselectrostáticascon las cabezas

polaresde los fosfolípidos(Figura9). Simatosy colaboradores(1990),mediante

calorimetría diferencial de barrido, observaronque la SP-C disminuye la

temperaturade transición de fase (Tm) y la entalpía de la transición de

vesículas neutras de DPPC. Utilizando otras técnicas, como resonancia

magnéticanuclear,sepusodemanifiestoquela SP-Cdisminuyeel ordende las

cadenasdeaciodevesículasde DMPC-dM (Simatoset aL, 1990).Los resultados

obtenidosmuestranquela SP-Cpenetraen el interior de la bicapamodificando

elempaquetamientode lascadenashidrocarbonadas.Mediantela utilizaciónde

sondasfluorescentes(N?BD-PCy NED-PO),que selocalizanpreferentemente

en la región superficial de la membrana,Horowitz y colaboradores(1992)

observaronquela presenciade SP-Cincrementabalos valoresde anisotropía

de fluorescenciade vesículasdeDPPC/DPPO(7:1, mol/mol). Estosresultados

muestranque la SP-Cordenala región de la cabezapolar de la bicapa.Re-

cientemente,Shiffer y colaboradores(1993)han observadomediantecalorime-

tría difererencial de barrido que la SP-C incrementa la temperaturade

transición de fase (Tm) y disminuye la entalpíade la transición de fase de

vesículasmultilamelaresde DPPCy DPPO.El incrementode Tm esmuchomás

acusadocon las vesículasácidas.Estosresultadosindican que la SP-Cpenetra

en el interior dela bicapa,perturbandoel empaquetamientode las cadenasde

acio, y por otra parte, interaccionacon las cabezaspolaresde los fosfolípidos

por interaccioneselectrostáticas.Mediante la utilización de microscopiade

epifluorescencia,Pérez-Oily colaboradores(1992b) hanobservadoquela SP-C

alteraelempaquetamientode monocapasde DPPC,favoreciendola formación

de dominiossólidos másnumerososy máspequeñosque los queseobservan

en ausenciade SP-C, de los que seexcluyeuna sondafluorescente,N?BD-PC,

quesedistribuye principalmenteen la fasefluida.
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FIGURA 9: Modelo estructural propuesto para la SP-C en bicapas
lipídicas.

1.3.223. Funcionesde la SP-C

La SP-Cdesempeñadistintasfuncionesen el surfactantepulmonar(Figura 10).

- Incrementala velocidadde adsorciónde los fosfolípidos a la interfaseaire-

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

- Aumentala estabilidadde la monocapaa los máximosvaloresde compresión

N

(Pastranaet al., 1991).
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AIR

FIGURA 10. Participación
te pulmonar.

Los lípidos y las proteínasse sintetizanen el retículo endoplasmáticode los neumocitos
tipa II y se transportan, vía aparato de Golgi, a los cuerpos lamelares, vesículas de
almacenamiento intracelular del surfactante. Después de la secreción al espacio
extracelular,el contenidode los cuerposlamelaresse transformaen mielina tubular,
precursorade unamonocapaenla interfaseaire-líquido.El surfactantesereciclamediante
la capturadel mismopor los neumocitostipo II, dondepuedeserdegradadoo reciclado
al incorporasede nuevoen los cuerposlamelaresparaserresecretado.LasproteínasSP-A
y SP-B sonnecesariasparala formaciónde la mielina tubular.Las proteínashidrofóbicas
intervienen de manera decisivaen la transferencia de fosfolipidos desdela mielina tubular
a la interfase aire-líquido. La SP-A parece aduar comoreguladorade la concentraciónde
surfactante en el alveolo, inhibiendo su secreción y activando su recapturapor los
neumocitostipo II. La SP-A parece asimismoimplicada en la activación de la fagocitosis
debacterias y virus par los neumocitostipo II. Tipo 1, neumocitotipo 1; Tipo II, neumocito
tipo II; ENDO, células endoteliales;MES, célula mesenquimática;ERY, eritrocito; CAP,
capilar; AM, macrófagosalveolares; RER, retículo endoplasmáticorugoso; LB cuerpos
lamelares; TM, mielina tubular; A, B y C, SP-A, SP-B y SP-C, respectivamente.(-) A,
inhibido por la SP-A; (+) A,B, require SP-AySP-B; (+) B,C, estimulado por SP-Ay SP-
C. Tomado de Van Golde et al. (1994).

de las proteínas en el ciclo metabólicodel surfactan-
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14. SIGNIFICADO FISIOLOGICO DEL SURFACrANTE PULMONAR

El surfactante pulmonar es esencial para el correcto funcionamiento del ciclo

respiratorio. Su ausenciaen niños nacidos prematuramenteconduceal desarrollodel

SíndromedeDistrésRespiratoriodel Neonato(Averyy Mead, 1959;Fujiwaraet al., 1980),

quesecaracterizaclínicamenteporbajacompliancepulmonarasociadaconcolapsoalveolar.

La instilación intratraquealde muestrasde surfactantepreparadasa partir de extractos

orgánicosde pulmonesanimalesadultosmejoraconsiderablementela tasade mortalidady

las complicacionesclínicasde los pacientes(Hoekstraet al., 1991; Liechteyet al., 1991).

Desdeun punto de vista fisiológico, se atribuyen al surfactantetres funciones

principales:

- Estabilizalos alveolosal final de la espiraciónevitandoel colapsode los más

pequeños(Factorantiatelectásico).

- Interviene en la regulación de la homeostasisdel líquido alveolar (Factor

antiedematoso).

- Participaen la defensaalveolar.

1.4.1.FACTOR ANTIATELECTASICO

La mecánicarespiratoriase producemediantela expansióny contraccióncíclicas

de los alveolos pulmonares.El parénquimapulmonar estáconstituido por alveolosde

distintostamaños.Estascámarasalveolaresfuncionanindependientementeunasde otras.

Los alveolosestánrecubiertospor el surfactantepulmonar,que sedisponeformandouna

monocapaestabledeDPPC,y tienela funciónde disminuir la tensiónsuperficialdellíquido

al disminuir el áreadel alveolo durantela espiración.Si estecomplejolipoproteico no

estuvierapresente,segeneraríanconsiderablesdiferenciasde presiónentrealveolos de

distinto tamañoqueconduciríanal colapsodelos máspequeños.Sin embargo,en presencia

de surfactante,al disminuir el áreadel alveolo al final de la espiración,la reduccióndel

áreaprovocael incrementode la concentracióndeesteagentetensoactivo,que reducela

tensiónsuperficialy evita el colapsoalveolar.

Aunqueno ha podidoestablecersemedianteanálisisbioquímicosla composiciónde

la monocaparesponsablede reducir la tensiónsuperficial, estudiosbiofísicos apoyanla
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posibilidaddequeestéaltamenteenriquecidaen DPPC.Todoslos fosfolípidossoncapaces

de formaruna monocapaestableen la interfaseaire-agua,deacuerdocon sunaturalezade

lípidos anfipáticos,insolublesen agua.Los fosfolípidossedisponencon la cabezapolar en

contactoconelaguay lascadenashidrocarbonadasdelos ácidosgrasosextendiéndosehacia

el aire. Al excluir las moléculasde agua de la superficiedisminuyen la tensiónsuperficial

desde70 hasta25 dinas/cm,queconstituyela tensiónsuperficialde equilibrio de la mayor

partede los fosfolípidos.Si los fosfolípidossecomprimena una superficieinferior a la que

ocuparíanbajocondicionesde equilibrio, seexcluyenmásmoléculasde aguadela superficie

y la tensiónsuperficialpuedereducirsea valorespróximosaO dinas/cm.Unamonocapaen

estascondicionesno es establey colapsa.El material tiene tendenciaa escaparde la

superficiey la tensiónsuperficialseelevaa valorespróximosa los de equilibrio.

Paraejercersufunción el surfactantedebesercapazde:

- reducir la tensión superficial a valores próximos a cero a bajos volúmenes

alveolares.

- la monocapaformadano debecolapsar,sinomantenerseestableen estascondi-

ciones.

- debeadsorberserápidamentedesdela hipofase.

14.11.El surfactante como agente reductor de la tensión superficial

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

fosfolípido responsablede la reducciónde la tensiónsuperficial:

- Estefosfolípido esel único que seencuentraen el surfactanteen cantidades

suficientespararecubrir la interfaseaire-agua.

- Medidasrealizadasconbalanzasde tensiónsuperficialmuestranquemonocapas

de DPPC puedenalcanzarvalores de tensión superficial próximas a cero

(Fleming et al., 1983;Fagany Keough,1988).

- Paraque una monocapade fosfolípidospresentela capacidadde disminuir la

tensiónsuperficiala valoressuficientementebajoscuandosecomprime,debe

encontrarseen estadocristalino.A la temperaturafisiológica de370C, la DPPC,
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quepresentauna temperaturade transiciónde fasede 410C, seencuentraen

estadocristalino. Por encima de la temperaturade transición de fase, la

monocapacolapsaantesde alcanzarla reducciónde la tensión superficial

necesariaparaasegurarla estabilidadalveolar.

- Monocapasde DPPE (Tm = 64 0C) colapsanal llegar a valoresde tensión

superficialpróximosa los deequilibrio. Cuandoseincrementala metilacióndel

grupo amino de la PB se produce una disminución del valor de tensión

superficialquesealcanzaantesdelcolapso(Keoughet al., 1988).Posiblemente

elestadometaestablenecesarioparaalcanzarvaloresdetensiónsuperficialmuy

bajasrequiereuna especialconformaciónde la cabezapolar o un grado de

hidrataciónque no poseela PE.

1.4511.Estabilidadde la monocapa

No todaslas regionesdelpulmón secontraeny expandenal unísonoen cadaciclo

respiratorio.Algunosalveolospermanecena bajosvolúmenesduranteperiodosde tiempo

máso menoslargos.Esto suponequela monocapaque recubrela interfaseaire-líquidoha

de mantenersecomprimida duranteesosperiodos de tiempo. Medidas directas en el

pulmón “ in situ “ confirmanque sealcanzanvaloresde tensiónsuperficialmuy bajosa

volúmenespulmonaresresiduales(Schúrchet al., 1976; 1978; 1982).Estosvaloresde tensión

superficialson ademásmuy estables,demaneraque el retornoa los valoresde equilibrio

seproducemuy lentamente.Igualmente“in vitro’ con muestraspreparadasa partir de

extractoslipídicos delsurfactante,sehanconseguidovaloresde tensiónsuperficialpróximos

a ceroquesemantienenduranteperiodosdetiempo largos(Schúrchet al., 1989; 1992).Sin

embargo,las monocapassoninestablesen eseestadode compresión,y colapsan,porlo que

la tensiónsuperficialse incrementahastaalcanzarla de equilibrio. La tasade relajación,

medidacomo incrementode la tensiónsuperficialque seproducemanteniendoconstante

el áreaocupadapor los fosfolípidosen la monocapa,dependedel tipo de fosfolipido. Sólo

se han conseguidotasasde relajación bajascon monocapasde PC por debajo de la

temperaturade transicióndefase.A temperaturassuperioresa la temperaturadetransición

de fase aumentade maneradrásticala tasade relajación(Qoerkey Gonzales,1981).Por

tanto, la presenciade una monocapaenriquecidaen DPPC en estadode gel es una

condición imprescindibleparaasegurarlaestabilidadalveolar.La presenciadelasproteínas
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hidrofóbicas,especialmentela SP-C,mejorala estabilidadde éstaa las máximasrelaciones

decompresión(Pastranaet al., 1991).

1.4.13.Adsorción de los fosfolípidos a la interfase

Los fosfolípidosque seinyectana unasubfaseacuosaaunatemperaturapordebajo

de la de transición de fase se adsorben muy lentamentea la interfase aire-líquido

(Villalonga, 1968;Phillips y Hauser,1974).Por tanto,unade las funcionesqueseatribuyen

al restodecomponenteslipídicos del surfactante,seríala de facilitar el transportede DPPC

desdela subfaseala interfaseaire-líquido,permitiendopor tantounarápidaadsorción.Así,

mediantecalorimetríadiferencialdebarrido(Mc Murchieet al., 1983;Keoughet al., 1985)

y medianteFTIR (Reilly etal., 1989),seha observadoqueel surfactantede muchasespecies

estudiadasseencuentraen estadolíquido-cristalinoa 37 0C.

Medianteestudioscon balanzasde tensión superficial se ha comprobadoque la

adiciónde fosfolípidosinsaturadosa vesículasde DPPC mejorala adsorcióna la interfase

(Notter, 1988).Asimismo, unamezclade PCinsaturadas,colesteroly POPOen cantidades

parecidasa las queseencuentranen el surfactantepulmonaraumentasustancialmentela

velocidadde adsorciónfrente a vesículasde DPPC (Flemingy Keough,1988).

Desdeel aislamientoy caracterizacióndelas proteínasespecificasdel surfactantela

investigaciónseha centradoen la influenciade las mismasen el procesode adsorción.Las

proteínasespecíficasdel surfactanteaumentanla adsorciónde los fosfolípidos.Tantola SP-

fi (Takahashiy Fujiwara,1986;Curstedtet al., 1987;Hawgoodet al 1987; Revaket al., 1988)

comola SP-C(Curstedtet al., 1987;Warr et al., 1987;Revaket al 1988)o mezclasde ambas

(Yu y Possmayer1988,Hall et al., 1992;Pérez-Gilet al., 1992 a) aumentanextraordinaria-

mente la formación de una monocapaen la interfase.La adsorciónes más rápida en

presenciade fosfolípidos aniónicos(Tanaka et al 1986; Pérez-Gil et al., 1992 a). Esta

actividad se estimulaen presenciade SP-A (Hawgoodet al., 1985; Chung et al., 1989;

Venkitaramenet al., 1990),aunqueserequierela presenciade las proteínashidrofóbicas,

porotraparte,sólo mejoraligeramentela adsorciónen ausenciadeproteínashidrofóbicas

(Hawgoodet aL, 1987; Yu y Possmayer,1990).La máximaadsorciónocurre,por tanto, en

presenciade SP-A, SP-B, SP-C y calcio (Chunget al., 1989).
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CuandoseensayanpreparacionesdefosfolípidosquecontienenSP-Bo SP-C,algunos

autoresobservanque la primeraesmásefectivaestimulandola adsorción.Asimismo, los

valoresde tensión superficialque se alcanzansonmenores(Curstedtet al., 1987; Yu y

Possmayer,1988;Mathialagany Possmayer,1990;).Sin embargo,en otrostrabajosno sehan

encontradodiferenciasentreambasproteínashidrofóbicas(Venkitaramanet al., 1990).Yu

y Possmayer(1990) observaronqueen presenciade SP-Csealcanzabanmásrápidamente

los valoresde tensiónsuperficialde equilibrio de mezclasde DPPCy PO (9:1 o 7:3, en

masa)que en presenciade cantidadesequivalentesde SP-B. Tras sucesivosciclos de

contraccióny expansiónen presenciade SP-B, pero no de SP-C,las muestrasalcanzaban

valoresdetensiónsuperficialpróximosacero, lo que indicaríaquela SP-fi podríacontribuir

al enriquecimientodela monocapaen DPPCmedianteexclusiónde otroscomponentes,en

este casoPO. La incubacióncon anticuerposfrente a la SP-B reduce drásticamentela

velocidaddeadsorciónde surfactantesartificialesutilizadoscomoterapiaen el tratamiento

del Síndromede DistrésRespiratoriodelNeonato(Kobayashiet al., 1992),lo queconfirma

la importanciade estaproteínapara unaeficaz adsorciónde los fosfolípidosa la interfase.

1.42. PARTICIPACION DEL SURFACTANTE EN LA HOMEOSTASIS DEL LIQUIDO

ALVEOLAR

El surfactantepulmonar actua como un agenteantiedematoso.El movimiento de

fluido a travésdel epitelio alveolardependedel balancede fuerzasque tiendena causar

movimientode líquido fuerade los capilaresy las fuerzasque tiendena causarabsorción

del mismo hacia los capilares.Las primerasson la presióncapilar (7 mm Hg), la presión

coloidosmóticadel líquido intersticial (14 mm Hg) y una presión hidrostáticanegativaen

el líquido intersticial que, al menos en parte, dependede la tensiónsuperficial en la

interfaseaire-líquido (Niemanet al., 1988). Las fuerzas que tienden al movimiento de

líquido hacialos capilaresesla presióncoloidosmóticadel plasma(28 mm Hg). El balance

netoconducea unapresiónde filtración de 1 mm Hg, queproduceun flujo continuodesde

los capilareshacia el espacio intersticial. Este líquido es enviado de nuevo hacia la

circulaciónmedianteel sistemalinfático pulmonar.Cualquierfactorqueproduzcaelevación

de la presióndel líquido intersticial provocaráel llenado de los espaciosintersticiales

(edemaintersticial)y, en casosmásgraves,de los alveolos(edemaalveolar),comprometien-

do demaneramuy severala funciónrespiratoria.
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El surfactantepulmonardisminuyela presiónintersticialnegativa,lo quereducela

tendenciadel líquido a escaparde los capilares.En un alveolo hipotéticamenteesférico,la

tensiónsuperficialen la interfaseaire-líquidocreauna tendenciade la propiacapaacuosa

a separarsede la estructuradelalveolo, generandodeestaforma una presiónhidrostática

negativaadyacentea la pared alveolar. Los alveolos poseenmás bien una geometría

poliédrica(Wilson y Bachofen,1982; Weibel y Bachofen,1987).Aunquelas paredeslisas

del poliedrono generanuna presiónhidrostáticaa causade la ausenciade curvatura,los

ángulos agudos con un pequeño radio de curvatura presentanuna elevada tensión

superficial que contribuye a generaruna presiónhidrostáticanegativaen el intersticio

pulmonar.Seha demostradoquecadavalor de curvaturadela superficiealveolarposeeun

nivel crítico detensiónsuperficial,porencimadel cualseproducela inundacióndelalveolo

(Guytonet al., 1984).

La importanciadel surfactanteparaelmantenimientode la homeostasisdellíquido

alveolar se ponede manifiestopor el hecho de que recién nacidoscon deficienciasde

surfactantepresentantambiéngranpartede los pulmonesencharcados,y porqueel lavado

de los pulmonescon un detergenteque elimina el surfactantepulmonar conduceal

desarrollode un edemaalveolar(Niemanet al., 1988).

1.43.PARTICIPACION EN LA DEFENSA ALVEOLAR

1.43.1. Interacción con los macrófagosalveolares

El pulmónseencuentracontinuamenteexpuestoa la atmósfera.Puedesufrir daños

provocadosporagentesinfecciososy tóxicos. Los macrófagosalveolaresejercenla principal

actividaddedefensamediantela fagocitosisy eliminacióndepartículasextrañasy microor-

ganismos.Existen evidenciasexperimentalesde que el surfactantepulmonarestimulala

fagocitosisy degradaciónde bacteriasporlos macrófagosalveolares(La Forceet al., 1973;

Juerset al., 1976; O’Neill et al., 1984). En los últimos añosse ha atribuido a las proteínas

hidrosolublesdel surfactanteuna gran importanciaen la defensaalveolar.

La SP-A y la SP-D sonestructuralmentemuy semejantesa otrasproteínascomola

conglutininabovinay las proteínasdel sueroque unenmanosa.Todasellas intervienenen
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el reconocimientode carbohidratosde las paredescelularesde patógenoso de células

infectadasporcUos (Sastryy Ezekowitz, 1993).

SP-A

La SP-A seunea los macrófagosalveolares(Wintergerstet al., 1989;Wright et al.,

1989).El mecanismode interacciónno seconoce,peropodríaimplicar la existenciade un

receptor(Wintergerstet al., 1989;Pisonet al., 1992).La unión de ‘9-SP-Aa los macrófagos

seinhibe en presenciade SP-Ano marcaday porlasproteínasClqy colágenotipo y (Pison

et al., 1992), por lo que pareceprobableque la región tipo colágenode la SP-A esté

implicadaenel reconocimientode estaproteínaporlos macrófagosalveolares.Comoconse-

cuenciadeestainteracciónseproducenlos siguientesfenómenos:

- Estimulaciónde la migracióny activacióndelos macrófagos.La SP-A estimula

la quimiotaxis de los macrófagosalveolares(Wright y Youmans,1993). Esta

estimulacióndependede la presenciadel dominio tipo colágenode la SP-A.

Además,en presenciade la proteína,seincrementala producciónde radicales

superóxidopor estascélulas. La activación es específicade los macrófagos

alveolaresy no seproduceen macrófagosperitonealesu otrascélulasfagociticas

comoleucocitospolimorfonucleareso monocitos (Van Iwaardenet al., 1990;

1992 c). La desglicosilaciónde la proteína no inhibe la activación de los

macrófagosinducidapor la SP-A (Van Iwaardenet al., 1992 c), lo que indica

que los azúcaresunidosa la SP-A no estánimplicados en la unión de la SP-A

a los macrófagosqueconducea la activaciónde éstos.

- Estimulaciónde la fagocitosisde bacteriaspor macrófagos.“In vitro”, la SP-A

incrementala fagocitosisde Sraphylococcusaureus,previamenteopsonizadaspor

suero,por los macrófagosalveolares(Van Iwaardenet al., 1990).La actividad

de la SP-A pareceejercersea travésde la interacción con los macrófagos

alveolares,ya que la preincubacióndé estascélulascon la proteínaincrementa

un 70% el númerode bacteriasfagocitadaspor los macrófagos.Sin embargo,

no existendiferenciassignificativascuandomuestrasde 5. aureussepreincuban

con SP-A conrespectoa los controlesno preincubadoscon SP-A(Van Iwaarden

et al., 1990).Tennery colaboradores(1989) probaronquela SP-A aumentaba

la fagocitosisde eritrocitos de oveja por monocitosperiféricos y macrófagos.

Los eritrocitos habíansido previamenteopsonizadoscon anticuerposanti-
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eritrocitoy factoresdecomplemento.La misma actividadla ejercela proteína

del complementoClq, de maneraque ambasproteínasseunena un mismo

receptor,probablementeel receptorde colectinas(Malbotraet al., 1990).De

acuerdocon estosresultados,en principio no pareceprobableunaparticipación

de la SP-A en la defensaactuandocomo puenteentrelas célulasmicrobianas

y los macrófagos.No seríauna “opsonina” en sentidoestricto. Sin embargo,

otrosresultadosexperimentalessí atribuyenala SP-A una funcióndeopsoniza-

ción. Manz-Keinke y colaboradores(1992) han comprobadoque la SP-A

aumentala fagocitosisde E. cali, £ aureusy Ps. aeruginosa,no opsonizadas

previamentecon suero,por los macrófagosalveolares.Asimismo, Mc Neely y

Coonrod(1993) demostraronque la SP-A se une tanto a la superficiede 5.

aureuscomoa la de los macrófagosalveolares.Sin embargo,al igual queen los

experimentosdeVan Iwaardeny colaboradores(1990),en ausenciade suerono

seproduceinternaciónde las bacteriaspor los macrófagos.

- Opsonizacióny estimulaciónde la fagocitosisde virus pormacrófagos.La SP-A

seune al virus del herpessimplex (HSV-1) y favorecesu fagocitosispor los

macrófagosalveolares(Van Iwaardenet al., 1992 b). Asimismo,la SP-A seune

a célulasinfectadaspor el virus, que muestranen su membranaplasmática

proteínasespecificasdelHSV-1. Elprocesoimplica la interacciónde lascadenas

de azúcaresde la SP-A con una proteína de tipo lectina presenteen la

membranadela partículaviral. La SP-A interaccionaría,porotraparte,con el

receptorde los macrófagosalveolares,actuandoasí como puenteentre la

partículaviral y los macrófagosalveolares,facilitando elprocesode fagocitosis

(Van Iwaardenet al., 1991; 1992 e).

SP-D

La SP-D se une a la superficie de los macrófagosalveolaresestimulando la

producciónde radicalessuperóxidopor estascélulas. Al igual que la SP-A, la activación

inducidapor la SP-D esespecíficapara los macrófagosalveolares.No se ha comprobado

si la SP-A y la SP-D seunen a un mismo receptorpresenteen los macrófagosalveolares,

perono en otrascélulas fagocíticas,o si la especificidadobservadasedebea otrascausas.

Sin embargo,en contrastecon la SP-A, la activaciónde los macrófagosalveolaresinducida

por la SP-D, no seinhibe en presenciadefosfolípidos(Van Iwaardenet al., 1992 a).
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Kuany colaboradores(1992)han indicadoquela SP-D intervieneen la aglutinación

de bacteriasGram negativascomo Escherichia coli, Salmnonellapamtyphi y Kiebsiella

pneumnoniae.Sin embargo,no seuneaStaphylococcusaureus,laúnicabacteriaGrampositiva

ensayada.La unión de la SP-D a las bacteriasGram negativaspuedeinhibirse por el

lipopolisacáridode la paredbacteriana,EDTA, monosacáridoscomo maltosay glucosa,

perono porN-acetilglucosamina(Kuanet al., 1992;Crouchet al., 1992).Por tanto, la unión

de la SP-Dalas bacteriasseproducea travésde la interaccióndeazúcaresdellipopolisacá-

rido de laparedcelularde estasbacteriasal dominio de unión decarbohidratosde la SP-D

(Crouchet al., 1992).

1.4.3.2.El surfactante pulmonar como agente inniunosupresor

El surfactantepulmonarsuprime la respuestade linfocitos periféricos frente a

mitógenosy antígenosen distintasespeciesestudiadas(Ansfield et al 1979; Wilsher et al.,

1988).Estosefectosdependendela dosisdesurfactanteempleada.Se ha observadotambién

la reducciónde la producciónde anticuerpospor los linfocitos B y de la diferenciaciónde

linfocitos citotóxicosen presenciade surfactante(Sitrin et al., 1985; Wilsheret al., 1988).

Richmany colaboradores(1990)muestranel desarrollode una respuestainmune de tipo

celular en cobayasinmunizadoscon una cepavirulentade Mycobactem-iumtuberculosis.En

aquelloscerdosa los que se les realiza un lavado broncoalveolarcon suerosalino para

eliminar el surfactantepulmonarpreviamentea la introduccióndel antígeno,la respuesta

esmarcadamentemayorqueen cerdoscontrol a los queel lavadoserealizacon surfactante

pulmonarbovino. En estosúltimos, el nivel de respuestaessemejanteal de los controlesno

tratadoscon el antígeno. Estos experimentosmuestranun efecto inmunosupresordel

surfactanteen el desarrollode una neumonitisinducidaen un modeloanimal.Se trataría

deun mecanismode defensaparaprotegeral alveolode unarespuestainmune amplificada.

Estosresultadosexplicanpor quéen el alveolo no existeuna respuestainmune específica

a pesarde la constantepresenciade antígenosinhaladosal respirar.

Ansfield y Benson(1980)identificaron al componentelipidico del surfactantecomo

el responsablede la inhibición. Los componentesmayoritarios del complejo, como

fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol o fosfatidiinositol, suprimen la respuestainmune de

linfocitos,mientrasquela fosfatidiletanolamina,laesfingomielinao elcolesterollaaumentan

(Wilsheret al., 1988).El papel del surfactantepulmonaren la regulaciónde la respuesta

inmunepuedeestardeterminadoporlas proporcionesrelativasde componentessupresores
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y estimuladores.Estaproporciónpuedealterarseen distintosestadospatológicos(Wilsher

et al., 1990).

El mecanismode inmunosupresiónno seconocemuy bien, pero pareceserque se

producedirectamentesobre los linfocitos y no a travésde las células accesorias.La

incubaciónde linfocitos en presenciade surfactantedisminuyela proliferación de estas

célulasestimuladapor mitógenos. La preincubaciónde los monocitos,que actúancomo

célulasaccesorias,con surfactanteno afectala proliferaciónde los linfocitos en las mismas

condiciones(Wilsher et al., 1990).

1.5. CICLO METABOLICO DEL SURFACTANTE PULMONAR

El surfactantepulmonaresun complejodinámicocuyahomeostasisdependedeuna

seriede procesos:

- Síntesisde los componenteslipídico y proteico.

- Transportede los lípidosy las proteínashastalos cuerposlamelares.

- Secreciónde los cuerposlamelaresa la luz alveolarporexocitosis.

- Procesamientoextracelularpara formar la mielina tubular y la monocapa

responsablede las propiedadestensoactivasdel complejo.

- Recapturadel surfactantepor los macrófagosalveolaresy, principalmente,por

los neumocitostipo II dondeva a serdegradadovía lisosomalo reincorporado

sin degradaciónen los cuerposlamelares.

15.1.BIOSíNTESIS DEL SURFACTANTE PULMOMAR

Los neumocitostipo II son las células implicadasen la biosíntesisdel surfactante

pulmonar. Los fosfolípidos del complejo se sintetizanexclusivamenteen estascélulas.

Existen resultadosexperimentalesque permiten suponer que algunas proteínas del

surfactantese sintetizanno sólo en los neumocitostipo II, sino tambiénen las células

epitelialesbronquialesdenominadascélulasdeClara.
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13.1.1.Biosíntes¡sde lípidos

Los fosfolipidosdel surfactantesesintetizanexclusivamenteen los neumocitostipo

II. La composiciónde las clasesde fosfolípidosy de especiesmolecularesde fosfatidilcolina

y fosfatidilglicerol de los cuernoslamelaresde los neumocitostipo II es similar a la del

surfactanteextracelular,aisladoa partir de lavadosbroncoalveolares(Schlameet al., 1988;

Casalset al., 1989; 1990).

La biosíntesisde los lípidosdel surfactantepulmonarha sido objetode exhaustivas

investigacionesy coincide,en líneasgenerales,con la síntesisde lípidos en otrosórganos,

salvo en lo que se refiere a la síntesisde DPPC,que es un fosfolípido característicodel

pulmón.Hasido objetodenumerosasrevisiones(Haagsmany Van Qolde, 1991;VanGolde

y Casals,1991).Por tanto, estarevisiónseva a limitar a describirlos mecanismosimplicados

en la biosíntesisde DPPC, el fosfolípido responsablede disminuir la tensiónsuperficial a

valorespróximosa cero a bajosvolúmenespulmonares.Al igual que en la mayoríade las

células,los neumocitostipo II sintetizanfosfatidilcolinaporla vía “de novo”, incorporando

un ácidograsosaturadoen la posiciónsn-1 del glicerol y un ácidograsoinsaturadoen la

posición sn-2. Aunque en estascélulas se ha estimado que un 45% de la DPPC del

surfactantesesintetiza“de novo” (DenBreejenet al., 1989),debenexistir mecanismosque

remodelenlas PCs insaturadas.La información de la quese disponehasta el momento

permiteestablecerla existenciade distintosmecanismosderemodelaciónlocalizadosen tres

fraccionessubcelulares(Figura 11):

- Microsomas: La remodelaciónde PCs insaturadasse realiza mediante un

mecanismode desacilación-readilaciónen el que puedenestarimplicadaslas

actividadesenziméticasque aparecenen la figura. La desacilaciónserealiza

medianteuna actividadfosfolipasaA2 dependientede calcio. La reacilaciónde

la LPC resultantese lleva a cabo por el concursode la actividadpalmitoil-

CoA:lisofosfatidilcolinaadiltransferasa.Los neumocitosestánenriquecidosen

la actividadacil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasasi secomparacon el

tejido pulmonar(Creceliusy Longmore,1984; Qilfillan et al., 1986). Además,

estaenzimautiliza selectivamentepalmitoil-CoA como sustratofrentea otros

adil-CoAs en los neumocitostipo II. El procesode desacilación-reacilación

puedellevarseacabotambiénmedianteunaactividadtransacilasa,dependiente

o independientede CoA. La actividad transacilasamejor estudiadaes la
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dependientedeCoA e independientede ATP (Nijsen y Van den Bosch, 1986

a, b). Además, existe otra actividad transacilasaen microsomas,que es

independientede CoA y ATP (Stanfordy Frosolono,1981).
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FIGURA 11: Mecanismosde remodelación implicados en el mantenimiento de los altos
nivelesde DPPC en el surfactante pulmonar.

- Citosol: La formación de DPPCpareceser que se lleva a cabomediantela

transacilaciónentre dos moléculas de 1 palmitoil-sn-glicero 3-fosfocolina,

reacción catalizada por la enzima lisofosfatidilcolina:lisolfosfatidilcolina

aciltransferasa(Brumley y Van den Bosch, 1977; Casalset al., 1982). La

contribución relativa de este mecanismo de transacilación frente al de

reacilaciónen la síntesisde DPPCha sido un tema de discusión,pero en la

actualidadexistenevidenciasexperimentalesqueindican queel mecanismode

transacilacióncitosólicocontribuyeen muchamenorproporcióna la síntesisde

45
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- queel mecanismode readilación(Creceliusy Longmore,1984; de Vries

t., 1985 a).

Cuerposlamelares:Lecerfy colaboradores(1987)handescritola existenciade

una actividad enzimática que transfiere fosfocolina de PC insaturadasa

ceramidas.Estafosfatidilcolina:ceramidafosfocalinatransferasapareceutilizar

preferentementecomosustrato16:0/18:1-PC,y sehapropuestoquepuedetener

una implicación en la eliminacióndeespeciesinsaturadasde PCsen favor del

aumento de la proporción de especiesdipalmitoil-PC. De esta manera

contribuye de forma indirecta al aumentode la proporciónde DPPC en los

cuerposlamelares,orgánulosde almacenamientointracelular del surfactante

pulmonar.

1.5.12.Biosíntesisy procesamientode las proteínas

SP-A

La expresiónde la SP-A esespecíficadel pulmón. Mediante hibridación “in situ” se

ha demostradola presenciade mRNA de SP-Aen los neumocitostipo II (Phelpsy Floros,

1988;Autenet al., 1996; Sugaharaa al., 1992).Sehaobservadoqueestaproteínaseexpresa

también en las células epiteliales bronquialesde Clara en algunasespeciescomo rata

(Phelpsy FIaros, 1991;Sugaharaet al., 1992),conejo(Autenet al., 1990), ratón(Korfhagen

et al., 1992) y perro (Weaver y Whitsett, 1991). En el hombre se ha podido detectar

expresiónen las células epitelialesbronquialesde Clara en algunoscasos(Auten et al.,

1990), pero no en otros (Phelps y Floros, 1991). Estudiosrecientesmuestranque existe

expresiónde la SP-A en algunascélulastraquealesy glándulassubmucosasde esteepitelio

en pulmonesdefetos humanosen el segundotrimestrede desarrollo.Tambiénseproduce

expresiónde la SP-A en célulasdel epitelio bronquialy glándulasdel mismo (Khoor et al.,

1993). Asimismo, Endo y Oka (1991) detectaronexpresiónde la SP-A en glándulasdel

epitelio bronquial en pulmonesde fetosy adultoshumanos.No se ha detectadoexpresión

de la SP-A en ningúnotro tipo celular distinto de los anterioresen ningunade las especies

estudiadas.

Sehancaracterizadotresgenesquecodificanparala SP-A humana.Dosde ellosse

expresan(White et al., 1985; Katyal et al., 1992),mientrasque el terceroes un seudogén
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(Korfbagen et al., 1991). Se ha demostradoque sólo existe un gen para la SP-A en el

genomadeconejo(Boggaramet al., 1988), rata(Fisheret al., 1988 b) y ratón (Korfhagen

et al., 1992).En estaúltima especieel gen selocaliza en el cromosoma14 (Moore et al.,

1992).

Se han aisladodos cDNA parala SP-A humana(Floros et al., 1986). Entreellos

existen sólo diferenciasque resultan de la sustitución de 6 aminoácidos,localizados

preferentementeen la región N-terminalde la molécula.La SP-A humanaestácodificada

porun gen de 4.5 Kb en el brazolargo delcromosoma10 (Brunset al., 1987;Fisher et al.,

1987) (Figura 12). El genconstade 5 exones.La organizaciónessemejantea la del gen de

la proteínaque unemanosa(MXP), tambiénpresenteen el cromosoma10 (Sastryet al.,

1989).

El gen de la SP-A codifica un mRNA de 2.2 Kb en la proteínahumana(Ballard et

al., 1986)y en la de perro (Bensonet al., 1985).Sim embargo,se han detectadovarios

mRNA en distintasespecies.Así, en la rataexistendosmRNA de 1.6 y 0.9 Kb (Sanoet al.,

1987 c; Fisheret al 1988 b), en el conejodosde2.0 y 3.OKb (Boggaramet al., 1986) y en el

ratón tres mRNA de 3.0, 1.7 y 1.0 Kb (Korfhagen et al., 1990).En todoslos mRNA de la

misma especielas regionescodificadorasson idénticas.Sólo sediferencianen la distinta

poliadenilaciónde las regionesno codificadoras.

Todavíano setieneun conocimientodetalladodelprocesamientode la SP-A en los

neumocitostipo JI. Los datosde los quesedisponeindican quela SP-A sesintetizaen los

ribosomas unidos al retículo endoplasmático.El péptido señal de la SP-A dirige

probablementeel transportehaciael lumendel retículo endoplasmático,ya que una forma

truncadade SP-A quecarecedesieteaminoácidosen el extremoN-terminalseacumulaen

el citoplasmade los neumocitostipo II (Alcorn y Mendelson,1993).

La proteínasufremodificacionesco y post-traduccionales.Seha observado“in vitro”

la N-acetilaciónco-traduccionaldela SP-Ahumana(Floroset al., 1986)y de la SP-Ade rata

(Weaveret al., 1986).La SP-A seglicosila y sulfata(Weaveret al., 1987). “In vitro”, seha

demostradola carboxilación de glutámicos dependientede vitamina K en cultivos de

neumocitostipo II (Rannelset al., 1987). Tanto la acetilacióncomo la sulfatación o

carboxilaciónde residuosde ácidoglutámico de la SP-A se han detectadopor métodos

indirectos,sin quesehayademostradola existenciadeestasmodificacionesen lasproteínas

nativas.
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Otra modificación es la hidroxilación de prolinas, reacción catalizáda por la

prolilhidroxilasa (Freedman,1989) e imprescindibleparala formacióndeuna triple hélice

de colágenoestable.En presenciade inhibidoresdeestaenzima,la SP-A seacumulaen el
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FIGURA 12. Representación esquemáticade la organización del gen
de la SP-A humana.

I..os exonesse representanpor rectángulos.Las regionesquecodifican parael
dominio colagénico aparecensombreadas,mientras que las regiones no
colagénicasson oscuras.Y indica el sitio de glicosilacióny los círculosllenoslas
posicionesde las hidroxiprolinas.Los cisteinasque participanen la formación
depuentesdisulfuro intracatenariosdela regióntipo lectinaaparecenunidaspor
líneas.TomadodeHawgood,1989.

retículo,posiblementedebidoa un incorrectoprocesode ensamblajede los multímeros

(O’Reilly et al., 1988; Perssonet al., 1988). Para estecorrectoensamblajese requiere

ademásla formacióndepuentesdisuifuro intercatenariosen la regiónN-terminalde la SP-

A. La reacciónescatalizadaporunaenzima,la proteínadisulfuro isomerasa,queconstituye

la subunidadB de la prolllhidroxilasa (Freedman,1989).El tránsitode la SP-A atravésdel
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retículoendoplasmáticoeslento, probablementecomoconsecuenciadel procesocomplejo

de estructuracióntridimensionalde la proteínarequeridoparala formación de la triple

hélicede colágenoy posteriorensamblajede los 6 protómeros.

SP-B

Esta proteína se expresaen los neumocitostipo II y en las células alveolares

bronquialesde Claraen el hombre(Phelpsy Floros, 1988;Auten et al., 1990; Stahlmanet

al., 1992),conejo(Autenet al., 1990),rata(Phelpsy Soros,1991)y ratón(D’Amore-Bruno

et al., 1991).Asimismo, se ha detectadoexpresiónde la proteínaen algunasvías aéreas

proximales(D’Amore-Bruno et al., 1991) y localización de SP-B por métodosinmu-

nohistoquimicosen los bronquiosy la tráquea(Stahlmane: al., 1992).

El gende la SP-Bhumanaseencuentraen el cromosoma2 (Emrie etal., 1988;Piot-

Matiaset al., 1989).El gen de la SP-B humanaconstade 9.5 Kb, y estádistribuido en 11

exones(Figura 13). Sólo se ha detectadoun mRNA de 2.0 Kb para la proteínahumana

(Glasseret al., 1987), 1.9 Kb parala proteínadeconejo(Xu et al., 1989),1.5 Kb parala de

rata (Emrie et al., 1989) y 1.6 Kb para la de ratón (D’Amore-Bruno et al., 1991). La

traduccióndelmRNA produceunaproteínaprecursorade la SP-B de 381 aminoácidosen

el hombre(Glasseret al., 1987;Jacobset al., 1987;Piot-Matiaset al., 1989),376 aminoáci-

dosen la SP-B de rata (Emrie et al., 1989)y 370 en la SP-B deconejo(Xu et al., 1989).

El procesamientode la SP-B humanaincluye la eliminaciónde fragmentosde 180

y 102 aminoácidosde los extremosN-terminaly C-terminalde la proteínaprecursoray se

realiza medianteal menos dos rupturasproteolíticas,porque se han detectadoen los

neumocitostipo II formasintermediasde 26 kDa (Weavery Whitsett,1989).Los sitios de

ruptura no estánmarcadospor aminoácidosbásicos,sino por un par de glutaminas.El

procesamientono escompleto,y aparecencantidadessignificativasdepreproteiñay formas

intermediasen mediosde cultivo de neumocitostipo II (Hawgoody Schiffer, 1991). Sin

embargo,en los cuerposlamelaressólo aparecela formamaduffa(Weavery Whitsett,1989).

Estudiosrecientesmuestranqueelprecursorpodríaprocesarseen los cuernosmultivesicula-

res,previamentea su incorporaciónen los cuerposlamelares,y que la enzima implicada

podríaserla catepsinaD (Weavery Voorhout, 1994).
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TATAAG PROCESSING OF SP-B
II’ ‘~‘ y vi y’’ vi’i a~

Gene tjrr.~ ~-P--J?~~WkJI
LflL~ U LJLI 1 Li

mPNA

Pr. p’op ‘o e

Pro pr ote ir

Aduce Pepirde

1~~~

y - y

FIGURA 13. Representaciónesquemáticadel gen de la SP-B humana y
del procesamientohasta formar la forma madura de la proteína.

Los exonesse representanmedianterectángulos.Las regionesque codifican para
la formamadurade la proteínaaparecende color negro.Y indica posiblessitios de
glicosilación.Tomadode Hawgood,1989.

sP-C

Se expresaúnicamenteen los neumocitostipo II (Fisheret al., 1989; Liley et al.,

1988; Shannonet al., 1990; Phelpsy Floros,1991).

Dosgenescodificanparala SP-Chumana.Probablementesetratadealelos(Glasser

et al., 1988 b). Se localizan en el brazocorto del cromosoma8 (Fisheret al., 1988 a) y se

diferenciansólo en 19 nucleótidos.Ambossetranscriben(Glasseret al., 1988 a, b). El gen

dela SP-C humanaestáformadopor 2.7 Kb (Glasseret al., 1988 b) y estáconstituidopor

6 exones(Figura 14).

9&AAA

apirrO.. 6 kb

approt. 2 kb

•pproa,42k0.

apprba. ~-8 iDa
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FIGURA 14. Representaciónesquemáticadel gen de la SP-C humana y
el procesamientohasta la formación del péptido activo.

Los exonesserepresentanmedianterectángulosy las regionesque codifican para
la forma maduraaparecende color oscuro.Tomadode Hawgood,1989.

Mediante“splicing” diferencialdel primer transcritode la SP-Chumanaaparecen

variosmRNAs (Warr et al., 1987; Glasseret al., 1988 a, b).

La traduccióndel RNA produceunaproteínaprecursorade 197 aminoácidosen la

SP-Chumana(Warr et al., 1987; Olasseret al., 1988 a, b), 194 aminoácidosen la SP-Cde

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

El procesamientode la SP-Cincluye la eliminaciónde 23-25y 133-139residuosde

los extremosN-terminaly C-terminaldel precursorrespectivamente.Asimismo, incluye la

adiciónpost-traduccionalde ácidopalmítico a los residuosde cisteina.A diferenciade lo

que ocurre con la SP-B, no se ha detectadola presenciadel precursor en el medio

extracelularde cultivos de neumocitostipo II (Beersy Fisher, 1992).Kellery colaboradores,

(1991)utilizando un sistemade traducción“in vitro”, observanque elprecursorpuedeser
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unaproteínaintegraldemembrana,con el extremoN-terminalhaciael citoplasma,mientras

queel extremoC-terminalseexponehaciala luz del retículo endoplasmático.La secuencia

quecorrespondea la SP-Cmaduraserviríade señal,así como de dominio de interacción

con la bicapa.Estosautoresmuestranque selibera un fragmentodel extremoN-terminal

del precursoren presenciade membranasmicrosomales.Por tanto, la integraciónen las

membranasmicrosomalescon la liberacióndeun fragmentoN-terminalpodríanseretapas

en el procesamientode la SP-C. Es posibleque la palmitoilaciónocurraen el aparatode

Golgi (Beersy Fisher, 1992).

SP-D

Seha detectadola presenciade SP-D marcadacon oro coloidaltantoen neumocitos

tipo II como en las células epitelialesbronquialestipo Clara.En estasúltimas el marcaje

apareceenel retículo endoplasmáticoy aparatode Golgi, asícomo en gránulossecretores.

En los neumocitostipo II apareceen el retículoendoplasmáticoy aparatode Golgi. No se

ha detectado,sin embargo,en los cuerposlamelares(Voorhoutet al., 1992).

isa.ENSAMBLAJE EN LOS CUERPOS LAMELARES

Los cuerpos lamelaresson el orgánulo de almacenamientointracelular del

surfactante.Sucomposiciónlipidica essemejantea la obtenidamediantelavadobroncoal-

veolar (Schlameet al., 1988; Casalset al., 1989; 1990).No seconocede modo definitivo su

composiciónproteica.La SP-D no seha detectadoen los cuerposlamelaresni en la mielina

tubularmediantemarcajecon oro coloidal (Voorhoutet al., 1992).Mediantela utilización

de anticuerposespecíficos,seha demostradola presenciade SP-A y SP-B en los cuernos

lamelares(Walker et al., 1986; Snydery Mendelson,1987; Weaveret al., 1988;Wilhiams et

al., 1988). Asimismo, se ha observadola presenciade SP-C en los cuerpos lamelares

mediante“Western-Blot” (Farrellet al., 1990).

Cuando se observan mediantemicroscopia electrónica los cuerpos lamelares,

aparecencomo lamelaslipídicasconcéntricasrodeadasporuna membranalimitante. Se ve

una zona central electrondensa,donde presumiblementese encuentranlas proteínas

hidrofóbicas.También se observa material amorfo entre las lamelas y debajo de la

membranalimitante (Wilhiams, 1977; 1982).El análisisde resonanciamagnéticanuclearde



ANTECEDENTESBIBLIOGRAFICOS 53

fraccionesdecuerposlamelaresaisladosrevela un bajo contenidode agua,lo que supone

un estadode bajahidratacióndel surfactanteintracelular(Grathwohlet al., 1979).

Los cuerposlamelarescontienenenzimashidrolasasde origen lisosomal(Hook y

Gilniore 1982;deVrieset al., 1985 b). Una«-glucosidasanoprecipitablecon concanavalina

A, a diferenciadela «-glucosidasalisosomal,podríaserespecíficade los cuernoslamelares

(de Vries et al., 1985 b). Los cuernoslamelaresmantienenun pH ácido (Chanderet al.,

1986)y tienenun alto contenidoen calcio (Eckenhoffy Somlyo, 1988).

No seconocecómo seoriginan los cuerposlamelares.Chevalliery CoUet (1972)

utilizando precursoresde la síntesis de lípidos y proteínasmarcadosradiactivamentey

técnicasde autorradiografía,observaronmarcajede flH] colina en el retículoendoplasmá-

tico, despuésen el aparatode Golgi y finalmenteen los cuerposlamelares.El marcajede

flH] leucinaaparecíaprimeroen el retículoendoplasmático,y posteriormenteen el aparato

de Golgi, cuerposmultivesicularesy cuernoslamelares.No seconoceel mecanismoporel

cualsetransportanlos componenteslipídico y proteicodel surfactantepulmonarde~deel

retículoendoplasmáticohastalos cuerposlamelares.Respectoal componentelipídico, se

suponeque podríanintervenirdos mecanismosdistintos:

- Transportemediado por nroteínasintercambiadorasde fosfolípidos. Se ha

sugerido que las proteínasintercambiadorasde fosfolípidos podrían estar

implicadasen la transferenciaintracelularde lípidos surfactantes(Fisher y

Chander,1985).Es interesantecomentarque el citosol de los neumocitostipo

II estáenriquecidoen proteínasque intercambianPCy PO si secomparacon

el citosol obtenidode pulmón entero(Postet al., 1980; Pool et al., 1983).Sin

embargo,no se ha demostradola existenciade proteínasintercambiadoras

específicaspara determinadasespeciesmoleculares(Fishery Chander,1985)

quejustifiquen el enriquecimientoen DPPCde los cuerposlamelaresrespecto

a otrossistemasdemembranade los neumocitostipo II (Schlameet al., 1988).

- Transnortevesicular.Medianteestudiosisotópicossepusode manifiestoque

los fosfolípidossurfactantessemueventemporalmentea travésde una seriede

partículassubcelularesde mayor densidada otras de densidadinferior, los

cuernoslamelares(Jobe et al., 1981). Magoon y colaboradores(1983) han

aisladodospoblacionesde cuerposlamelaresquesediferencianporsu relación

lípido/proteína.Medianteestudiosdeincorporacióndemarcajehanobservado
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que los cuerposlamelarespequeños,más densos,se conviertenen cuernos

lamelaresmenosdensos.

No sesabeprácticamentenadadel procesode ensamblajede las proteínasen los

cuerposlamelares.Mediante la utilización de ~H] leucina, Chevallier y Collet (1972)

observaronla apariciónde marcajeen el retículo endoplasmático,que migrabaposterior-

mentea travésdel aparatode Golgi, hastalos cuerposmultivesiculares,que sefusionaban

con los cuerposlamelares.Sin embargo,hay que tenerencuentaque la incorporaciónde

flH] leucina no esespecíficadel surfactantepulmonar.Se ha detectadola presenciade
precursoresde la SP-B en los cuerposmultivesiculares,mientras que en los cuernos

lamelaressólo aparecela forma madurade la proteína,lo que sugiere que existe una

sucesióntemporalentreambosorgánulos(Weavery Whitsett, 1992).Sedesconocedónde

seproduceel ensamblajedela SP-Ay los fosfolípidos.Algunosinvestigadoreshanpublicado

que los cuernoslamelarestienen un alto contenidoen SP-A (Snydery Mendelson,1987;

O’Reilly et al., 1988),mientrasqueotrosautoressostienenque el contenidode SP-A delos

cuernoslamelaresesmuchomenorqueel queexisteen el surfactanteextracelular(Oosterla-

ken-Dijksterhuiset al., 1991 b; Froh et al., 1990;). Cuandoseinyectan a ratasprecursores

de la síntesisde proteínasy fosfolípidos, la cinéticade apariciónde SP-A y DPPCen el

lavadobroncoalveolaressemejante. Portanto, esposiblequeexistandosvíasde secreción

de la SP-A. Unade ellasnecesitael ensamblajecon lípidosy las proteínashidrofóbicasen

los cuerposlamelares.La otra seproduciría por medio de otrasvesículasde secreción

distintas de los cuerposlamelares.No se conocebien cuál es la señalque dirige a la

proteínaen su tráfico intracelular.La proteínaparecesecretarsecorrectamenteen presencia

de inhibidoresdelprocesamientode los carbohidratos(Whitsettet al., 1985;O’Reilly et al.,

1988).Sin embargo,la glicosilaciónde la SP-A pareceserimprescindibleparael transporte

de la proteínaa los cuerposlamelares(Alcorn y Mendelson,1993).

i.SJ. SECRECION DEL SURFACTANTE PULMONAR

La secrecióndel surfactantese producepor exocitosis, mediantela fusión de la

membrana limitante de los cuerpos lamelarescon la membranaplasmática de los

neumocitostipo II. Seha estimadoque el 10-15% delos cuerposlamelaressesecretanen

una hora (Kliewer et al., 1985).
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1.5.3.1.Estimulación de la secreciónpor mediadoresquímicos locales

Distintos agentesfarmacológicosestimulanla secrecióndel surfactante“in vitro”:

-Agentespurinér~icos.La adenosina,análogosde adenosinay nucleótidosde

adeninaestimulanla secrecióndel surfactanteporcultivos de neumocitostipo

II (Gilfillan y Rooney, 1987 a, b; 1988; Warburton et al., 1989; Qobran y

Rooney, 1990; Crieseet al., 1991 a, c). Asimismo, la secreción“in vivo” es

estimuladaporadenosina(Ekelundet al., 1985)y seinhibeporantagonistasde

adenosina(Rooneyy Cobran,1988).Tantolos receptoresP1 como P, intervie-

nen en la regulaciónde la secrecióndel surfactante.La adenosinaestimula la

secreciónatravésdela interaccióncon receptoresP1 (subtipoA2). Sin embargo,

no estáestablecidodefinitivamentea travésdequéreceptoresejercesu acción

el ATP. Criesey colaboradores(1991, c) observaronque más del 75% del

efectodel ATP sobrela secreciónde PCpor los neumocitostipo II se inhibía

en presenciadeantagonistasP1, lo quesugierequeel ATP estimulala secreción

a travésde esosreceptores.Sin embargo,tambiénseha encontradoactivación

a travésde receptoresP2 (Gilfillan y Rooney, 1988; Warburtonet al., 1989).

Tambiénseha caracterizado,al menosparcialmente,el mecanismodetransduc-

ción de señalesque regula la secrecióndel surfactante“in vitro” por agentes

purinérgicos.Los receptoresP1 estánacopladosa la actividadadenilatociclasa

y ejercensu acciónmedianteel controlde los nivelesdeAMPc (Warburtonet

al., 1989; Gobran y Rooney, 1990; Criese et al., 1993), mientras que los

receptoresP2 intervienenen la activaciónde la fosfolipasaC (Warburtonet al.,

1989;Riceet al., 1990),lo queimplica movilización decalcio intracelular(Rice

y Singleton,1987; Dom et al., 1989; Riceet al., 1990)y activaciónde la proteína

quinasaC (Riceet al., 1990).

-ProteínacuinasaC. Podríaestarimplicadaen la regulaciónde la secrecióndel

surfactante.Activadoresde esta proteína, como el TPA y diaciigliceroles,

estimulanla secrecióndel surfactanteporcultivos de neumocitostipo II (Sano

et al., 1987 a; Cobrany Rooney,1990; Murataet al., 1993).

-AQonistas adrenér~icos.Estos agentesejercenun efecto estimuladordirecto

sobrela secrecióndel surfactantevía receptoresde tipo 13 (Brown y Longmore,

1981; Chander,1989). En los neumocitostipo II existen tanto receptoresJ3,
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como I3~ y ambosparecenimplicados en la regulaciónde la secrecióndel

surfactante(Kai et al., 1992).El mecanismode transducciónde la señalparece

implicar activacióndel sistemaadenilatociclasay elevaciónde los niveles de

AMPc (Brown y Longmore,1981; Cilfillan y Rooney, 1987b).

-Calcio. El aumentodela concentraciónde calcioenel citoplasmainducido por

diversosagonistaspodríamediarel procesode secreción.En estesentido,seha

descritoque jonóforosde calcio estimulanla secrecióndePC por cultivos de

neumocitostipo II (Sano et al., 1987 b). Asimismo, el lantano, un ion que

bloqueala entradade calcio en las células,inhibe la secreciónde surfactante

estimuladapordistensiónpulmonary lavadobroncoalveolar,en conejosrecién

nacidos(Corbety Owens, 1991; Corbetet al., 1991).

-Vasonresina.Estimula la secrecióndel surfactante“in vitro” a través de la

interaccióncon receptoresAVP1, probablementemediantela activaciónde la

fosfolipasaC, producciónde inositol trifosfato y diacilglicerol, y subsiguiente

activaciondelaproteínaquinasaC (Browny Wood, 1989;Browny Chen,1990).

-Regulacióncolinér~ica.Pareceejercersea travésdeuna vía indirecta.Diversos

estudios muestran que agonistascolinérgicos estimulan la secreción del

surfactanteen sistemasdepulmonesperfundidosaislados.La respuestapuede

bloquearsemediantetratamientocon propanolol, antagonista13-adrenérgico

(Massaroet al., 1982).Los resultadosobtenidosen cultivos de neurnocitostipo

II ponen en entredichoel efecto estimulantede los agonistascolinérgicos,

puestoque en estoscasosno seha observadoincrementode la secrecióndel

surfactanteen presenciade agonistascolinérgicos(Browny Longmore,1981).

-Histamina.Pareceestimularla secrecióndelsurfactanteporlos neumocitostipo

II. Su acciónseejercea travésde receptoresH2, acopladosa la activación del

sistema adenilatociclasa y a la elevaciónde los niveles de AMPc (Chen y

Brown, 1990).

-Derivados del ácido arapuidónico.El ácido araquidónicoy sus derivados

incrementanla secrecióndel surfactantepor los neumocitostipo II (Qilfifian y

Rooney, 1985; 1986).Parececlaro el papeldesempeñadopor los leucotrienos

en la regulaciónde la secrecióndel surfactante.Seha demostradoque inducen
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un incrementoen la secreciónde surfactantetanto en cultivos de neumocitos

tipo II (Gilfillan y Rooney,1986)como“in vivo”, en pulmonesde conejosrecién

nacidos(Rooneyy Cobran,1988).Sin embargo,existecontroversiaacercadela

importanciade las prostaglandinassobrela regulación de la secrecióndel

surfactante.En estudios“in vitro” la respuestade los neumocitostipo II a las

prostaglandinasfue casi inapreciable(Taylor et al., 1979). Sin embargo,las

prostaglandinasE2 ejercen un efecto estimulador sobre la secreción del

surfactanteen cortesde pulmón de conejorecién nacidos(Marino y Rooney,

1988).

1.5.31.Estimulación por factores mecánicos

La hiperventilaciónestimulala secrecióndesurfactantetanto “in vivo” (Nicholasy

Barr, 1983; Barr et al., 1988) como “in vitro”, utilizando cultivos de neumocitostipo II

sometidosa ciclos de dilatacióny contracciónmecánica(Wirtz y Dobbs, 1990 a, b; Wirtz

y Schmidt, 1992).El mecanismoa travésdel cualseproducela estimulaciónmecánicano

seconoce,pero seha propuestoquela alcalosissubsiguientea la disminucióndela presión

parcialde CO2 podríaserla causa.La ventilaciónpulmonarcon airequecontiene0% de

CO2 incrementala secreciónen un sistemade pulmón perfundidoaislado(Chander,1989).

El efecto serevierte incorporandoácidosdébilescomo acetatoo butirato 25 mM en el

medio utilizado paraperfundirlos pulmones.

1.533.Inhibición de la secreciónde surfactante por mediadoresquímicos locales

La sustanciaP (Ricey Singleton,1986)y laadenosina,a travésde la interaccióncon

receptoresA2 (Cobrany Rooney,1990), inhiben la secrecióndel surfactantepulmonar.

1.53.4. Inhibición de la secreciónpor la SP-A

La SP-A inhibe la secrecióndel surfactantepulmonarpor los neumocitostipo II,

tantola secreciónbasalcomola estimuladaporsecretagogos(Dobbset al., 1987; Riceet al.,

1987;Kuroki et al., 1988 a, b). La inhibición sepuederevertirañadiendoal mediodecultivo

delas célulasanticuerposanti-SP-A,desnaturalizandotérmicamentelaproteínao mediante
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reduccióny alquilaciónde la SP-A (Dobbset al., 1987; Rice et al., 1987; Kuroki y Akino,

1988 a, b). Sin embargo,la desglicosilaciónde la SP-A (Kuroki et al., 1988 a), o el

tratamientocon colagenasabacteriana(Murataet al., 1993)no impidenla accióndela SP-A

sobrela secrecióndel surfactante.Recientemente,Murata y colaboradores(1993) han

publicadoque un anticuerpomonoclonalanti-SP-A,cuyo epitoposelocalizaen el dominio

C-terminalde la SP-A anula por completo la actividad inhibidora de la SP-A sobrela

secrecióndelsurfactantey la capacidaddeSP-A no marcadadecompetircon ‘9-SP-A por

la unión a la superficiede los neumocitostipo II. El fragmentoresistentea colagenasa

(CRF) inhibe la secrecióndel surfactantepor los neumocitostipo II y compitecon ‘9-SP-A

por la unión a lascélulas,aunquea concentracionessuperioresa la SP-A.

La acciónde la SP-A pareceejercersea travésde la interaccióncon un receptorde

membranade los neumocitostipo II (Kuroki et al., 1988 c; Wright et al., 1989).Reciente-

mente,Strayery colaboradores(1993) han encontradouna proteínade membranade los

neumocitostipo II de 30 kDa demasamoleculary queseune a la SP-A. Estaproteínano

seexpresaen los macrófagosalveolares.A diferenciade la unión a los neumocitostipo II,

la unión de la SP-A a los macrófagosalveolaressí se inhibe tras el tratamientocon

colagenasabacteriana(Pison et al., 1992), lo quepodría indicar quela unión de la SP-A a

los dostiposcelulares,neumocitostipo II y macrófagosalveolares,podríaejercersea través

de la interaccióncon dos tipos de receptoresdistintos.

1.5.4 METABOLISMO EXTRACELULAR

La dinámicay las transformacionesque sufre el surfactanteal ser secretadoal

espacioalveolarestántodavíasin resolver.Sesabequeel surfactanteseencuentraenvarias

formasfísicasen el alveoloy en el lavadobroncoalveolar:estructurasmultilamelares,redes

membranosasde mielina tubular, vesículasuni y multilamelares,estructurasdiscoidalesy

finalmenteuna monocapade fosfolípidossuperficial. Mediantecentrifugacióndiferencial

(Thet et al., 1979; Magoonet al., 1983; Baritussioet al., 1984)o centrifugaciónen gradiente

dedensidad(Grossy Narine,1989) serecuperantresfracciones:

- ligera, formadapor vesículasuni y multilamelares.

- pesada,formadapormielina tubular.

- ultrapesada,constituida por mielina tubular en asociacióncon estructuras

semejantesa los cuerposlamelares.
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Lasvesículasuni y multilamelarescontienenpocasproteínasy tienenpocacapacidad

de reducir la tensión superficial. Las otras formas contienenproteínasy son activas

funcionalmente(Crossy Narine,1989).Mediantemarcajecon [1,2,3-3H]-glicerol,precursor

dela síntesisdefosfolípidos,seobservaque, despuésde la secreción,aparecensecuencial-

menteformasultrapesadasque evolucionanhacia formas menosdensas.Por otra parte,

mediantemicroscopiaelectrónicase observaque el contenido de los cuerposlamelares

secretadossetransformaen mielina tubular (Williams, 1977; 1982). Estosestudiosapoyan

la hipótesisde que el contenidode los cuernoslamelaressetransformaen mielina tubular,

que esprecursorade una monocapade DPPC en la interfaseaire-líquido (Figura). El

materialqueno seadsorbeen la interfaseaire-liquidoo el queseexcluyede la monocapa

aparececomovesículasqueposteriormenteseráncapturadaspor los neumocitostipo II y

los macrófagosalveolares,principalmente.Crossy Schultz(1990)reprodujeronla secuencia

de formasextracelularesdel surfactantequeprobablementeocurreen el alveolo, “in vitro”,

medianteexperimentosenlos quecíclicamenteseaumentay disminuyeel áreaocupadapor

el surfactanteen unos tubos sometidosa cambiosde posiciónvertical a horizontal.Estos

autoresdemostraronque la transformaciónde formas de densidadsemejantea la de los

cuerposlamelares,a otrasde densidadsemejantea la de la mielina tubular,dependesólo

de las variacionesde volumen aplicadasy de la existenciade una interfaseaire-liquido,ya

que las transformacionesno se producencuandose completael volumen del tubo con

surfactante,impidiendo por tanto la existencia en eflos de interfase aire-líquido. Sin

embargo,la transformaciónaformasdedensidadsemejantea lasvesículasdependeademás

de unaactividadserín-proteasa,denominadaporellosconvertasa,parcialmentecaracteriza-

da.La convertasaprobablementesetrata deunaproteínade 80 kDa,con un pH óptimo de

7.4 y que seaíslajunto con el surfactante(Grossy Schultz, 1992).La incubaciónde esta

proteínacon N-glicosidasaF reducela masamolecularaparentea 72 kDa, lo quesugiere

quepodríatratarsede una glicoproteina(Gross,1994).La enzimaesactivaen ausenciade

calcio. No se ha encontradotodavía el sustratode esta enzima,aunqueseespeculaque

podríatratarsede algunaproteínaespecíficadel surfactante.

No seconocecon exactitudla composiciónde la mielina tubular.En experimentos

“in vitro” sehanpodido reconstruirfigurassemejantesa las de la mielina tubulara partir de

mezclasde DPPC/PG,SP-A, SP-By calcio (Suzukiet al., 1989;Williams etal., 1991;Poulain

et al., 1992). Las mezclasque contienenademásSP-C tambiénforman figuras semejantes

a las de la mielina tubular,pero estaproteínano es imprescindibleparala formaciónde

dichaestructura.La adicióndeEDTA inhibela formaciónde mielina tubular,lo queindica

el absolutorequerimientode calcio (Suzuki et al., 1989; Williams et al., 1991).
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La mielina tubularparecetenerun mayorcontenidode SP-A que otrasformasde

surfactante(Wright et al., 1984).Voorhouty colaboradores(1991)observaron,mediante

marcajecon orocoloidal, que la mielina tubularpresentauna mayorcantidadde SP-A que

los cuerposlamelaresreciénsecretados.

La mielina tubularesprobablementelaprecursorade la monocapaqueseformaen

la interfaseaire-líquido. Numerososresultadosexperimentalesapoyan esta posibilidad.

Magoon y colaboradores(1983) separaronmediantecentrifugacióndiferencial distintas

fraccionesdel surfactantey encontraronque las que seadsorbíanmás rápidamentea la

interfasetambiénestabanenriquecidasen mielina tubular.Resultadossimilaresobtuvieron

Bensony colaboradores(1984)y Grossy Narine(1989).Sin embargo,otrosautoresno han

encontradouna rápidavelocidadde adsorciónde muestrasde mielina tubulary sostienen

quesetratadematerialinactivoqueseexcluyedela interfaseaire-líquido(Senet al., 1988).

1.5.5.RECAPTURA Y REUTILIZACION DEL SURFACTANTE PULMONAR

El materialsurfactantedebeserretiradodelalveolounavez transcurridosu periodo

devida media.Debe,por tanto, existir un fino equilibrio entrela secrecióndel surfactante

y su eliminaciónde los espaciosalveolares.

El surfactantepulmonarpuedeeliminarsedel alveolo a travésdevariasrutas:

- transportepor las víasaéreashaciael exterior.

- transportevía sistemacirculatorioo linfático.

- fagocitosisy degradaciónpor los macrófagosalveolares.

- reincorporaciónpor los neumocitos tipo II y posterior degradacióny/o

reutilización.

Numerososresultadosexperimentalesapoyan la idea de que la internacióndel

materiallipoproteicopor los macrófagosalveolaresy sobretodopor los neumocitostipo II

constituyenlas rutasprincipalesde eliminación del surfactantede la luz alveolar (Magoon

et al., 1983;Jacobsu al., 1985; Rideret al., 1992).

Los macrófagosalveolaresincorporanmaterialsurfactante.Seha estimadoque un

20%del complejose incorporaa estascélulas(Rideret al., 1992).Tantolos lípidos (Miles
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et al., 1988;Grábneret al., 1991; Young et al., 1993),como la SP-A (Coalsonet al., 1986;

Younget al., 1993) y la SP-C(Baritussioet al., 1989) aparecenen las vesículasfagocíticas

de estascélulastras la incubaciónde los macrófagoscon surfactantepulmonar.Cuandose

aislaronlos macrófagosde animalesa los quepreviamentesehabíaadministradosurfactante

marcadoradioactivamente,no seobtienemarcajeasociadoalos macrófagos,lo quesugiere

queestascélulasdegradanel surfactantey liberanlos productosde degradaciónal alveolo

(Pettenazzoetal., 1988).Un estudiorecientedeRidery colaboradores(1992)confirmaesta

posibilidad, puesmuestrala acumulaciónde un análogono metabolizablede DPPC,

administradojunto al surfactante,en los macrófagosalveolares.

La incorporacióndelsurfactanteen los neumocitostipo II constituyelaprincipalruta

de eliminacióndeéstedel alveolo (Rideret al., 1992).Los mecanismosresponsablesde la

recapturadel surfactantey su procesamientointracelular,asícomo la regulaciónde estos

procesosno se conocencon precisión en la actualidad.Al parecer,el surfactantees

internadomedianteendocitosis(Williams, 1987) por un procesodependientede energía

(Fisheret al., 1987; Crieseet al., 1991 d). Unavez que seencuentraen el interior de la

célula,el materialpuedeser:

- Degradadovía lisosomal,de forma que los productosde degradaciónpueden

posteriormentepasar al retículo endoplasmáticoy servir como precursores

primariosde la síntesisdenuevomaterialsurfactante(Fisheret al., 1987; Rider

et al., 1991).

- Incorporadodirectamentecomo moléculasintactas,sin sufrir ningún tipo de

degradación,en cuernoslamelares,por lo quepodríanserde nuevosecretadas

a la luz alveolar(Rider et al., 1990; 1991; Young et al., 1993).

No seconocequé factoresdirigen a los fosfolípidoshaciauna u otra localización:

lisosomaso cuerposlamelares.Se ha sugeridoquela SP-A podría estarimplicada,ya que

fraccionesdefosfatidilcolinaincubadasen presenciadeSP-A en cultivos deneumocitostipo

ií sedegradanmenosque otrasfraccionesinternadasen ausenciade SP-A (Wright et al.,

1987).La existenciade esetransportedirigido por la SP-A u otrasproteínasestodavíauna

especulación.

Se conocemucho menosacercade la internaciónde las proteínasespecíficasdel

surfactantey suposteriorprocesamientoen la célula.La SP-A probablementeseinternaa
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travésde un procesode endocitosismediadapor receptor(Ryan et al., 1989; Kalina y

Socher, 1990). Young y colaboradores(1989) demostraronque ‘9-SP-A instilada en la

tráqueaderatasadultasformandopartedecomplejoslipoproteicosaparecíaposteriormente

en los cuerposlamelaresde los neumocitostipo II. La mayorpartede la SP-A migrabacon

la misma masamolecularque la proteínanativa, aunqueen el aparatode Qolgi y en los

microsomasexistíamarcajeen péptidosdetamañoinferior (Younget al., 1989).Resultados

semejanteshan obtenido Snydery colaboradores(1988) en conejosrecién nacidos. Sin

embargo,Ryany colaboradores(1989),utilizandocultivosdeneumocitostipo II, apreciaron

quela SP-Ainternadaseencontrabaenvesículasendociticasy cuerposmultivesiculares,pero

no en los cuerposlamelares.

Todavía seconocepoco acercade la internacióny procesamientode las proteínas

hidrofóbicasy la SP-D. Baritussioy colaboradores(1989) instilaron una mezclade [“S]-

metionina-SP-Cy 32P-fosfolípidosen la tráqueade conejosde 3 díasde edad.El 50%de la

SP-C marcada no se recuperaba mediante lavado broncoalveolar 3 horasdespuésde la

instilación. Además,la tasa32P/”S se incrementaba1.9 vecesfrenteal valor inicial, por lo

queesposiblequela tasadeinternacióndelos lípidosy las proteínasseadistintao bienque

existaunamenoreficaciade reutiizaciónde la SP-C.Porelcontrario,Pinto y colabQradores

(1993)observaronuna tasade internaciónsemejanteparalos lípidos y la SP-C.También

sepudodetectarla presenciade SP-Cen los cuerposlamelarestrasla internación,perono

seconocela ruta intracelularde la proteínatrasla recapturadesdeel alveoloni si la entrada

dela proteínaenla célula seproducecomoconsecuenciade la interaccióncon un receptor

de la superficiede los neumocitostipo II.

La SP-E se une a la superficie de los neumocitostipo II, y posteriormentees

internadaporestascélulas(Bateset al., 1992).La asociaciónde ‘9-SP-Edeslipidizadacon

la superficiedelos neumocitostipo II en cultivo ocurreatravésde un procesono saturable,

y no seinhibe en presenciade un excesode SP-Eno marcadade 60 veces.Sin embargo,

cuandola SP-Eseañadeformandopartede complejoscon los lípidos del surfactantela

unión ocurrea travésde un procesosaturable,probablementeespecífico.Hay queteneren

cuentaparaexplicar estosresultadosque la SP-B agregaen solucionesacuosas,de manera

quela concentraciónefectivadeSP-Elibreparainteraccionarcon lascélulaspodríasermás

bajade la esperada.Tras la unión a la membranade los neumocitostipo II, la SP-E es

incorporadaporestascélulas.Medianteautorradiografiaseapreciamarcajede la SP-Een

lamembranaplasmática,vesículasendocíticas,cuerposmultivesicularesy cuerposlamelares,

perono envesículasrevestidas,lo quepodríaimplicar queel mecanismode internaciónno
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esdel tipo de endocitosismediadapor receptor(Breslin et al., 1992).Tambiénseaprecia

marcajedeSP-Benlos cuerposlamelaresen procesodeexocitosis,lo queindicaquela SP-B

sesecretade nuevoa la luz alveolar(Breslinet al., 1992).

Con respectoa los posiblesmecanismosque regulanla internacióndel surfactante,

Fishery colaboradores(1985,1987, 1989) encontraronquealgunossecretagogosdel surfac-

tante pulmonarcomo isoproterenol,terbutalina,ATP, ésteresde forbol y análogosdel

AMPeestimulabanla recapturadelsurfactanteutilizandoun modelode pulmónperfundido

aislado.Sin embargo,no se ha encontradoestimulaciónde la recapturadel surfa¿tante“in

vitro” pordistintossecretagogosdel surfactantea las concentracionesa las queseproducía

la máximaestimulaciónde la secreción.Ni el ATP ni la terbutalina, ionomicina, TPA o

agonistaspurinérgicosincrementanla recaptura de dipalmitoilfosfatidilcolina por los

neumocitostipo II en cultivo (Crieseet al., 1991 d).

En estudios“in vitro” seha observadoquela SP-Aincrementala recapturadelípidos

porneumocitostipo II y macrófagosalveolares,en un procesodependientede la tempera-

turay de la concentraciónde proteínautilizada (Wright et al., 1987; Riceet al 1989;Criese

et al., 1991 d). Otraslectinas,comola aglutininadeMadurapomifera tambiénincrementa

la internaciónde dipalmitoilfosfatidilcolinapor los neumocitostipo II (Crieseet al., 1991

d)

Tambiénseha publicado quelas proteínashidrofóbicasestimulanla recapturade

fosfolípidos del surfactante.Claypool y colaboradores(1984 a, b) demostraronque una

fracción de surfactantesoluble en disolventesorgánicos,y que conteníalas proteínas

hidrofóbicasSP-B y SP-C, aumentabala internaciónde lípidos del surfactantepor los

neumocitostipo II. Un estudiodeBatesy colaboradores(1989)sugierequeel fosfatidiiglice-

rol presenteen esafracción podríaserel responsablede la activación. Sin embargo,Rice

y colaboradores(1989)mostraronquetanto la SP-Bcomola SP-Cestimulabanla recaptura

de fosfatidilcolinapor los neumocitostipo II. El procesono esespecificode estascélulas,

sino que tambiénseproducíasobrelos macrófagosalveolaresy fibroblastosdepulmón. No

existía saturacióny la activaciónocurría a 4 y a 37 0C. No sesabesi existe realmente

estimulaciónde la recapturade los lípidos del surfactantepor las proteínashidrofóbicaso

si su acción se producemodificandola forma física de los liposomas,favoreciendouna

interacciónde los mismoscon lípidos de las membranasde las células.
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2. OBJETIVOS

El conocimientodelas interaccionesmolecularesqueseestablecenen el surfactante

pulmonares imprescindiblepara una correctacomprensióndel ciclo metabólico, tanto

intracelularcomo extracelulardel complejo, con vistas a una aplicación terapeúticaa

pacientescon Síndromede Distrés Respiratoriodel Neonato o Síndromede Distrés

Respiratorio del Adulto. Para establecer las bases moleculares del complejo ciclo del

surfactante,queconduceen último término,a la formacióndeunamonocapadeDPPCen

la interfaseaire-líquido,esimprescindibleel estudiodelas interaccionesentrela SP-Ay los

fosfolípidos, y que alteracionesse producenen unos y otra como consecuenciade la

interacción. Asismismo, las interacciones que se puedan establecer entre las proteínas

hidrofóbicasSP-By SP-Ccon los fosfolípidos,y de aquéllascon la SP-A puedendeterminar

la funciónbiológica del surfactante.

Con vistasal esclarecimientode algunosde estosaspectos,sehandesarrolladolos

siguientesestudios:

- Caractedzaciónestructuralde la SP-Ade cerdo.

- Efectodelcalcio, la fuerzajónica y elpH ácidosobre la estructurade la SP-A

de cerdo.

- Estudiodela interaccióndela SP-Adecerdoy humanaprocedentedepacientes

conproteinosisalveolarcon vesículasdefosfolípidos.

- Estudiosdeactividaddela SP-Adecerdo.Factoresquecontrolanla agregación

de vesículasinducidapor la SP-A.Efectode las proteínashidrofóbicassobrela

capacidadde agregaciónde vesículasde la SP-A.EfectodelpH ácido.
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3.1 MATERIALES

El materialbiológico seobtuvode cerdossacrificadosen un mataderoindustrial. Los

pulmonesutilizados en esteestudioseextrajeronjunto con la tráquea,y seselecáionaron

posteriormente,desechandoaquellosque presentaranfisuras.Los órganossemantuvieron

en hielo durante1 horahastala obtenciónde los lavadosbroncoalveolares.

La SP-A humana,aisladaa partir de lavadosbroncoalveolaresde pacientesde proteinosis

alveolar,fue suministradaporlos profesoresVan Goldey Haagsman,de la Universidadde

Utrecht,Holanda.

Los fosfolípidossintéticos1,2-dimiistoil-sn-glicero3-fosfoglicerol(DMPG), 1,2-dipalmitoil-

sn-glicero 3-fosfocolina (DPPC) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (DPPC),

procedieronde Avanti Polar Lipids (Birmingham).

Los fosfolípidos 1-palmnitoil-sn-glicero3-fosfocolina(LPC), 1,2-diacil-sn-glicero3-fosfocolina

(PC), 1,2-diacil-sn-glicero3-fosfoglicerol(PC)procedierondeSigmaCo. (St. Louis, EEUU).

Los disolventesorgánicosutilizados para disolverlos fueron de calidad HPLC y fueron

suministradospor Scharlau(España).

Trizma Base,N-acetil-triptofanamida (NATA), DL-ditiotreitol, albúmina de suerobovino y

los patronesdepesomolecularutilizadosen el análisiselectroforéticoprocedierondeSigma

Co. (St. Louis, EEUU).Los marcadoresdeelectroforesisde bajo pesomolecularpreteñidos

fueron suministradospor BethesdaResearchLaboratories(Bethesda,MD). La tripsina

utilizada en los experimentosde proteolisis procedióde Millipore (Bedford, EEUU). El

tampón Hepes, el detergenten-octil-13-D-glucopiranósidoy la enzima utilizada para la

desglicosilaciónde la SP-A, N-glicosidasaF de Flavobacteriummeningosepticum,fueron

suministradospor Boehringer(Manhein,RFA). Los reactivosde electroforesisacrilamida,

N-N’-metilén-bisacrilamiday dodecilsulfatosódico(SDS) procedieronde Sena(Heidelberg,

RFA). El n-butanolutilizado en el aislamientode la SP-A procedióde Panreac(España).

El azul debromofenolseobtuvo deFluka (Suiza).Los gelesdecromatografíaSephadexLH-

20 y LH-60 fueron de Pharmacia(Suecia).
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Todos los demásreactivosy disolventesno especificadosprocedende Merck (Darmstadt,

RFA) y poseencalidadanalítica.

3.2. AISLAMIENTO DEL SURFACTANTE PULMONAR Y PURIFICA-

ClON DEL SURFACTANTE CONTAMINADO POR COMPONENTES

PLASMATICOS

Los pulmonesdecerdoselavaronvía traquealcon unasolución0.15 M de NaCí, pH

6.9, a 40C. El lavado broncoalveolar (LBA) obtenido sefiltró a través de gasadoble, y se

centrifugóa 480 x g durante5 minutosa 40C en una centrífuga Sorvail RC2B, con el fin de

eliminar los macrófagosalveolaresy desechoscelularesexistentesen el fluido. El lavado

broncoalveolarsecongelóa -200C, hastasu posteriorutilización.

El surfactantepulmonarse aisló de acuerdocon un método puestoa punto en

nuestrolaboratorio(Casalset al., 1989)(Figura 15). El lavadobroncoalveolarlibredecélulas

secentrifugóa 105000x g durante2 horasa 40C en una ultracentrífugaBeckmanL-5. El

sedimentoasí obtenidoseresuspendióen una soluciónde NaBr al 16% en NaCí 0.15 M.

Sobreestacapasecolocaronotras deNaBr al 13% en NaCí 0.15 M, y NaCí 0.15 M, y se

centrifugó a 116000x g durante2 horas a 40C en una ultracentrífugaBeckman L-5. El

surfactantepurificado se recogió en la interfaseNaCí 0.15 M/NaBr 13%. Se tomaron

alícuotaspara valoración de proteínas.El resto se congeló en nitrógeno líquido, y se

mantuvoa -800Chastasu utilización.
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Sobrenadante Sedimento

LAVADO BRONCOALVEOLAR
LIBRE DE CELULAS <LBA)

Sobrenadanle Sedimento

Resuspensión en

en NaC~ 0.15 M

NaBr 16 %

Gradiente de densidad
NaCí 0.15 M/NaBr 13% en NaCí 0.15 MI Muestra (NaBr 16% en NaCí 0.15 r~

116000 x g, 2 h, 4C

SURFACTANTE PURIFICADO

Intertase: NaCI 0.15 M/NaBr 13 %

FIGURA 15. Esquemadel aislamiento de surfactante pulmonar de pulmón de cerdo.



MATERIALES Y METODOS 70

3.3. CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS Y FOSFOLIPIDOS DEL

SURFACTANTE

3.3.1.VALORACION DE PROTEINAS

La concentraciónde proteínas seha estimado de acuerdo con el métodode Lowry

(1959), utilizando albúmina de suero bovino como patrón. Las muestrasde lavado

broncoalveolarlibre de célulasy surfactantepulmonar,debidoa su elevadaconcentración

de lípidos, sevaloraronen presenciade SDS al 3% (Dulley y Crieve, 1975).A causade la

bajaconcentracióndeproteínaobtenida,seredujeronlos volúmenesde todos los reactivos

empleadosa 1/5 de los utilizadosen el métodode Lowry convencional.

3.3.2 DETERMINACION CUANTITATIVA DEFOSFOLIPIDOS

Se llevé a cabo mediante la valoración de fósforo de las distintas clases de

fosfolípidos,segúnel métodode Rouser(Rouseret al., 1966).Las muestrasde surfactante

purificado de contaminaciónplasmáticase transfirierona tubos de hidrólisis y, una vez

eliminadocompletamenteel disolvente,seadicionaron0.45 ml deácidoperclóricoal 70%.

Los tubos se introdujeron en un baño de arenaa 2500C durante25 minutos,dejándolos

enfriara continuacióna temperaturaambiente.Parala valoracióncolorimétricadel fosfato

inorgánicoliberadoen la reacciónanterior,seañadieron3.5 ml deaguadestilada,0.5 ml de

molibdatoamónicoal 2.5% y 0.5 ml de ácido ascórbicoal 10%. La reaccióntranscurrió

durante7 minutosen un bañode agua en ebullición, y sedetuvo por la inmersión de los

tubos en hielo. El molibdatoamónico forma un complejocon el fósforo que sereducepor

el ácidoascórbico,dandoun compuestocoloreado.La lecturaserealizaen un espectrofo-

tómetroBeckmanDU-70 a 820 nm. La cantidadde fósforo sedeterminóinterpolandolos

valoresde absorbanciaobtenidosen unarectapatrónde fosfatoinorgánico,realizadaen las

mismascondiciones.El métodopermite detectarentre3 y 23 nmolesde fosfolípidos por

muestra.En algunasocasionesseredujeronlos volúmenesde todoslos reactivosempleados

paradetectarentre0.2 y 2.9 nmolesde fosfolípidospormuestra.
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3.4. AISLAMIENTO DE LAS PROTEíNAS ESPECIFICAS DEL

SURFACTANTE

34.1.AISLAMIENTO DE LA SP-A

Laproteínasehaaisladodeacuerdocon el métododeHaagsman(1987)(Figura 16).

El surfactantepulmonarpurificadoseinyectó lentamenteen n-butanol(20:1 mL debutanol/

mg deproteína).La suspensiónsemantuvoen agitacióndurante30 minutospreviamentea

su centrifugacióna 3000x g durante30 minutosa 150C en una centrífugaSorvail RC2B. Se

utilizó un rotor flotante HB-4. El sobrenadantede estacentrifugaciónconteníalos lípidos

y lasproteínashidrofóbicasdelsurfactante.La fraccióninsolubleenn-butanolserecogióen

el precipitado,que se sometió a corrientede nitrógeno hastala total eliminación del

disolvente.Posteriormenteseresuspendióen un tampónHepes10 mM, pH 7.4,quecontenía

n-octil-B-D-glucopiranósido20 mM y NaCí 0.15 M (TampónOCP), y secentrifugóa 13400

x £ durante30 minutosa 150C en una ultracentrífugaBecknian L-5 utilizando un rotor

flotante SW-40. El precipitadose resuspendióen el mismo tampón y se repitió la

centrifugación.El segundoprecipitadoseresuspendióen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4,

y sediali2ódurante20 horasfrenteal mismotampóna temperaturaambiente.El contenido

de la bolsa de diálisis se centrifugó a 100000 x g durante30 minutos a 40C en una

ultracentrífugaBeckmanL-5. El sobrenadantede dicha centrifugaciónconteníala SP-A

purificada. Como criterio de purezanegativoseutilizó la separaciónelectroforéticade la

muestraen gelesde poliacrilamidaen presenciade SDS.
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1 SURFACTANTE

Inyección en butanol

Agitación 30 mm

3000 x g 30 mm íst

Sobrenadante Sedimento

SP—A y proteínas solubles

Secado bajo atmósfera N2

Resuspensión tampón OGP

210000 x g 15C

x2

Sobre nadant e Sedimento

Resuspensión Tris-HCI
5 mM pH 7.4

Dialisis 20 horas

Centrifugación 30 minutos

a 100000 x g 4 t

so brenada n te Sedimento

SP-A

FIGURA 16: Esquemadel aislamiento de la SP-A de pulmón de cerdo.
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3.42.AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS HIDROFOBICASSP-By SP-C

Las proteínashidrofóbicasdel surfactanteSP-B y SP-Cse aislarony purificaron a

partir depulmonesdecerdosegúnelmétododeCurstedy colaboradores(1987),con algunas

modificacionesque mejoranla separaciónde las proteínashidrofóbicasde los lípidos y de

éstasentresí (Pérez-Cilet al., 1993) (Figura 17).

Los pulmonesdecerdosetrocearony selavaroncon unasolución0.15 M NaCí,0.005

M EDTA, pH7.0 (1 litro/1 Kg de pulmón).Los trozosde pulmón seagitarony comprimie-

ronparaconseguirla transferenciade la mayorcantidadposibledesurfactantea la solución

salina.El materialbiológico no sehomogeinizapara evitar la contaminacióncon material

intracelular.

El lavadoasíobtenidosefiltró a travésdeunagasay secentrifugóa 1000 x g, a40C

durante15 minutos.El sobrenadantequeresultadeestacentrifugaciónserecogióy sevolvió

acentrifugar,estaveza 3000 x g, a40 C durante2 horas.El precipitadoasíobtenidocontiene

los lípidosy proteínasdel surfactantepulmonar.Esteprecipitadosealmacenóa -200C hasta

serutilizado.

Las proteínashidrofóbicasdel surfactantese aislarona partir de los extractos

orgánicosde los precipitados,sometidosa una típica extracciónlipídica por el métodode

Bligh y Dyer (1959)modificadobrevemente.Seadicioné1 volumendecloroformoy otro de

metanola los precipitados,tomandocomoreferenciael volumenqueéstosocupan.Después

de agitar exhaustivamenteen vórtex, seformó un sistema bifásico, extrayéndosela fase

orgánica(inferior) y lavándosela acuosa(superior)con un volumendecloroformo/metanol

2:1 (y/y). Los extractosorgánicosreunidosselavaroncon KCl 0.15 M (añadiendoun 25%

del volumen de las fasesorgánicasreunidas),y la fase orgánica, una vez extraída,se

concentréhastaun volumen aproximadode 0.5 ml bajo corrientede N
2. Estevolumen se

aplica en una columna cromatográficade SephadexLH-20 (75 x 2cm) equilibradacon

cloroformo/metanol2:1 (V/V). Se recogieronfraccionesde 2 ml en un colector,y seobtuvo

un perfil de elución por medidasde absorbanciaa 240 y 280 nm en un espectrofotómetro

BeckmanDU-70. El pico quecontieneproteínasevolvió a concentrarhastaun volumen de
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FIGURA 17: Esquemadel aislamientode las proteínas bidrofóbicas
SP-B y SP-C de pulmón de cerdo.
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0.25 ml bajo flujo de N2, y se aplicó en una columnade SephadexLH-60 (80 x 1.5 cm),

equilibrada con cloroformo/metanol/HCI 0.1 N (1:1:0.05, y/y/y). Se recogieronfracciones

de 0.5 mi, construyéndoseel perfil de elución midiendoabsorbanciaa 240 y 280 nm. Los

picos de SP-B y SP-Csereunierony sealmacenarona - 200C hastaserutilizados.

3.5. ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LAS PROTEíNAS DEL

SURFACTANTE

3.5.1.ELECTROFORESISEN GELES DE POLIACRJLAMIDA EN PRESENCIADE SDS

3.5.1.1.SP-A

La proteína aislada se analizó medianteelectroforesisdiscontinuaen geles de

poliacrilamida en presenciade SDS y condicionesreductoras(Laemli, 1970). Los geles

concentrantey separadorutilizadosseprepararoncon una concentraciónde acrilamidadel

4% y 12% (P/V) respectivamente.El disolventede las muestrasse secó a vacío en una

centrífugaSpeedVac Concentrator(SavantYnd,NY, EEUU)y lasmuestrasseredisolvieron

en20 uL de tampón Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8, queconteníaglicerol 10% (P/V), SDS 2.3%

(P/V), ditiotreitol 60 mM y azul de bromofenol.Normalmentese aplicaron5-10 i~g de

proteína.Asimismo, seaplicaron30 j¿l de una solución deproteínasmarcadorasde masa

molecularconociday disueltasen el mismo tampónque las muestrasa una concentración

de 1 mg/ml. Lasproteínasmarcadorasutilizadasfueronalbúminabovina(66 kDa),albúmina

de huevo(45 kDa), pepsina(34.7kDa), tripsinógeno(24 kDa), fA-lactoglobulina (18.4 kDa)

y lisozima (14.3 kDa). Inmediatamenteantesde su aplicación en el gel, las muestrasse

calentarona 1000C durante2 minutos.

La electroforesissedesarrollóa unacorrienteconstantede 15 mA/gel. Balo estas

condicionesel voltajeaumentagradualmente.La electroforesisserealizaenunacubetaMini-

ProteanII (Bio-Rad).La fuentedealimentaciónutilizadafue deBIO-RAD Model 1000/500.

Los gelesserevelaroncon una solución0.0125%(P/V) de azul de CoomasieR-250, 50%

(V/V) de metanoly 10% (V/V) de ácido acéticoduranteal menos 12 horas.Tras este
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tratamientose colocaron en una solución de desteñido1 que contiene 50% (y/y) de

metanoly 10%(V/V) de ácidoacéticodurante2 horas.Posteriormentesemantuvieronen

una soluciónde desteñidoII que contiene5% (V/V) de metanoly 7% (V/V) de ácido

acéticoduranteun tiempo indefinido hastafotografiarseo secarse.

33.12. SP-By SP-C

El análisisde la purezade las proteínashidrofóbicasaisladasserealizó,al igual que

la SP-A, medianteelectroforesisen gelesde poliacrilamidaen presenciade SDS, segúnel

métododeLaemli (Laemli, 1970).El gel concentrantesepreparócon unaconcentraciónde

4% de acrilamiday el gel separadorcon una concentraciónde 18%. Las muestrasse

disolvieronen un tampónquecontieneglicerol 10%, Tris-CHi 0.0625M, SDS2.3%,pH 6.8,

en condicionesno reductorasy reductoras(añadiendoB-mercaptoetanol5% al tampón de

aplicación),sehirvierona 1000C durante2 minutosy seaplicaron.La electroforesissellevó

a caboa voltajeconstantede60 V parael gelconcentrantey de 160enel gel separador.Las

proteínassedetectaronporel métodode tinción de platadescritoporOakleyy colaborado-

res(1980).

3.51.CUANTIFICACION ‘DE LAS PROTEíNASDEL SURFACTANTE PULMONAR

La cuantificaciónde las proteínasdel surfactanteseha realizadomedianteanálisis

cuantitativode aminoácidos.Las muestrassehidrolizaronmediantela adiciónde 0.2 ml de

HCI azeótropo5.7 N con fenol 0.1% (P/V). Como patróninternoseutilizó el aminoácido

no proteico nor-leucina.Los tubos secerrarona vacíoy se incubarona 1 100C durante24

horas.Transcurridoestetiemposeabrieron,y el HCI seeliminó en un desecadora vacíocon

NaOH,y selavarondosvecescon 0.1 ml de aguadestilada.Las muestrassesecaronavacío

en una centrífugaSpeedVac Concentrator(SavantYnd NY, EEUU). El análisisserealizó

de manera automáticaen un analizadorde aminoácidosBeckman System 6300 High

Performance.Parala SP-A de pulmón decerdola cantidadde proteínasecalculó a partir

de la secuenciade aminoácidosde la SP-A humana(White et al., 1985). La estimaciónde

la cantidaddeproteínaseha realizadoutilizando los residuosAsx, Thr, Clx, Oly, Ala y yal.
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La cuantificaciónde las proteínashidrofóbicasserealizómedianteel mismoanálisis

de aminoácidos.Secomprobóqueparavalorar la cantidaddeproteína,la mejor estimación

la proporcionabanlos residuosClx, Ala, Tyr, Phey Lys parala SP-B;y Asx, Ala, Lys y Arg

parala SP-C.

3.6. ESTUDIOS ESTRUCTURALES Y DE MODIFICACION QUíMICA

DE LA SP-A

3.6.1.ESPECTROSDE FLUORESCENCIA

Todoslos estudiosdefluorescenciaincluidos en estamemoriasehan realizadoenun

espectrofluorímetroPerkin Eliner MPF-44Etrabajandoen el modo “ratio”, en condiciones

de uso de un fotomultiplicadorde referencia,deforma que operandosiemprea un mismo

voltaje (- 750 y), todos los espectrosobtenidospara una misma longitud de onda de

excitación son perfectamentecomparablesentresí. Se han utilizado cubetasde 0.2 cm de

pasoóptico. Las anchurasde rendija utilizadasfueron de 7 y 5 nm para los hacesde

excitacióny emisiónrespectivamente.Los espectrosseregistrarondesde285 a400 nm, con

una velocidadde barridode 1 nm/sec.Las muestrassetermostatizarona 20, 37 o 450C

medianteun bañoLaudaRM-3.

Los espectrosde fluorescenciade la SP-A seregistrarona 20 o 370C en 0.3 ml de

tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, a una concentraciónfinal de SP-A de 6.7-10 pg/ml. Se

utilizaron como longitudes de onda de excitación 275 nm para registrarel espectrode

fluorescenciatotal de la proteína,y 295 nm para excitar selectivamentelos residuosde

triptófanos.Paraanalizarla contribucióndelos residuosde tirosinay triptófanoal espectro

total de la SP-A se ha excitadola proteínaa 295 nm. El espectroobtenido senormalizó

respectoal registradoexcitandoa 275 nm, considerandoquela emisión de fluorescenciaa

longitudesdeondasuperioresa 380 nm sedebeexclusivamentea la emisiónde los residuos

de triptófano (Eisinger,1969).El espectronormalizadoesel de la emisión de los residuos

de triptófanode la SP-A. La diferenciaentreel espectroregistradoexcitandoa 275 nm y el

espectronormalizadode emisión de los triptófanoscorrespondea la contribución de las

tirosinasal espectrototal de la SP-A.
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Paralelamente,y en las mismascondiciones,se registró el espectrodel tampón

utilizado encadaexperimentoparaobtenerel pico Ramandel agua.Estabandaserestéde

cadaespectroantesde representarlos datos.

3.62.ESPECTROSDE DICROíSMO CIRCULAR

Todoslos espectrosde DicroísmoCircular incluidos enestamemoriaseregistraron

en un dicrógrafo lyon Mark III equipadocon una lámparade xenon de 250 W. Las

disolucionesdeproteínase analizaronen cubetasde 0.1 cm depasoóptico. Los espectros

seregistraronen el ultravioletalejano (250-200nm), con una velocidaddebarrido de 0.2

nm/segundo.Seacumularoncincoespectrosparapromediarel efectodelruido. Previamente

seprocedióal trazadode una línea basecolocandoen la cubetadel dicrógrafoel mismo

volumen del tampón utilizado para disolver la proteína. Los resultadosse expresanen

elipticidadmolar por residuo(gradoscm2 dm014considerandoparala SP-A 110 como el

pesomolecularmedio~or residuo.Laconcentraciónde proteínaseestimémedianteanálisis

de aminoácidos.

L6.3 COMPOSICIONDE AMINOACIDOS

El contenidoen triptéfanode la SP-A seha calculadode acuerdocon el métodode

Beaveny Holiday (1952).Paraello sepreparóunadisolución de SP-A en NaOH 0.1 N cuya

absorcióna 290nm estuvo comprendidaentre0.2 y 0.5. Sedeterminéla absorciónde esta

disolucióna 294.4 nm. El contenidoen triptéfanosecalculéa partir de la ecuación:

MIyy/Mt,p = (0.592A~A - 0.263 Ar) / (0.263 A~so - 0.170Ay~j

dondeM~ y M,~ correspondena los molesde tirosinay triptófano pormol deproteínaque

existenen la SP-A respectivamente.La concentraciónmolardetirosinassecalculómediante

hidrólisisácidaen las condicionesdescritasen el apartado3.5.2.
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El contenidode cisteínasedeterminécomoácidocisteicodeacuerdocon el método

deHirs (1967):

En primer lugarseprocedióa la preparacióndel ácidoperfórmico,tomandocanti-

dadesde agua oxigenaday ácidofórmico al 99% enproporción1:9. Estamezclase

mantuvo a 250C durante2.5 horas.A continuaciónsellevé a -10C y se mantuvo

a esatemperaturadurante20 minutos.

Posteriormente,lamuestradeSP-A seredisolvióen 200 pl deácidoperfórmicopre-

paradoen las condicionesdescritaspreviamente,y se incubéa -10W durante2.5

horas.El ácido se eliminé a vacío en una centrífuga Speedyac. Las muestras

oxidadassesometierona hidrólisis ácidasegúnel método descritoen el apartado

5.2 durante24 horas.Paralelamentesetraté en las mismascondicionesuna muestra

de lisozima de clara de huevo, de composiciónde aminoácidosconocida, para

comprobarla eficaciade la oxidación.

El contenidodelrestode los aminoácidossedeterminémediantehidrólisisácidaen

las condicionesdescritaspreviamente.Serealizaronhidrólisisduranteperidosdetiempomás

largos, como 48 y 72 horas para determinarel contenido en treonina, serma,valina e

isoleucina.

3.6.4.DESGLICOSILACIONDE LA SP-A

La desglicosilaciónde la SP-A serealizómediantetratamientodela proteínacon

glicosidasaF de Flavobacteriummeningosepticum(Boehringer913782)a 37W durante24

horas.La reacciónde desglicosilaciónsellevó a caboen tampónfosfato 15 mM, pH 7.4, que

contenía12 mM EDTA, 20 mmn-octil-B-glucopiranósido(OGP),fluorurodefenilmetanosul-

fonio (PMFS) 1.5 mM, azidasódica(0.02%,P/V) y 45 unidadesdeenzima/mgdeSP-A. En

todos los experimentosseincluyeronblancosqueconteníanSP-Ay el restodecomponentes

de la mezclade incubación,a excepciónde la enzima.Finalizadala incubación,el detergente

(OCP),EDTA y otroscomponentesdebajopesomolecularseeliminaronmediantediálisis

de la mezclade reacciónfrentea tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, durante48 horasa 40C.

La eficaciadela reaccióndedesglicosilaciónsecontrolémedianteelectroforesisen gelesde

poliacrilamidaen presenciade SDS, de acuerdocon las condicionesdescritaspreviamente.
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3.7. CAMBIOS ESTRUCTURALES INDUCIDOS POR CALCIO,

FUERZA TONICA Y PH ACIDo

3.71. ESTUDIOS DE AUTOAGREGACION DEPENDIENTE DE CALCIO, FUERZA

IONICA O PH ACIDO

3.1.11.Cinética

La autoasociaciónde la SP-A seha ensayadomidiendo absorbancia a 360 nm en un

espectrofotémetroBeckmanDU-8 equipadoconun portacubetastermostatizado.Los ensayos

serealizarona 370 C. Seutilizaron cubetasde 1 cm de pasoóptico. El experimentoseinició

adicionandoalascubetasdemuestray referencia0.3 ml del tampónutilizado. Despuésde

10 minutos,seañadióla SP-A en lacubetademuestra.En la cubetade referenciaseañadió

el mismovolumen de tampónTris-HCl 5 mM, pH 7.4, en el queestádisueltala SP-A. La

concentraciónde la SP-A fue de 43 pg/ml o superior.La absorbanciasemidió durante10

minutoscon intervalosentrelecturasde 1 minuto.La autoagregacióndelaproteínacomenzó

trasla adición de unaalícuotade una soluciónstock de CaCI,en lascubetasde muestray

referenciapara conseguir una concentraciónen el medio 5 mM. El incrementode

absorbanciase midió duranteotro periodo de 10 minutos.Finalmentela agregaciónse

revirtió adicionandounaalícuotade unasoluciónconcentradade EDTA paraconseguiruna

concentración10 mM.

3.7.12.TItulacióncon calcio

Los experimentossehanrealizadoen las mismascondicionesdescritasenel apartado

anterior,perotrasla adiciónde la SP-A, y transcurridos10 minutos,seadicionaronsucesivas

alícuotasde una soluciónconcentradade CaCI, con intervalosde tiempo entreadiciones

sucesivasde 7 minutos.
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3.72.ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS

3.72.1.Espectrosde fluorescencia

El estudiodel efectode la presenciay ausenciade calcio, pH ácidoy fuerzaiónica

en el espectrode fluorescenciade la SP-A se ha llevado a cabo a 20W en las mismas

condicionesdescritasenel apartado3.6.1.y disolviendola SP-A enlos siguientestampones:

- Tris-HCI 5 mM, pH 7.4

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

- Tris-HCI 5 mM, CaCl25mM, pH 7.4

- Tris-HCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4

- Tris-HCl 25 mM, Acetatosódico25 mM, pH 4.5

La longitud de ondade excitaciónutilizada fue 295 nm para excitarselectivamente

los residuosde triptófano.

3.7.21.1. Variación de la intensidaddefluorescenciaenfunción de la concentraciónde calcio

o cloruro sádico

Los ensayosde titulación con calcio o cloruro sódico se realizarona 20
0C a una

longitud de ondade excitaciónde 275 nm. La SP-A sedisolvió en 0.3 ml de tampónTris-

HCI 5 mM, pH 7.4 (concentraciónfinal 10~g/ml). Despuésde 10 minutos a 200C, se

adicionaronsucesivasalícuotasde una soluciónconcentradade CaCI, 0.3 M o de NaCí 2M

preparadasen el mismo tampón,El intervalo de tiempo entrela adición de las sucesivas

alícuotasde calcio o de NaCí fue de 3 minutos.Paralelamenteserealizaronexperimentos

control,adicionandoa la proteínalos mismosvolúmenesde aguadestilada,paracorregirla

disminuciónde intensidadde fluorescenciaprovocadapor la dilución
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3.7.21.2Apagwnientode la fluorescenciaintriñsecade la SP-Apor acritamida

Se registraronen las mismascondicionesexperimentalesdescritasen el apartado

3.6.1,peroutilizandocomolongitud de ondade excitación295 nm paraexcitarselectivamen-

te los residuosde triptófanoy parareducirla absorbanciadela acrilamida.Los espectrosde

fluorescenciaseregistraronantesy despuésdeañadiralícuotassucesivasde unadisolución

concentrada de acrilamidaen agua destilada(2M o SM). Paralelamentese registraron

espectrosen las mismascondicionesañadiendoalícuotasde aguadestiladaparaobtenerla

variaciónde intensidadde fluorescenciadebidaa dilución. La dispersiónprovocadapor la

adición de las alícuotasde acrilamidase corrigió añadiendoalícuotassemejantesde este

agentea0.3 ml detampón5mM Tris-CIH, pH 7.4. La absorbanciade lasmuestrasa 29Snm

y 330 nm se midió a 200C en un espectrofotómetroBeckmanDU-8 equipadocon un

portacubetastermostatizado.El efecto de filtro interno se corrigió de acuerdocon la

expresiónF, = x ~ (Lakowicz, 1983) dondeF, y F~ son las intensidadesde

emisióndefluorescenciacorregiday medidadirectamente,respectivamente.Aem y Aex son

la absorbanciadela muestraa las longitudesdeondade emisióny excitación,330y 295 nm,

respectivamente.

Los resultadosseanalizaronde acuerdocon la ecuaciónde Stern-yolmerparael

apagamientocolisional (Eftink y Ohiron 1981):

F
0/F= 1+K,~[Q]

donde F0 y F son las intensidadesde emisión de fluorescenciamedidasen ausenciay

presenciade acrilamidarespectivamente,O esla concentraciónde acrilamidaexistenteen

el medio, y K~ es la constantede Stern-yolmerque da cuenta de la mayor o menor

accesibilidadde los residuosfluorescentesal agentede “quenching”. RepresentandoFO/F

frentea la concentraciónde acrilamidaseobtuvo l<,~ a partir de la pendientede la recta

obtenida.
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3.1.22.Espectrosde Dicroísmo Cfrcular

Sehanrealizadodeacuerdocon las condicionesdescritasen elapartado3.6.2..Para

estudiarla influenciadelcalcioenconcentracionesmicromolaressecompararonlos espectros

de dicroísmocirculardela SP-A en tampónTris-HCI5 mM, pH 7.4,en presenciao ausencia

deEDTA 1 mM. Paraestudiarla influenciadel calcioenconcentracionesmiimolareso de

la fuerza iónica sobre el espectrode dicroísmo circular de la SP-A se registraronlos

espectrosde la proteínaen tampónTris-HCI SmM, pH 7.4. A continuaciónseañadieron

alícuotasde una solución de CaCI, 0.075 M o de una soluciónde NaCí 2M en Tris-HCI

SmM, pH 7.4. Se registraronlbs espectrosde la SP-A despuésdecadaadición. Igualmente

se trazaronlíneas basea las que se añadieronalícuotassemejantesde CaCI, y NaCí.

Despuésde realizadoel experimentose tomaron alícuotaspara valoraciónde proteínas

medianteanálisis de aminoácidosantesy despuésde centrifugara 3000 r.p.m. en una

centrífugaWifug paradescartarla posibleprecipitacióndela proteínadebidaa agregación.

Paraanalizarel efectodelpH ácidosobreel espectrode dicroísmocirculardela SP-

A seregistréel espectrode la proteínaen tampónTris-HCI 25 mM, Acetatosódico25 mM,

pH 4.5. Una vez trazadoel espectroseañadió3 pl de una solucióndeNaOH 0.1 N para

cambiarel pH de ácido a neutro, registrándosea continuaciónel espectrode la SP-A

despuésdel cambiodepH.

3.7.3. SUSCEPTIBILIDADA LA HIDROLISIS PORTRIPSINA

Los ensayosdedigestióndela SP-A contripsinaserealizaronincubando5 pg deSP-

A con 750 ng de tripsina en un volumen final de 14 pl de tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4

en ausenciao presenciadea) EDTA 1 mM, b) CaCI, 5 mM, c) NaCí 150 mM.

Las mezclasse incubarona 370C durante6 horas.La reacciónsedetuvo por la

adición de tampónTris-CIH 0.125 M, 20% glicerol (P/y), 4% SDS (P/y), pH 6.8. Las

muestrassecalentarona 1000C durante2 minutos,y seanalizaronmedianteelectroforesis

en gelesde poliacrilamidade acuerdocon las condicionesdescritaspreviamente.
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3.8. ESTUDIOS DEL EFECTO DE LOS LíPIDOS SOBRE LA ESTRUC-

TURA DE LA SP-A

3±1.PREPARACION DE VESíCULAS FOSFOLIPIDICAS

Las vesículasde fosfolípidosseprepararontomandola cantidadnecesariade cada

fosfolípido disuelto en cloroformo: metanol, 2:1 (y/y). Posteriormentese evaporo

completamenteel disolventebajoatmósferadenitrógeno,y los tubossemantuvierona vacio

todala nocheen un desecador,con el fin deasegurarla total ausenciade trazasdesolvente

orgánico.Las diferentesvesículasfosfolipídicasseprepararona una concentraciónde 1 o

3 mg/mlmediantehidrataciónde la películade fosfolípidosen tampónTris-HCI 5 mM, pH

7.4, queconteníaNaCí 150 mM durante1 horaa unatemperaturasuperiora la temperatura

de transición de fase del fosfolípido correspondiente.Las dispersionesresultantesse

sonicarona 240 W mediante10 pulsosde 30 segundos,con intervalosde 15 segundosentre

los pulsos,en un sonicadorMSE SonicPowerInstrumentsprovisto de una sondade titanio

de 15cmdelongitud y 2 mm dediámetromínimo.La temperaturadesonicaciónfue de 40C

paraPC, LPC y PC y de 450C para DPPC,DPPG,DPPC/DPPCy DPPC/PG,y de 37W

para DMPG. La solución obtenida se centrifugó en una microfuga Hetich durante 10

minutos,tomandoel sobrenadanteparala realizaciónde los ensayos.Se tomaronalícuotas

antesy despuésdecentrifugarparavalorarla concentraciónde fosfolipidosdeacuerdocon

el método de Rouser(1966)descritopreviamente.Las vesículasseprepararoninmediata-

menteantesdel inicio del experimento,y semantuvieronposteriormentea la temperatura

en la queserealizaronlos ensayos.

El tamañodelasvesículasutilizadasseanalizómediante“quasielasticlight scattering”

(QEL), de acuerdocon el método de Koppel (1972). Las medidasse realizaronen un

Autosizerlic PhotonCorrelationSpectrometer(MalvernInstruments,Q.B.) usandoun láser

dehelio-neóncomofuentede luz incidente(1= 632.8nm),y operandoa5 mW. El diámetro

de las vesículasfue de 160-200nm, con un índice de polidispersidadde 0.2. Las vesículas

fueron establesa lo largo del desarrollode los experimentos.
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3.82.ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS

3.82.1.ExperImentos de variación de la fluorescenciaIntrínseca de la SP-A en presenciade

cantidadescrecientesde vesículasfosfolipídicas.

La interaccióndela SP-A con fosfolípidossehaestudiadomidiendolos cambiosen

el espectrode emisión de fluorescenciatotal dela SP-A despuésdela adicióndediferentes

tiposde vesículasde fosfolípidoso de micelasde LPC.

Laproteínaseadicionéa lacubetadelespectofotómetroqueconteníatampónTris-

HCI 5 mM, pH 7.4, en presenciao ausenciadeNaCí 150mM (concentraciónfinal 10 pg/ml)

y semantuvoa 370C durante10 minutos.Transcurridoestetiempo seregistréel espectro

de emisión de la proteína (X= 275 nm). Posteriormentese inició el experimentode

titulaciónmediantela adicióndesucesivasalícuotasdeunasoluciónconcentradadevesículas

(1 o 3 mg/mi) a la solución de proteína en la cubeta. Las lecturas de intensidadde

fluorescenciase corrigieron paradescartarel efecto de: i) La dilución ocasionadapor la

adiciónde las vesículas.Paraello seañadióa otramuestrade SP-A 10 pg/ml alícuotasde

tampón Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que conteníaNaCí 150 mM, el tampón utilizado para

hidratarlas vesículas.u) El efecto de “scattering” provocadopor los lípidos. Para ello se

añadieronalícuotasde la soluciónde vesículasa unamuestrasin SP-A del tampónutilizado

enel experimento.iii) El efectodefiltro interno. Estacorrecciónserealizó deacuerdocon

la expresiónF, = F1»x 10<Aem*AcO/2 (Lakowicz, 1983),dondeF~ esla intensidadde fluorescen-

cia corregida, Fm es la intensidadde fluorescenciamedida despuésde la corrección del

“scattering”,y Acm y Aex sonlas medidasde absorbanciade las solucionesa las longitudes

de onda de emisión y excitación, 330 y 275 nm, respectivamente.La absorbanciade las

muestras semidió duranteel desarrollode los experimentosde titulación, tras la adición

de cadaalícuotade fosfolípidos, en un espectrofotómetroBeckmanDU-8. En todos los

experimentosla absorbanciade las muestrasfue inferior a 0.1.
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3.822. Experimentos de apagamiento de la fluorescencia intrínseca de la SP-A por

acrilamida en presenciade vesículas de fosrolípidos

Los experimentossehanrealizadodeacuerdocon elmétododescritoen el apartado

3.7.2.1.2.Los lípidos se añadierona la solución que contieneSP-A para conseguiruna

relaciónenpesolípido/ SP-A4:1, que equivalea unarelaciónmolar200:1,considerandoel

pesomoleculardel monómerode SP-A. El tampónutilizado paradisolverla SP-A fue Tris-

HCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4, y la temperaturade realizacióndelos experimentosfue

de 370C. Los resultadossecorrigieronparaeliminar:

1) dilución de la SP-A

2) “scattering”de la soluciónde fosfolípidos

3) efectode filtro interno

3.82.3.Espectrosde DicroísmoCircular

Los experimentosse han realizadode acuerdocon las condicionesexperimentales

descritasenelapartado3.6.2.Unavezregistradoelespectrodedicroísmocircular dela SP-A

en tampónTris-MCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4, seañadieronsucesivasalícuotasde una

soluciónde LPC o DPPC/DPPC(7:3, en peso)3 mg/mi. Asimismo,setrazaronlíneasbase

a las que seañadieronidénticasalícuotasde la soluciónde fosfolípidos.

3.9. ENSAYOS DE ACTWIDAD: ESTUDIO DE LA AGREGACION DE

VESíCULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA SP-A

3.9.1.ESTUDIOS CINETICOS

Los estudiosde agregaciónde vesículasde fosfolipidosinducidosporla SP-A sehan

realizadomidiendola cinéticadela variaciónde la absorbanciaa 400 nm en un espectrofo-

témetroBeckmanDU-8 equipadocon un portacubetastermostatizado.El pasoóptico de las

cubetasutilizadasfue de 1 cm. La temperaturade realizaciónde los experimentosfile de
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370C. Estosexperimentossehan realizadocon vesículasdedistintacomposiciónfosfolipídi-

ca, a diferentesralacionesmolareslípido:proteína,a diferentesfuerzasiónicas,diferentes

pHs y en presenciay ausenciadeEDTA. El volumen total de la disoluciónfue de 300 pl.

3.92.REQUERIMIENTO DE CALCIO

Los experimentosserealizaronen lasmismascondicionesdescritasparalos estudios

cinéticos.El ensayose inició con la adición de las vesículas(21 pg de fosfolípidos)en las

cubetasdemuestray referenciaen tampónTris-HCI5 mM, NaCí 150mM, pH 7.4. Después

de 10 minutos a 37W, se añadió la SP-A (1.5 pg). Una vez estabilizadala señal de

absorbanciaa 400 nm, seañadieronsucesivasalícuotasde una soluciónstockde CaCI,, con

un intervalode tiempode 7 minutosentrecadaadición.

3.9.3.ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

El estudiodela influenciadela temperaturasobrela agregacióndevesículaslipídicas

inducidopor la SP-A seha llevado a cabomediantedos tipos diferentesdeaproximaciones

experimentales:

Variación c4iscontinuade la temperatura.

Se ha realizado en un espectrofotómeto Beckman DU-8 de acuerdo con las

condicionesexperimentalesdescritaspreviamente,realizandoexperimentosadistintas

temperaturas(10,20, 30, 40, 45, 500C), inferioresy superioresa las temperaturasde

transicióndefasedelas distintasvesículasutilizadas,DMPC, DPPCy DPPC/DPPC

(7:3, en peso).Secontroléla estabilidadtérmicade laproteínaa 45 o 500C.

Variación continuade la temperatura.

Seharealizadoen un espectrofotómetroGBC 918 equipadocon un accesoriopeltier

parala termostatizaciónde las cubetas.Seutilizaroncubetasde 1 cm depasoóptico

y serealizaronexperimentosen presenciay ausenciade SP-A. La concentraciónde

fosfolípidosy la relaciónlípido/proteínautilizadafue la mismaqueen los experimen-

tos anteriores.El volumen total de la disoluciónfue de 1.2 ml. El ensayoser~alizó
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en ausenciade calciomiimolar. La temperaturasefuevariandodemaneracontinua

con una velocidadde barrido de 0.5W por minuto. Se realizaronexperimentos

calentandolasmuestrasdesde20W hasta500C y volviéndolasa enfriary viceversa.

3.94. ESTUDIO DEL EFECTODE LAS PROTEINAS HIDROFOBICAS SP-B Y SP-C

SOBRELA ACITIVIDAD DE AGREGACIONDE LíPIDOS DE LA SP-A

Reconstituciónde SP-By SP-Cen vesículasdefosfolípidos.

Típicamente,35 pg de SP-B o SP-Cdisueltasen cloroformo/ metanol2:1 (y/y) se

adicionarona350 pg devesículasdeDPPCo DPPC/DPPC(7:3, en peso),disueltas

en el mismo disolvente. Las muestrasse sometierona corrientede nitrógenoy

posteriorsecadoa vacíoen un desecadortoda la nocheparaeliminarel disolvente.

Posteriormenteseañadiótampón Tris-HCI 50 mM, NaCí 100 mM, pH 7.4, hasta

conseguirunaconcentraciónde0.5 mgde fosfolípido/ml.Las muestrassehidrataron

a 45W durante1 hora y sesonicarona la misma temperaturamediante3 pulsosde

120 watios y uno de 240 watios de 30 segundoscon intervalos entre ellos de 15

segundosen un sonicadorMSE PowerInstruments.Paracontrolar la cantidadde

proteínaresuspendida,las muestrasse centrifugarondurante 10 minutos en una

microfugaBeckman.Trasla centrifugaciónel contenidodel tubo setrasvaséa otro

tuboy el solventeseevaporéen una centrífugaUNIVAP. El contenidodecadatubo

seanalizómedianteelectroforesisen presenciade SDS, tinción deplatay densitome-

trado.Por otraparte,laproteínaremanenteen el fondodelos tubos,que sesometió

a centrifugación,seanalizóde la misma manera.Los valoresrelativosseobtuvieron

comparandocadabandade electroforesiscon unamuestradeproteínano sometida

al tratamientocon lípidos que se corrió en cadagel. El resultadode esteanálisis

pusodemanifiestoqueserequiereuna relaciónproteína/Lípidoen pesomínima de

1:5 parala solubiizaciónde dichasproteínasen lípidos.

Ensayosde agregaciónlipídica.

Sedesarrollarona37Wdela siguientemanera:Las vesículasdefosfolípidos(30 ~ig),

con o sin SP-B o SP-C, seañadierona las cubetasde muestray referenciaen un

volumentotal de300 pl detampónTris-HCI 50 mM, 100 mM NaCí,pH 7.4. Después

de 10 minutosa 370 C seañadieron3 pg de SP-A ala cubetade muestray semidió
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el cambiode absorbanciaa 400 nm durante10 minutos, con intervalosentrelas

sucesivaslecturas de absorbanciade 1 minuto. Posteriormentese añadió calcio

(concentraciónfinal en el ensayode 1 mM) en lascubetasdemuestray referencia,

midiéndoseel cambioen los valoresde absorbanciaa 400 nm durante10 minutos.

El EDTA seusóparaprevenir(1 mM) o revertir (5 mM) la agregaciónde vesículas

inducidapor 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 proteína mayoritaria en peso en el surfactantepulmonar.Se la

atribuyenfuncionesfundamentalespara la organizaciónestructuraly el ciclo biológico del

complejo lipoproteico. Tambiénpareceestar implicada en la defensaalveolar frente a

agentespatógenos.Sehanrealizadonumerososestudioscon SP-A dediferentesespeciesde

mamíferos(humana,canina,de rata,de conejo),asícomo con SP-A recombinante,obtenida

tras donar el gen de la SP-A humana y expresarla en un sistemacelular ‘in vitro”. Estas

proteínasse han caracterizadocon respectoa su composiciónde aminoácidos,migración

electroforética,punto isoeléctricoy estructurasecundaria(Bensonet al., 1985;White et al.,

1985; Sanoet al., 1987 c; Boggaramet al., 1988; Haagsmanet al., 1989). Sin embargo,no

existenestudiossemejantesrealizadoscon SP-A decerdo.Portanto, un primerpasoantes

de abordar los estudiosde InteraccIón de la SP-A de cerdo con los fosfolípidos, fue

caracterizar estructuralmente la SP-A de cerdo, comparandosuscaracterísticascon las SP-

As de diferentesespeciesdescritasen la literatura.

4.12.COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA SP-A

En la tabla II aparecela composiciónde aminoácidosde la SP-A decerdo,y de la

SP-A humana, procedentede lavadosbroncoalveolaresde pacientesde proteinosis alveolar.

La composiciónde ambasesmuy semejante,así comoa la obtenidaa partir dela secuencia

genómicade la SP-A humana(White et al., 1985).La SP-A presentaun alto contenidoen

glicocola,atribuibleal dominio colagénicode la SP-A, caracterizadopor la repeticiónde la
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Tabla II: COMPOSICIONDE AMINOACIDOS DE LA SP-A

AMINOACIDO PORCINA HUMANA HUMANA’

Asx 20

11

Ser 11

Clx 26

Cly 36

Ala 12

Val 10

Met 6

ile 10

Leu 14

Tyr 8

Phe 6

His 5

Lys 7

Mg 13

Trp 2 2 2

Cys 7 7 7

Pro n.d. n.d. 25

Composiciónobtenidaa apartir de la secuenciagenómicahumana(White et al., 1985).
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secuenciaCly-X-Y. Nuestrosresultadosmuestranque la SP-A decerdocontienesólo dos

triptófanos,al igual quelasprocedentesdeperro(Bensonet al., 1985),rata(Sanoetal., 1987

c), conejo(Boggaramet al., 1988)y humana(White et al., 1985).Noseconocela estructura

primaria de la SP-A de cerdo, pero sí la de otras especies,obtenidasa partir de sus

correspondientessecuenciasgenómicas.La posiciónde los triptófanosestáconservadaen

todaslas especiesestudiadas.Los triptófanosseencuentranenel dominio C-terminalde la

proteína.Existen 7 tirosinasen la SP-A de cerdo.De igual maneraquelos triptófanos,se

encuentranenel dominio C-terminal.quela humana,tiene7 cisteinas,a diferenciade la de

rata (Sanoet al 1987 c) y deperro (Bensonet al., 1985).El númerode aminoácidosácidos

es mayor que el de básicos,por lo que la SP-A tiene una carganeta negativaal pH

fisiológico.

4.1.3. ELECTROFORESISEN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIADE SDS

La electroforesisen gel de poliacrilamida en presenciade SDS y en condiciones

reductorasde la SP-A decerdo(Figura 18) muestraunabandaprincipal, muy ancha,entre

34 y 44 kDa y unabandamenorcentradaa 30 kDa al igual quela SP-A purificadadeotras

especies.La bandade 30 kDa correspondea la proteína desglicosilada,ya que tras el

tratamientodela SP-Acon N-endoglicosidasaF todala proteínamigraen la bandademenor

masa molecular(Figura 18). El hecho de que la proteína glicosiladamuestreuna masa

molecularentre34 y 44 kDa sedebeprobablementeal distinto grado de glicosilaciónque

presentala SP-A.

LasmuestrasdeSP-A humanaquenossuministraronlos profesoresHaagsmany Van

Golde habían sido caracterizadaspreviamenteen Holanda en cuanto a su movilidad

electroforética.Los resultadosobtenidossonsemejantesa los publicadosporel mismogrupo

(Haagsmanet al., 1991) y por otros autorespara la SP-A obtenida de pacientesde

proteinosisalveolar(Vosset al., 1992).
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de triptófano de la proteína. La diferencia entre el espectroregistrado excitando a 275 nm

y el espectrode emisiónde los residuosde triptéfanocorrespondea la contribuciónde las

tirosinas al espectrototal de la SP-A, y apareceseñaladoen la figura como Y. El máximo

de emisiónde las tirosinasde la SP-A aparecea 305 nm.
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FIGURA 19. Espectrosde emisión de fluorescenciade la SP-A porcina (A) y humana (B).

Lasrepresentacionesde trazocontinuosonlos espectrosde fluorescenciatotal de la SP-Aobtenidosal
excitara 275 nm. Lasrepresentacionesde trazodiscontinuosonlascontribucionesdelos triptófanos(W)
y lastirosinasde la SP-A (Y) al espectrototal.La intensidadde emisiónde fluorescencia(F) secxprcsa
en unidadesarbitrarias.

La fluorescenciade la SP-A sedebeprincipalmentea los triptófanos.Presentados

máximosa 326 y 337 nm, lo queindica heterogeneidaden la emisión de fluorescenciade

estosfluoróforos.Los máximosde emisióna 326 y 337nm seencuentrandesplazadoshacia

el azul con respectoal del triptófano libre (350 nm), lo que indica que los residuosde

triptófanode la SP-A seencuentranpocoexpuestosal solventeacuoso,estandoparcialmente

enterradosen la matriz proteica.Las dos poblacionesde triptófanosdetectadasmediante

espectroscopiade fluorescenciapodrían correspondera los dos residuosde triptófanos

existentesen la proteína.Cuandola SP-A sedesnaturalizaen cloruro de guanidinio6M la

emisión de fluorescenciade los residuosde triptófano decrecey la posicióndel máximo de

A
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emisión se desplazaa 350 nm, indicando que, bajo estascondiciones,los residuosde

triptófanoseencuentranexpuestosal solvente.
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FIGURA 20. Espectrosde dicroísmo circular de la SP-A porcina (A) y humana (B) a baja
fuerza ¡única.

4X5. ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR EN EL ULTRAVIOLETA LEJANO

La estructurasecundariade la SP-A en soluciónseha estudiadomediantedicroísmo
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circular.En la Figura 20 aparecenlos espectrosde dicroísmocircularen el ultravioletalejano
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de la SP-A decerdoy humana.Ambosespectrossecaracterizanporun extremonegativoa

205 nm y un hombroa 220 nm. Son semejantesen forma y magnituda los espectrosde

dicroísmocircular publicadosparala SP-A de perro,humanay recombinante(Vosset al.,

1988; Haagsmanet al., 1989). También son semejantesa los descritospara el factor de

complementoClq (Brodsky-Doyleet al., 1976),otraproteínacolagénicaqueseensamblade

la mismamaneraquela SP-A.

4.L6. SUMARIO

La electroforesisen gel de poliacrilamida en presenciade SDS y en condiciones

reductorasdela SP-A decerdomuestrauna bandaprincipalentre34 y 44 ICDA y unabanda

menor, centradaa 30 kDa, que correspondena la proteína glicosilada y desglicosilada,

respectivamente.

La composiciónde aminoácidosde la SP-A decerdoessimilar a la descritaparaSP-

As deotrasespecies.Destacael elevadocontenidoen glicocola,la presenciade dosresiduos

de triptófano, sieteresiduosde tirosina,sietecisteínas,y un mayor númerode aminoácidos

ácidosque básicos,por lo que la SP-Atiene carganetanegativaal pH fisiológico.

El espectrode fluorescenciaintrínsecadela SP-A de cerdoy humanaprocedentede

pacientesde proteinosisalveolar,muestrados máximosde emisión,tanto excitandoa 275

como a295 nm, centradosa 326y 337 nm, lo queindica heterogeneidaden la emisiónde los

dostriptófanosde la SP-A. La emisiónde fluorescenciaaesaslongitudesde ondarevelaque

los triptófanosde la SP-A seencuentranparcialmenteenterradosen la matrizproteica.

El espectrode dicroísmocirculardela SP-A de cerdoy humanamuestranun extremo

de elipticidad negativaa 205 nm y un hombroa 220 nm. Es semejanteen forma y magnitud

al espectroobtenidoparaSP-A deotrasespeciesy al del factorde complementoClq.
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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 proteínaque une calcio (Haagsmanet al., 1990). Muchasde sus

propiedadesson dependientesde la unión de calcio, como por ejemplo a) la unión de

carbohidratos(Haagsmanet al., 1987),b) la agregacióndevesículasfosfolipídicas(Hawgood

et al., 1985;Efrati et al., 1987;Haagsmanet al., 1990),c) la formación“in vitro” de la mielina

tubular,quedependede la presenciade SP-A, SP-B, fosfolípidosácidosy calcio (Suzuki et

al., 1989; Wilhiams et al., 1991; Poulain et al., 1992), d) la adsorción de fosfolípidos a la

interfaseaire-líquidoenpresenciadelas proteínashidrofóbicasSP-By SP-C(Kingy McBeth,

1981; Hawgoodet al., 1985) y e) la regulaciónde la secreción(Dobbset al., 1987; Rice et

al., 1987)o de la recapturadel surfactantedesdeel alveolo (Wright et al., 1987).Por otra

parte,la SP-A purificadade lavadosbroncoalveolareshumanoso caninos,en ausenciade

lípidos, no sesolubiliza en suerofisiológico (NaCí 0.15 M) a temperaturaambienté,perose

solubiliza fácilmenteen tamponesdebajafuerzaiónica (Haagssmanet al., 1987).

El prImerobjetivo planteadoen esteapanadoha sido estudiarel erectodel calcioy

de la fueza¡únicasobrela estructurade la SP-A de cerdo. Para ello sehan utilizado distintas

técnicasexperimentales:espectroscopiade fluorescenciay de absorción,dicroísmocircular

y ensayosde susceptibilidada la hidrólisis por tripsina.

El segundoobjetivo planteadoha sido estudiarel efecto del pH ácido sobre la

estructurade la SP-A,utilizandolasmismasaproximacionesexperimentales.Si tenemosen

cuentaque el surfactantepulmonarsealmacenaen los neumocitostipo II, en vesículasde

secreción especiales,denominadascuerposlamelares,que poseen un pH ácido, sería

interesanteconocersi en estascondicionesla proteínasufrealgúncambioestructural.
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42.2.AUTOAGREGACION DE LA SP-ADEPENDIENTE DECALCIO O DEL INCREMEN-

TO DE LA FUERZA IONICA

Los primeros estudiosrealizadosse han centradoen caracterizarel proceso de

autoagregaciónde la proteínaenpresenciade calcio o NaCí, recientementepublicadopor

Haagsmanet al. (1990).El primeraspectoabordadoha sidoel estudiodelrequerimientode

calcioparael procesodeautoagregaciónde la SP-A de cerdo.En la Figura21 serepresenta

la autoagregaciónde la SP-A en función de la concentraciónde calcio, a bajafuerzajónica

y pH neutro.

No existeautoagregacióndetectableporespectroscopiade absorcióna concentracio-

nesde calcio inferioresa 0.5 mM. La máximaautoagregaciónseproduceen presenciade

calcio 8 mM. La concentraciónde calcio a la queseproducela mitad de la autoagregación

máximade la SP-A es 2.5 mM. Estevalor es ligeramentesuperiora la concentraciónde

calcio en el alveolo (1.5 mM) (Nielsony Lewis, 1988).La concentraciónmínima de calcio

paraqueseproduzcala autoagregaciónde la SP-A decerdoesigual al valor deconcentra-

ción observadopor Haagsmany colaboradores(1990)parala autoagregaciónde la SP-A de

perro.La dependenciade calcio seponede manifiestopor la disociacióndel agregadoal

añadiral medioEDTA (Figura22).

La SP-A tambiénautoagregaen presenciade NaCí 150 mM, sin queserequierala

adicióndecalcio (Figura22). Es interesanteconstatarque,unavezqueseformael agregado

de SP-A afuerzaiónica fisiológica, la adiciónde calcio 5 mM al mediono causaningún

cambiode absorbanciaa 360 nm significativo, lo que indica que la extensióndel agregado

formadoa fuerzaiónica fisiológicano pareceincrementarsetrasla adición de calcio. Porel

contrario,la SP-A a bajafuerza iónica no autoagrega,y tras la adición de calcio 5 mM se

produceun incrementode absorbanciaa360 nm superioral generadopor la autoagregación

de la SP-A a fuerzaiónica fisiológica. Por tanto, la extensióndel agregadoformadotrasla

adición de calcio en mayor que el generadoa fuerza iónica fisiológica (Figura 22).

Sorprendentemente,en amboscasosseproducela total disociacióndel agregadoal añadir

EDTA 1 mM al medio (Figura 22).
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FIGURA 21. Autoagregación de la SP-A de cerdo en función de la
concentraciónde calcio del medio.

Las alícuotasde CaCI2 se añadieroncada7 minutos. Se representael último valor
de absorbanciaobtenidoparacadaconcentraciónde calcio. La proteína(43 pg/ml)
seencuentraen las cubetasde muestray referenciaen tampónTris-HCI 5 mM, pH
‘7.4 a la concentraciónde calcio indicada,y en ausenciade NaCí. Los experimentos
sellevaron a caboa 3TC.

Asimismo, seha comprobadoque la presenciade EDTA 1 mM en el medio de

ensayoprevienela autoagregaciónde la SP-A dependientede la fuerzaiónica (Figura23).

Seha analizado,portanto,la concentraciónde calcio existenteen el aguaMffi-0, utilizada

para la preparaciónde los tamponesmedianteespectroscopiade absorción atómica,
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obteniéndoseunaconcentracióndel ordende 5 pM. Estosresultadosindicanque,paraque

se produzcala autoasociaciánde la SP-A dependientede la fuerza jónica del mediose

requierecalcio aconcentracionesmicomolares.
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FIGURA 22. Efectode la fuerzajónicaen la autoagregaciónde la SP-Ade
cerdo.

Losexperimentossellevarona caboen tampónTris-HCI 5 mM, pH ‘7.4 enpresencia
o ausenciade NaCí 150 mM. (M) indica queel reactivose añadióúnicamenteen
la cubetade muestra. (M,k) indica que se añadióen las cubetasde muestray
referencia.Las concentracionesde SP-A, calcioy EDIA fueron50 ~¿g/ml,5 mM y
16 mM, respectivamente.Losexperimentosse llevaron a caboa 3TC.
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FIGURA 23. Efecto del calcio en concentraciones¡nicromolaressobrela
autoagregaciónde la SP-AInducidapor la fuerza jónica.

Los experimentosse llevaron a caboa 3VC en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 en
presenciadeEDTA lmM. (M) indica quelos reactivosse añadieronen cubetade
muestra;(M,R) indica quese añadieronen las cubetasde muestray referencia.Las
concentracionesde SP-A, calcio y EDTA, añadidopararevertir el proceso,fueron
50 pg/ml, 5 mM y 16 o 17mM, respectivamente.

Haagsmanet al. (1990) hanestudiadala unión directade~CaCl2a la SP-Amediante

equilibrio de diálisis. Susresultadosseajustana un modelo basadoen la existenciade dos

tipos de sitios de unión: uno de alta afinidad, situadoen el dominiode reconocimientode

carbohidratos,con unaconstantededisociaciónde 11 ¡iM’
1 y otro, debaja afinidad,con una

constantede disociación de 0.7 mM” localizado en el dominio colagénico,o al menos

20 100
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dependientede su presencia.Según estos resultados,podemospensarque el calcio, a

concentracionesmicromolaresse uniría al sitio de alta afinidad provocandoun cambio

conformacionalque permitirla la autoasociaciónde la SP-A a fuerzaiónica fisiológica en

ausenciadelípidos.Es probablequelaproteínaasociadaalípidostengaotrocomportamien-

to.

Teniendoen cuentaque la SP-A tiene un punto isoeléctricode 4.6-5.2,y quepor

tanto a pH neutro tienecarganegativa,el NaCí podríatenerel efectode neutralizarlas

cargasnegativassuperficialesde la proteína.De esta manera,seeliminarla la repulsión

electrostáticay sepermitiríaninteraccionesproteina.proteínaqueconducenala autoagrega-

ción de la SP-A. Paraque esto ocurra,es necesariala presenciade calcio en el medio en

concentracionesmicromolares.

Porotraparte,el mecanismopor el cualel calcioaconcentracionesmilimolaresy a

baja fuerza iónica inducela autoasociaciónde la proteínapodría ser distinto al descrito

anteriormentea concentracionesdecalciomicromolaresy fuerzajónica fisiológica.La unión

decalcioalsitiodebajaafinidadpodríagenerarcambiosconformacionalesquedesencadenen

la autoagregacióndelaproteína,aunqueno puededescartarsequeel calcioaconcentracione

milimolarestengaun efectosemejanteal NaCí (150mM), neutralizandogruposcarboxilode

la SP-A.

4.2.3.SUSCEPTIBILIDAD A LA HIDROLISIS PORTRJPSINADE LA FORMA AGREGA-

DA Y NO AGREGADA DE LA SP-A DE CERDO

En la Figura 24 s~ registrala extensiónde la digestión tríptica de la SP-A en su

formaagregada(callesd y e) y no agregada(callesb y c). La SP-A en su forma agregadaes

muchomássusceptiblea la hidrólisispor tripsina que en su formano agregada.La SP-A se

degradacasicompletamentecuandoagregaen presenciade Ca2 5 mM a bajafuerzaiónica

(Figura24 d). En contraste,ladegradacióndel agregadode SP-A, generadoa fuerzaiónica

fisiológica (y en presenciadeconcentracionesmicromolaresde calcio), esmenosextensiva

(Figura24 e).
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Los residuossusceptiblesdeser atacadospor la tripsina seencuentran,en la zona

globular,en las posiciones95, 117, 137, 159, 201, 216 y 222 en las especiesen las que se
conocesuestructuraprimaria(Sanoet al., 1987 e). La región colagénicade la SP-A no sufre

digestión tríptica (King et al., 1989).Por tanto,los resultadosobtenidosapoyanla hipótesis

dequela autoasociacióndela SP-A, tanto inducidaporcalcio (5 mM) como porNací(150

mM) no seproducepor interaccionesproteína-proteínaqueimpliquenalazonaglobular.De

serasí, hubiesesido lógico encontraruna menossusceptibilidada la hidrólisispor tripsina

en su forma agregada.

Lasformasno agregadasdela SP-A (en presenciadeEDTA, calleb, o en su ausencia

y portantoen presenciade Ca245 pM, calle c, muestranuna mayorresistenciaa la hidrólisis

por tripsina. El efectode la presenciadeEDTA sediscutiráen el apartado4.2.5.

4.2.4.REQUERIMIENTODE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS DE LA SP-A PARA LA

AUTOAGREGACION DE LA SP-A DEPENDIENTEDE CALCIO

Haagsmanet al. (1991)hansugeridoquepodríanexistir dosmecanismosdistintosde

autoasociaciónde la SP-A dependientede calcio: uno lateral, a travésde las cadénasde

colágeno,y otro radial, basadoen la interacciónentrelas cadenashidrocarbonadasde una

moléculadeSP-A y el dominio de reconocimientodecarbohidratosdeotramoléculadeSP-

A. Paracomprobarsi las propiedadesde tipo lectinade la SP-A estánimplicadasen la

autoasociaciónde la proteínainducidaporcalcio, sehan realizadoestudiosdeautoagrega-

ción de la SP-A desglicosiladamediantetratamientocon endoglucosidasaF. La eficaciade

la reaccióndedesgilcosilaciónseha seguidomedianteelectroforesisen gelesdepoliacrilamí-

da enpresenciade SDS(Figura 18). El tratamientode la SP-A con la enzimaconducea la

desapariciónde la bandade mayormasamolecular(3444kDa).

En la Figura25 se registrala cinética de autoagregaciónde la SP-A desglicosilada

y control. Se observaque, antesde la adición de calcio miimolar, se produceun mayor

merementode absorbanciatrasla adición a la cubetademuestradeSP-A desglicosiladaque

trasla adicióndeSP-A control.Enpresenciadecalcio 5 mM no existediferenciasignificativa

en la extensiónde la autoagregaciónde ambasproteínas.En amboscasos,el agregadose

disociaporadición de EDTA 16 mM. Estosresultadosindicanquelas interaccionesde tipo
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lectina no parecenestarimplicadasen la autoagregaciónde la proteína,ya que la cinética

de agregaciónes similar para la proteína control y desgilcosilada.Esta conclusiónestá

apoyadaporlos resultadosobtenidosen experimentosenlos queseha añadidoal mediode

ensayomanano,un polímerodemanosaque seuneal sitio de unión decarbohidratosde la

SP-A (Haagsmanet al., 1991).En la Figura26 semuestrala cinéticadeautoagregaciónde

la SP-A en presenciay ausenciade manano.Tanto la cinética como la extensiónde la

agregaciónsonidénticasen presenciay ausenciademanano.
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FIGURA 25. Efectode la desgl¡cosilaciónsobrela autoagregaciénde la
SP-Ainducidaporcalcionilliniolar.

Los experimentossellevarona caboa 3VC en tampónTris-HO 5 mM, pH 7.4.
(M) indica que los reactivosse añadieronen cubetade muestra;(M,R) indica
quese añadieronenlas cubetasde muestray referencia.Las concentracionesde
SP-A, calcio y EDTA fueron43 ¡sg/mí,5 mM y 16 mM, respectivamente.SP-A
control (círculosllenos); SP-Adesglicosilada(círculosvacíos).
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FIGURA 26. Efecto del mananosobre
lnduc¡daporcalciomiliniolar.

(minutos)

la autoagregaciónde la SP-A

Losexperimentosse llevaron a caboa 3~Cen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4 en
presenciao ausenciade manano 1% (P/V). (M) indica que los reactivosse
añadieronen lascubetasde muestra;(M,R) indica quese añadieronen las cubetas
de muestray referencia.Las concentracionesde SP-A y calcio fueron50 ¡sg/ml y 5
mM, respectivamente.

Nuestros resultadosindican claramenteque las interaccionesde tipo lectina no

parecenintervenir en la autoasociaciónde la SP-A dependientede calcio. Si realmente

existieraun mecanismode autoagregaciónbasadoen la interacciónentrelas cadenasde
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azúcaresde una moléculade SP-A y el sitio de unión decarbohidratosdeotra moléculade
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SP-A, seria esperableque la extensiónde la autoagregaciónfuese menorpara la SP-A

desgilcosilada,o parala SP-A nativaen presenciademanano.Existenotrosargumentosque

podríanapoyarla hipót~sisdequela autoagregaciónde la SP-A, dependientede calcio, se

producefundamentalmentea travésdela interacciónde los dominioscolagénicosde la SP-

A, y no atravésdel dominioglobular: 1) El fragmentoresistentea colagenasano autoagrega

en presenciadeconcentracionesdecalciode25 mM (Haagsmanet al., 1990).2) Laproteína

autoagregadaes mucho más susceptiblea la hidrólisis por tripsina que la SP-A no

autoagregada(Apartado’4.2.3., Figura 23). 3) Los resultadosqueaparecenen el apartado

4.2.6.deestamemoriamuestranqueseproduceuna reduccióndel extremonegativoa 205

nm del espectrode dicroísmocircular de la SP-A en presenciade calcio miimolar, que

podríaestarasociadaa cambiosen el dominiocolagénicode la proteína.

4.23.CAMBIOS ESTRUCTURALESENLA SP-AINDUCIDOSPORCONCENTRACIONES

MICROMOLARES DE CALCIO

Paradeterminaréi la unión de calcio a la SP-A inducecambiosestructuralesen la

proteínasehanrealizadotestudiosde fluorescencia,dicroísmocircular y susceptibilidada la

hidrólisispor tripsina, enpresenciay ausenciade EDTA 1 mM. En ausenciadeEDTA, la

concentraciónde calcio en los tamponeses la que existe en el agua Mili-O. Se ha

determinadomedianteespectroscopiade absorciónatómicaquela concentraciónde Ca2

enel aguaMili-O es del orden de 5 pM. A estaconcentraciónde calcio la SP-A no sufre

autoagregación.

Estudiosde fluorescenciaintrínseca

La Figura27 muestrala comparacióndelespectrodefluorescenciadela SP-A(X=

295) en presenciay ausenciade EDTA 1 mM. Se observa que, en presenciade Ca2~

micromolarse incrementa‘la intensidaddeemisiónde fluorescencia,y sedesplazala longitud

de ondade los máximosde emisiónhacia longitudesde onda inferiores.Estosresultados

indican que, como resultado de la unión de calcio a la SP-A se produce un cambio

conformacionala consecuenciadel cual los residuosde triptófano se encuentranmás

protegidosdegrupospolarizables,responsablesdelapagamientodela fluorescenciadeestos
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fluoróforos. El desplazamientode los máximosde emisiónde 1-2 nm haciael azulindicaría

quelosresiduosde triptófano de la SP-Ase encontraríanen un microentornomenospolar.

Resultadossemejantesse han obtenido para otras proteínasque unen calcio como la

calpactina1 (Gerkey Weber, 1985; Pigault et al., 1990)

150

5100
n

LI-

50

0

de cerdoenFIGURA 26. Espectrosde emisiónde fluorescenciade la SP-A
presenciay ausencIade EDTA lmM.

Losespectrosse hanregistradoa200Cutilizandounalongitud de ondade excitación
de 295 nm. La SP-A(10 ¡sg/mí) se añadióen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, en
presencia(línea detrazodiscontinuo)o ausencia(líneade trazocontinuo) deEDTA
lmM.
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El efectodel calcioen concentracionesmicromolaressobrela estructurade la SP-A

seha estudiadotambiéhmediantela técnicade apagamientode la fluorescenciaintrínseca

de la SP-A poracrilamida.La acrilamidaesunamoléculapolar, no cargada.Seha descrito

en la literaturacomoui agentede “quenching”de derivadosdelgrupoindol. En estudioscon

distintas proteínas,la acrilamida se ha mostradocapaz de apagarla fluorescenciade

triptófanoslocalizadostanto en la superficiecomoenel interior de la proteína.La facilidad

de un triptófanode serapagadodependesólo de la frecuenciacon la que seencuentrecon

una moléculade acrilamida (Eftink y Ohiron, 1976). La longitud de onda de excitación

utilizada fue 295 nm, para excitarselectivamentelos triptófanosy disminuir la absorbancia

de la solucióndebidaa’ la acrilamida(eX= 4.3 M’ cm4, e~= 0.24 M’ cm’) (De Kroon et

al., 1990).

La Figura 28 muestrala representaciónde Stern-Vohnerdel apagamientode la

fluorescenciaintrínseca1de la SP-Aporacrilamidaenpresenciay ausenciadeEDTA 1 mM.

En presenciade EDTA, los residuosde triptófano de la SP-A sonmásaccesiblesal agente

de “quenching”.La con~tantede “quenching”dela SP-A en ausenciadecalcio (K~= 4.45 M’)

es,por tanto,mayorqu~ cuandoel calcio,a concentracionesmicromolares,estápresenteen

el medio(K,~= 2.35 M’). Estosresultadosindicanqueel calcio,a concentracionesmicromola-

res, induce un cambi&conformacionalen la SP-A que afectaal microentornodondese

encuentranlos residuosde triptófano haciéndolosmenosaccesiblesa la acrilamida.

Porotraparte,esinteresanteobservarqueseobtieneuna representacióndeStern-

Volmer lineal en el intervalodeconcentracionesde acrilamidaentreO y 50 mM cuandola

proteína se encuentraen presenciade calcio (5 pM). Por el contrario, en presenciade

EDTA, seobservaunadesviaciónde la linealidadhaciaabajo.En el casode proteínascon

másdeun triptófano,cómoesel casodela SP-A, representacionesde Stern-Volmerlineales

indican que la accesibilidadde los fluoróforos al agentede “quenching” es similar. La

desviación de la linealidad hacia abajo indicaría que los fluoróforos difieren en su

accesibilidadal agente‘de “quenching” (Eftink y Ohiron, 1976; Somogyiy Lakos, 1993).La

forma distinta de la representaciónde Stern-Volmer indica que la unión de Ca2 a la

proteína,en el sitio de alta afinidad,provoca un cambioconformacionalen la SP-A que

afectaa la región dondeseencuentranlos triptófanos.
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FIGURA 28. Representaciónde Stern-Volnierdel apagamientode la
fluorescenciaIntrínseca de la SP-A de cerdo por acrilamida en
presenciay ausenciade EDTA 1 mM.

Los experimentosse realizarona 200C en tampón Tris.HCI 5 mM, pl-I 7.4, en
presenciao aúsenciade EDTA 1 mM. La longitudde ondade excitaciónfue 295
nm. La concentraciónde SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml. F

0 y F son las
intensidadesde emisión de fluorescenciaa 330 nm en ausenciay presenciade
acrilamidarespectivamente.

Estudiosde dicroísmocircular

En la Figura ~9 se representael espectrode dicroísmo circular de la SP-A en

0 10

presenciay ausenciadeEDTA 1 mM. No seobservanvariacionessignificativasen el espectro
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de dicroísmocircularde la SP-A de cerdo,tras la adición de EDTA al medio, en el rango

de longitudesdeondae~tudiado.

Medianteestudiosdedicroísmocircular,nosepuedeconcluirqueseproduzcancam-

biosen la estructurasecóndariadelaproteínacomoconsecuenciadela unión deCa2~ al sitio

dealta afinidad.
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FIGURA 29. Espectrosde dicroísmocfrcular de la SP-A de
cerdoen presenciade EDTA 1 mM.

La SP-A (0.1 mg/mi) se añadióen tampón Tris-HCI 5 mM, pH
7.4, en presenciao ausenciade EDTA lmM.

o +EDTA
• —EDTA
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presenciacomo enausenciadeEDTA, laproteínadesglicosiladasehidrolizatotalmentepor

tripsina.

4.2.6.CAMBIOS ESTRUCTURALESPRODUCIDOSENLA SP-ACOMOCONSECUENCIA

DE LA AUTOAGREGACIONDE LA PROTEíNA

4.2.6.1.Efectode concentraciones¡nillinolares de calcio

La Figura31 muestralos espectrosde emisión de fluorescenciadela SP-A (X 295

nm) en presenciay ausenciade Ca2 5mM. En presenciade calcio 5 mM seproduceuna

disminuciónde la intensidadde emisiónde fluorescenciade la SP-A, lo que indicaquelos

residuosde triptófano dela SP-A en suformaagregadaseencuentranmenosprotegidosde

gupospolarizablesde la propiaproteína(-SH, -NP!
2 y -S-S-)o del solvente,responsablesdel

apagamientode la fluorescenciadel triptófano. La longitud de onda de los máximosde

emisión no varía,lo quéindica queno seproducencambiosen la polaridaddel entornoen

el queseencuentranlos residuosde triptófano de la SP-A en su forma agregada.

En la Figura 32 seregistrala variaciónde la intensidadde emisiónde fluorescencia

de la SP-A en función de la concentraciónde Ca
2~,en presenciay ausenciade NaCí 150

mM.

La intensidaddeemisión defluorescenciadela SP-A en ausenciadeNacícomienza

adisminuir aconcentracionesdecalciosuperioresa 0.5 mM, estabiizéndosea concentracio-

nessuperioresa 5 mM. La disminuciónde la intensidadde emisión de fluorescenciade la

SP.A enfunciónde la concentracióndecalciosigueun patrónsimilaral aumentodel estado

deagregacióndela SP-A dependientedela concentracióndecalcioen mediosdebajafuerza

iónica (Apartado4.2.2.Figura 22). Estosresultadosindicanque, al producirseel agregado

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

encuentranlos triptófanos.

En la Figura 31 tambiénse observaquecuandola SP-A seencuentraen presencia

de NaCí 150 mM, la adiéióndecalcio no afectaa la intensidadde emisiónde fluorescencia

de laproteínaen el rangodeconcentracionesestudiado.La SP-Aautoagregaenmediosque



RESULTADOSY DISCUSION 115

325 350 375 400

Longitud de onda (nm)

FIGURA 31. ~spectmsde emisión de fluorescenciade la SP-A en
presenciade calcio 5 mM.

Los experimentosse llevarona caboa200Cen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4 en
presencia(línea¿letrazodiscontinuo)o ausencia(líneadetrazocontinuo)de CaCI

2
5 mM. La concentracióndeSP-A fue 10 ¡sg/ml. La longitud de ondade excitacion
fue 295 nm.

contienenNaCí 150 mM (Apartado4.2.2. figura21).La adición posteriorde calcio5 mM no

produceuna agregaciónadicional,manteniéndoseinvariableel valor de absorbanciaa 360

nm generadopor la autohgregaciónde la SP-A en presenciade NaCí. Los experimentosde

fluorescenciademuestranquela adición de calcioa agregadosde SP-A generadosa fuerza
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FIGURA 32. Variaciónde la Intensidadde emisión de fluorescencia
de la SP-A de cerdoen función de la concentraciónde calcio del
medio.

Los experimentosse llevaron a caboa 20’C. La SP-A (10 ¡sg/mI) se añadió
en tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presenciao ausenciade NaC¡ 150 mM.
El intervalo entreadicionessucesivasde CaCI2 fue 3 minutos.F0 y F son las
intensidade~de emisión de fluorescenciaa 330 nm de SP-A en ausenciay
presenciade calcio, respectivamente.La longitud de onda de excitación
utilizadafue 275 nm.

iónica fisiológica no produceningunavariación en la estructurade la SP-A. Por tanto, el

calcio, a concentracionesmilimolares,induce la agregaciónde la SP-Aa bajafuerza iónica,

pero no afectaa los agregadosde SP-A formadosen presenciade NaCí. Los dostipos de

agregadosde la SP-A (generadopor Ca
2~ a baja fuerza iónica, o generadoa fuerza iónica

fisiológica en presencia de concentracionesmicromolares de calcio), parecen tener
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característicasestructuralLdistintascomolo demuestrael hechodequepresentendistinta

susceptibilidadahidrólisis por tripsina (Apartado4.2.3.Figura24).
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FIGURA 33.j Representaciónde Stern-Volmerdel apagamientode la
fluorescenciaIntrínsecade la SP-A por acrilamidaen presenciade
calcio 2 mM[

Los experimeiitosse realizarona 200C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en
presenciao adsenciade CaCI

22 mM. La longitud de ondade excitaciónfue 295
nm. La conc~ntraciónde SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml. F0 y F son las
intensidades¿eemisiónde fluorescenciaa 330 nm en ausenciay presenciade
acrilamidarespectivamente.

Otra aproximaciónexperimentalpara estudiarel cambio estructuralde la SP-A

originadocomoconsecuenciadela autoagregacióndela proteínadependientede calcio, es

el estudiodel apagamientopor acrilamida de la fluorescenciade la SP-A agregada(en

20

[Acrilam¡da] mM
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1presenciade calcio 2 mwf) y no agregada(en presenciade calcio5pM). Los resultadosde

estosexperimentosaparecenen la Figura33. En presenciadecalciomilimolar seincrementa

la fracciónde fluorescenkiade la SP-A susceptibledeserapagadaporla acrilamida.Además

la desviaciónde la linealidadde la representacióndeStern-Volmerdel apagamientode la

fluorescenciade la SP’A agregada,por acrilamida indica que las dos poblacionesde

triptófano de la proteínatienenuna accesibilidadpor acrilamidadiferente.La SP-A en su

formano agregada,en l4esenciadeCa2 5 pM, presentaunaconstantede “quenching”(K,~=

2.35 M’) menorquela ftrmaagregada(K~= 16.21 M’). Además,la accesibilidadde lasdos

poblacionesde triptófanoporacrilamidaesparecida.Estosresultadosponende manifiesto

quecomoconsecuenciadela agregacióninducidaporconcentracionesmilimolaresde calcio

seproducenvariacionea1en la estructurade la SP-A.

Por otra parte,se hanregistradolos espectrosde dicroísmocircular de la SP-A en

ausenciay presenciade concentracionescrecientesde calcio (Figura34). Los espectrosson

cualitativay cuantitativaméntediferentes.Se observauna reduccióndel valor de elipticidad

negativay unaalteració$dela formadel espectro.La pérdidade elipticidadesmayora 205

quea222 nm,porlo quela relaciónde elipticidadesa 205 y 222 nm disminuyea medidaque

seincrementala concentraciónde calcioen el medio (Figura35). El procesosesaturaen

presenciade calcio 5 mM. La reducciónde la eipticidadnegativaobservadano se debea

unadisminucióndela c~ncentracióndeproteínaensolucióndespuésdela adicióndeCaCI
2,

ya que la concentraciónde proteínadeterminadamedianteanálisisde aminoácidos,antes

y despuésdela adiciónde calcio fue idéntica.

Podríapensarseque, debidoa quela SP-A autoagregaen presenciade calcio 5 mM,

la dispersiónde lamuestraprovocaseunadisminucióndela elipticidadnegativaartefactual,

especialmentea 205 nm. Sin embarbo,cuandose lleva a caboel espectrode dicroísmo

circularde la SP-A en presenciade vesículasdeDPPC/DPPGsin adicionarcalcio al medio,

seobservaun cambiom~norenlosvaloresdeelipticidadnegativaaesalongituddeondaque

en ausenciade lípidosy presenciade Ca
2 5 mM. La dispersiónprovocadapor las vesículas

es, sin embargo,muchi mayor que la provocadapor la autoagregaciónde la proteína

dependientede calcio.

La disminución de los valoresde elipticidad negativaa 205 nm en función de la

concentraciónde calciopodríasugerirqueseproducencambiosen la estructurasecundaria
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de la SP-A quepodríanestarasociadoscon cambiosenel dominiocolagénicodela proteína,

ya quela desnaturalizacióntérmicade la triple hélicede colágenoo la digestióndela SP-A

con colagenasabacterianaproducenuna disminuciónde la eipticidadnegativaa 205 nm

(Vosset al., 1988;Haagsmanet al., 1989; King et al., 1989)

o

E
e..’

E
CI

o
o,

-o
o

CI
-4-,
o-
uJ

4

o

—4

—B

—12

—16

180 200 220 240

Longitud

260

de onda (nm)

FIGURA 34. Espectrosde dicroísmocircularde la SP-A en
presenciade concentracionescrecientesde calcio.

La SP-A (0.1 mg/mI) se añadió en tampón Tris-HO 5 mM, pH
7.4. A continuaciónse añadieronalícuotasde una solución 0.075
M de CaCI2.Lasconcentracionesfinales de calciose indican en la
figura.
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4.2.6.2. Efectode la fuerzaiónica

La Figura36 muestralos espectrosde emisiónde fluorescenciade la SP-A decerdo

en presenciay ausenciade NaCí 150 mM. Se observaque la intensidadde emisión de

fluorescenciade la SP-~ disminuyeen presenciade Nací 150 mM, sin que se aprecien

cambiosen la longitud ~e ondade los máximosde emisión.Estosresultadosindican que,

aunquela polaridaddel medio dondeseencuentranlos residuosde triptófano de la SP-A

essemejanteen presenJiay ausenciade NaCí, al aumentarla fuerzaiónica seproduceun

apagamientodela fluorescenciadelos residuosde triptófanode la SP-A, probablemente,al

por estarmenosprotegidosde grupospolarizablesde la propia proteína,lo que indica un

cambioconformacionalen la SP-A.

En la Figura37 sepresentala variacióndela intensidaddeemisión de fluorescencia

de la SP-A, en función de la concentraciónde NaCí del medio, en presenciay ausenciade

EDTA. La intensidadde emisiónde fluorescenciacomienzaa disminuir a concentraciones

de NaCí superioresa 50 mM, siemprey cuandoexistacalcioen el medio a concentraciones

micromolares(5 pM). En presenciade EDTA, no seproducencambiosen la emisión de

fluorescenciade la SP.AJen todo el rangode concentracionesde NaCí estudiadas.

La disminucióncjela intensidaddefluorescenciaobservadaal incrementarsela fuerza

iónica del medio seproJiucecomo consecuenciade un cambioestructuraloriginadopor la

autoagregaciónde la SP1A en estascondiciones(Apartado4.2.2. Figura 22), queprobable-

mentecausaun acercamientode grupospolarizablesdela proteínaalas proximidadesde los

residuosde triptófano.Esto provocaun aumentodel “quenching” estáticoocasionadopor

estosgrupos,y por tanto, una disminuciónde la intensidadde emisión de fluorescencia.

Otrasproteínascon carganeta al pH fisiológico, como esel casode la proteínabásicade

mielina, agreganen presenciade fuerzaiónica. Comoconsecuenciade la autoagregaciónse

incrementala emisiónde fluorescenciaemitidaporla proteína(Novaky Berman,1991).Los

autoresinterpretanlos resultadoscomoconsecuenciadel alejamientode residuoscargados

positivamente de las proximidades de un residuo de triptófano, lo que conileva la

disminucióndel “quenching” estáticoocasionadopor estosgrupospolarizables.La adición

deEDTA al medioprevienela autoagregaciónde la SP-A a fuerzaiónicafisiológica, al igual
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que previenela dismintción de intensidadde emisión de fluorescenciaal incrementarsela

fuezaiónica del medio.

150
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u-

50-

o

FIGURA 36.
presenciade)

300 325 350 375 400

Longitud

Espectrosde emisión
4aCl 150 mM.

de onda (nm)

de fluorescenciade la SP-A en

Los experimentosse llevaron a caboa20C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4
en presencia(línea de trazodiscontinuo)o ausencia(línea de trazocontinuo)de
NaCí 150 mM. La concentraciónde SP-A fue 10 ¡sg/ml. La longitudde ondade
excitacionfue 295 nm.

La Figura38 recogeel estudiodelapagamientodela fluorescenciaporacrilamidade

la SP-A agregada(en presenciade NaCí 150 mM) y no agregada(en presenciade Ca24 5

pM). Seobservaquea fuerzaiónica fisiológica, la constantede “quenching” (K~= 10.3 M’)
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esmayor que a baja ftúrza iónica (K~= 2.35 M’). Además,a fuerzaiónica fisiológica el

apagamientode la fluoi4scenciade la SP-A no sigueuna relaciónlineal con el incremento

de la concentraciónde a1crilamida,a diferenciade lo queocurrea bajafuerzaiónica.

‘1.0

u-

•Y
u-

e
O+EDTA

0.8 •—EDTA

0 50 100 150 200 250

[NaCI] mM

FIGURA ¶7. Variación de la intensidadde emisión de fluorescencia
de la SP-Alde cerdoen función de la concentraciónde NaCí.

Los experinlentosse llevaron a caboa 200C. La SP-A (10 ¡sg/mI) se añadió
en tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4 en presenciao ausenciade EDTA 1 mM.
El intervaloentreadicionessucesivasseNaCí fue 3 minutos. F

0 y F son las
intensidade4de emisión de fluorescenciaa 330 nm de SP-A en ausenciay
presenciac!e NaCí, respectivamente.La longitud de onda de excitación
utilizada fijé 275 nm.
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Estosresultadosindicanque,enesteestadode agregación,los residuosdetriptófano

de la SP-A son más ¶usceptiblesal apagamientocolisional por acrilamida, siendo la

accesibilidadde las dos~poblacionesde triptófano al agentede “quenching” diferentes,tal y

comoocurríacon la SPJAapegadaa concentracionesde calciomilimolares.

1.4

1.3

u-
N~ 1.2
o
u-

1.1

1.0
60

FIGURA 8. Representaciónde Stern-Vol¡nerdelapagamientode la
fluorescecia intrínsecade la SP-A poracrilamidaen presenciade
NaCí 150 M.

Los experi entosse realizarona 200C entampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, en
presencia ausenciade NaCí 150 mM. La longitud de ondade excitaciónfue
295 nm. concentraciónde SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml. F

0 y F son las
intensidad s deemisiónde fluorescenciaa 330 nm en ausenciay presenciade
acrilamida espectivamente.

30 40

[Acrilamida] mM
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En la Figura39 st

y presenciadeconcentra

medidaque se incremei

negativay semodificala

seproducenen presenc

modifica prácticamente

representaciónde la reí:

NaCídel medio muestra

igual que en el caso

reduccióndel valor de e

Nací en el medio podr

inducido por el NaCí,

asociadosa cambiosen

recogenlos espectrosdedicroísmocirculardela SP-A en ausencia

:ionescrecientesdeNaCí. El espectrodela proteínasemodificaa

ita la fuerza iónica del medio. Se reduceel valor de elipticidad

forma del espectro.Los cambiosson menosdrásticosquelos que

a de calcio milimolar. Como se observaen la Figura 40, no se

el valor de eipticidad a 222 nm, y silo hace a 205 nm. La

¡ción de elipticidadesa 205 y 222 nm frentea la concentraciónde

queel procesosesaturaa unaconcentraciónde NaCí 150 mM. Al

la proteína autoagregadaen presenciade calcio milimolar, la

lipticidad negativaa 205 nm al incrementarsela concentraciónde

a indicar que, como consecuenciadei procesode autoagregación

e producencambiosestructuralesen la SP-A que podríanestar

el dominio colagénicode la proteína.
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FIGU 39.Espectrosde dicroísmocircularde la SP-A de
cerdo n presenciade concentracionescrecientesde NaCí.

La SP (0.1 mg/mI) se añadióen tampónTris-HCI 5 mM, pH
7.4. A continuaciónse añadieronsucesivasalícuotasde tampón
Tris- 15 mM, pH 7.4, NaCí 2 M.
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4.2.7.EFECTODEL Pl! ÁCIDO SOBRELA ESTRUCTURADE LA SP-A

41.7.1.Autoagregaciónde la SP-A a pH ácido

La SP-A es una

1985;Floroset al., 1985

al pHfisiológico la SP-i

memoriamuestranque

22) probablementeneul

la repulsiónelectrostáti

interaccionesproteína-p

lógico pensarque la ac

proteína.Un aumento

estructurade la proteín

surfactantesealmacena

1986).

Un primer objeti

se apreciaen la figura 4

autoagregacióna pH ne

tanto, a pH ácidono se

autoagregaciónde la prc

a pH ácido,los valoresd<

a los quesedan en ause

tantoenpresenciacomo

un 10% losvaloresdeab

efecto aditivo de ambos

El procesodeaut

NaOH,a la concentració:

B). CuandoseañadeNa

calcio milimolar sólo sez

proteínaácida.Su punto isoeléctricoesde 4.6-5.2 (Bensonet al.,

Weaveret al., 1986),dependiendode la especieestudiada.Porello,

~presentacarganetanegativa.Los resultadosque aparecenen esta

el NaCí induceautoagregaciónde la SP-A (Apartado4.2.2., figura

ralizandolas cargasnegativassuperficialesde la proteína,evitando

a debidaa estascargas,y por tanto, permitiendola existenciade

roteinaqueconducena la autoasociacióndela SP-A. Por tanto,es

dificación del medio podría inducir tambiénautoagregaciónde la

en la concentraciónde protonespodrían inducir cambiosen la

quepodríanserde gran importancia,teniendoen cuentaqueel

en los cuerposlamelares,quetienenun pH ácido (Chanderet al.,

~ofue el estudiodela autoagregaciónde la SP-A apH ácido.Como

1 A, la SP-A de cerdoautoagregaa pH ácido.A diferenciade la

nro, a pH ácidono se inhibe en presenciade EDTA 1 mM. Por

equierelapresenciade calcio micromolarparaqueseproduzcala

teína.Aunqueel EDTA no inhibe la autoagregaciónde la proteína

absorbanciaquesealcanzanen presenciadeEDTA soninferiores

ncia deesteagentequelantede ionesdivalentes.De igual manera,

en ausenciadeEDTA 1 mM, laadicióndecalcio 5 mM incrementa

;orbanciaobtenidosantesde la adiciónde calcio, lo quesugiereun

igentes:protonesy calcio, sobrela autoagregaciónde la SP-A.

oagregacióninducidoporel pH ácido sereviertetrasla adiciónde

i necesriaparacambiarel pH ácido(4.5) a neutro (7.0) (Figura41

OH a la muestrade SP-A autoagregadaa pH 4.5 en presenciade

eviertepartede la agregación(Figura41 B).
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FIGURA 41. Autoagregalón de la SP-A de cerdoa pH ácido.

Los experimentosse llevar n a cabo a 37~C entampón Tris-HCI 25 mM, AcetatoSódico25 mM, pH
4.5, en presenciao ausenci de EDTA lmM, y en tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4. (M) indica queel
reactivo se añadióen la cu >eta de muestra;(M,R) indica que se añadióen las cubetasde muestray
referencia.Las concentracionesde SP-A, y calcio fueron 50 ¡sg/ml y 5 mM, respectivamente.A)
Agregaciónde la SP-Aa pE ácidoy pH neutro.B) Reversiónde la agregacióna pH ácidopor NaOH.

Los valoresde a sorbanciaque se alcanzana pH 4.5 son mayoresque los que se

producenapH 7.4en pr enciade calcio 5 mM o NaCí 150 mM, lo quedemuestraunagran

tendenciade la SP-A a la autoasociacióna pH ácido. Esta facilidad de la SP-A para

autoagregar,asícomo la dependenciadecalciodel procesodeautoagregaciónde la SP-A

a pH ácido,sugierenqu los mecanismosmolecularesa travésde los cualesseproducela

autoagregaciónde la SP- a pH neutroy pH ácidoson distintos.El siguienteobjetivo del
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trabajo ha sido

consecuenciadel

4.2.7.2. Cambios

estudk

proces

u los cambiosestructuralesque se producenen la SP-A como

o de autoagregaciónapH ácido.

estructaralesen la tomaagregadade la SP-A a pH ácido

Los cambiosque

autoagregaciónde la pi

fluorescenciay dicroísm’

disminuciónde la intem

la longitud de onda d<

consecuenciade la auto~

proteínaen virtud del

apagamientoprovocado

no existenciadedesplaz

polaridaddel microentoi

Los estudiosde a

a pH 7.4 y pH 4.5 serec

fracción de fluorescencí

constantede Stern-Volrr

2.35 M’). Además,a pI-

fluorescenciade la SP-A

discutidopreviamente,e

esel casodela SP-A, est

de accesibilidadde los cl

Paraprofundizar

ácidosobrela estructura

la SP-A a pH neutroy p

alteracióndel espectrod

la proteínaa pH neutro.

lo quepodríaindicar que

seproducenen la estructurade la SP-A comoconsecuenciade la

oteína a pH ácido se han estudiadomedianteespectroscopiade

~circular. En la Figura 42 seobservaque,a pH 4.5 seproduceuna

idad de emisiónde fluorescenciade la SP-A sin quesemodifique

los máximos de emisión. Estos resultadosindican que, como

igregaciónde la SP-A seproduceun cambioconformacionalen la

ual los fluoróforos de la SP-A estánmenosprotegidosfrente al

~or el disolventeo porgrupospolarizablesdela propiaproteína.La

imientosde los máximosde emisiónindican queno semodifica la

no en el que seencuentranlos residuosde triptófano de la SP-A.

agamientodela fluorescenciaintrínsecade la SP-A poracrilamida

genenla Figura43. Se observaque, a pH ácido,se incrementala

~ de la SP-A susceptiblede ser apagadapor la acrilamida. La

er es mayor (K~= 17.52 M’) apH ácido quea pH Neutro (Ñ=
ácidola representaciónde Stern-Volmerdel apagamientode la

por acrilamidano es lineal, sino curvadahaciaabajo. Comose ha

rx el casodeproteínascon másde un residuode triptófano,como

~sresultadospuedeninterpretarsecomoresultadode unadiferente

s triptófanosde la SP-Aa la acrilamida.

en los cambiosinducidospor la autoagregaciónde la SP-A a pH

de la SP-A, seha comparadoel espectrode dicroísmocircular de

H ácido.Se observa(Figura 44) que seproduceuna significativa

dicroísmocircular de la SP-Acon respectoal mismoespectrode

eapreciaunamarcadadisminucióndel extremonegativoa205 nm,

comoconsecuenciade la autoagregaciónde la SP-AapH ácido,
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FIGURA Espectrode emisión de fluorescenciade la SP-A a pH
ácido.

Los espectr s se han registradoa 200C utilizando una longitud de onda de
excitación d 295 nm. La SP-A (10 ¡sg/mI) se añadióen tampón Tris-HCI 25
mM, Acetat 25 mM, pH 4.5 (línea de trazodiscontinuo)o en tampónTris-HCI
5 mM, pH 4 (línea de trazocontinuo).

se producencambio en la estructurasecundariade la SP-A asociadosa cambiosen el

dominiocolagénico e la proteína.Sin embargo,no sepuededescartarque la dispersión

provocadapor la aut agregacióndelaproteínaa pH ácidopuedacontribuira la disminución

de la eipticidadneg tiva a205 nm. La dispersiónproduceartefactosen los espectrosde
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FIGURA 3. Representaciónde Stern-Volmerdelapagamiento
de la fluo scenciaintrínsecade la SP-A decerdoporacrilami-
da a pHd ido.

Los exper~ entosse realizarona 200C en tampón Tris-HCI 25 mM,
Acetato só ico 25 mM, pH 4.5 o tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4. La
longitud de ondade excitaciónfue 295 nm. La concentraciónde SP-A
utilizada fu 6.67 ¡sg/ml. F

0 y F son las intensidadesde emisión de
fluorescencia a 330 mu en ausenciay presencia de acrilamida,
respectivamnte.

dicroísmo circular que s manifiestan, en muchoscasos,en disminución de la señal de

dicroísmo.Al adicionarN OH al medioseobtienede nuevoel espectrocaracterísticode la

SP-Aa pH neutro,lo que ndicaqueelprocesoesreversible,y quela disminuciónobservada

en los valoresdeeipticid cl no puedenatribuirsea precipitaciónde la proteínaapH ácido.
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El espectrode dicrois o circular de la SP-A a pH ácido muestraun hombromásacusado

a 220 nm quelos esp tros dela SP-A registradosen presenciade calciomiimolar o NaCí,

lo quepodríasugerir ueel contenidode Ó-hélicede la SP-A a pH ácidoesmayor que a

pH neutroenpresenci de calcio (5 mM) o cloruro sódico(150mM).
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44. Espectrosde dicroísmocircularde la SP.
a pH ácido.

La SP- (0.1 mg/mI) seañadióen tampónTris-HCI 25 mM,
acetato ódico 25 mM, pH 4.5.Tras registrarseel espectrode
la prote a a pH ácidoseañadióNaOH 0.1 N hastaneutrali-
zar el p de la solución,registrándosede nuevoel espectro
de la pr tefna.
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Aunquelos mecanismosmolecularesa travésde los cualesseproducela autoagrega-

ción a pH ácidoy pH neutro seanprobablementedistintos, la estructurade la SP-A se

modificademaneramuy semejanteen amboscasos;al menoslas variacionesobservadasen

los espectrosde fluorescencia,enel apagamientode la fluorescenciaporacrilamiday en los

espectrosde dicroísmo circular son cualitativamentesemejantes.Como se ha discutido

previamente,tanto los resultadosque aparecenen esta memoria,como algunosdatos

existentesen la bibliografía,apoyanla hipótesisdequela autoagregaciónde la SP-A a pH

neutroen presenciade calcio miliniolar o fuerzaiónicaseproducea travésde interacciones

entrelos dominioscolagénicos(Apanado4.2.3.).El hechode quela estructurade la SP-A

semodifiquedemanerasimilarcomoconsecuenciadela autoagregaciónde laproteínaa pH

neutroy apH ácidopodríasugerirquela autoasociaciónde la proteínaa pH ácidopodría

llevarsea cabomedianteinteraccionesentrelas regionescolagénicasde distintasmoléculas

de SP-A, aunquelos datosdelos quesedisponeno indicandeunamaneraclaraqueseaasí.

Se han descritocambios estructuralesinducidos por el pH ácido que afectanal

dominio de reconoclinentode carbohidratosen lectinas tipo C. Así, el receptor de

asialoglicoproteínasde los hepatocitos,que intervieneen la internaciónde glicoproteinas

mediante un proceso de endocitosis mediada por receptor, y tiene un dominio de

reconocimientodecarbohidratoshomólogoaldelascolectinas,sufreun cambioconformacio-

nal inducido porel pH ácidode los endosomas,quereducela afinidad del receptorpor el

ligando, lo queconduceala disociacióndel complejoreceptor/glicoproteina(Di Paolaet al.,

1984). “In vitro”, el pH ácido induceun cambio conformacionaltantoen el receptorcomo

en un fragmento que retienela actividadde unión de carbohidatos,obtenido mediante

digestión del recptor con subtilisina. Al acidificar el medio se incrementa 10 veces el

requerimientode calcio necesarioparaque seproduzcala unión de azúcaresal receptor

(Loeby Drickamer, 1988).Es interesantequeen los dossitios de unión de calciode la MBP

esténimplicadosresiduosde As¡i, Glu y Asn, queestánconservadosen todaslas colectinas

y lectinastipo C (Weisset al., 1991).De acuerdocon los resultadosobtenidos,esprobable

que la protonaciónde los gruposcarboxilo de los aminoácidosácidospodría reducir la

afinidadde laproteínaporel calcio.Seríainteresanteestudiarcómoestánafectadasalgunas

de las propiedadesde la SP-A dependientesde la unión de calcio a la proteína. Las

alteracionesen la actividadde agregacióndevesículashansido estudiadasen el apartado4.4.

deestamemoria.RecientementeHaurumet al. (1993)hanpublicadoquela unión de la SP-

A a carbohidratosdisminuyeapH ácido(4-5). Si el sitio de unión de calciodealta afinidad
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seencuentraenel dominio de reconocimientodecarbohidratosde la SP-A, como sostienen

Haagsmanet al. (1990), la protonaciónde las cadenaslateralesde esos aminoácidos,

posiblementeesencialespara la unión de calcio, podría explicar por qué el procesode

autoagregaciónde la SP-A a pH ácido es independientede la presenciade calcio

micromolar.

(pH 7.4)

• .4 .4 1r

(pH 4.5)

FIGURA 45. Modelo estructuralde la SP-A a pH neutroy p11 ácido.

En la Figura 45 se representaun modelo del cambio estructuralque podría

producirseen la SP-A a pH ácido.La zonade unión del dominio colagénicocon el de

reconocimientode carbohidratoses una zona hidrofóbica con abundanciade residuos

ácidosque, al pH fisiológico presentaráncarganegativa. La secuenciade esa zona es
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compatible con la existenciade una (5-hélice anfipática (Mc Lean et al., 1993). La

presenciade cargasnegativasen esa región podríacontribuir a la separaciónque se

produceentreprotómerosde la SP-A paraformar la característicaestructurade “ramo

de flores” de la SP-A.La protonacióndelas cadenaslateralesdeesosresiduosapHácido

eliminaríaesascargas,y permitiría unaasociaciónmásestrechaentrelos protómerosde

la SP-A. La estructurade la SP-A a pH ácido seria más compacta,lo que podría ser

importantepara facilitar la integraciónde la SP-A en el sistema de bicapaslipídicas

altamenteempaquetadasen los cuerposlamelares.La estructurade la SP-A a pH neutro

seriamásabiertay flexible, compatiblecon la organizaciónde las lamelasde los cuerpos

lamelaresen la mielina tubular.

4.2.8.SUMARIO

Los resultadosquesemuestranen estamemoriasugierenquela SP-A a pH neutro

presentadosconformaciones:una, quesepodríallamaractiva,determinadapor la unión

decalcioaun sitio dealta afinidad,presumiblementelocalizadoenel dominioC-terminal

dela proteína,y otrainactiva,en ausenciadecalcio.La unión de calcio a estesitiode alta

afmidad inducecambios en la estructurade la proteína que se manifiestanmediante

espectroscopiade fluorescenciay susceptibilidada la hidrólisispor tripsina.La unión de

calcioal sitio de alta afinidadno induceautoagregaciónde la SP-A. Paraqueseproduzca

la autoasociaciónde la proteínaa pH neutroserequiereno sólo queel calcioestéunido

a esesitio de alta afinidad, sino tambiénla presenciade calcioen concentracionesmás

altas(del ordenmilimolar) o un incrementode la fuerza iónica. El mecanismoa través

del cual estosagentesinducenla autoagregaciónde la SP-A probablementeesdistinto.

Mediante ensayosde proteolisis por tripsina se observadistinta susceptibilidada la

hidrólisis de las formasagregadasde SP-A a PH neutro(inducidapor Ca2 o NaCí). El

calcio podría unirsea un sitio dealtaafinidad, dependientede la presenciadel dominio

colagénicode la proteína,mientrasqueel NaCí podríaapantallarla repulsióndebidaa

la densidadde carganegativasuperficialde la SP-A.

La desglicosilación de la SP-A, o la presencia de manano, no inhiben la

autoagregaciónde la proteína. Por tanto, no parece probable un mecanismode

autoagregaciónde la SP-A basadoen la unión de las cadenasde azúcaresde una



RESULTADOSY DISCUSION 137

moléculadeSP-A al sitio de unión decarbohidratosdeotramoléculade SP-A. Porotro

lado, las formas agregadasde SP-A (en presenciade calcio miliniolar o fuerza iónica

fisiológica) son mássusceptiblesa la hidrólisis por tripsina quelas formas no agregadas

(enpresenciadeEDTA o de calcio5pM). Teniendoen cuentaquela zonade colágeno

de la SP-A no sedigiere por tripsina, estosresultadossugierenquela autoagregaciónde

la proteínaimplica interaccionesentrelos dominioscolagénicos,y no entrelos dominios

globulares,de distintasmoléculasde SP-A.

La autoagregaciónde la SP-A a pH neutro(tantoinducidapor CaCI2 miimolar

como por NaCí) inducencambiosestructuralesen la proteínaque se puedenseguir

medianteespectroscopiade fluorescencia,dicroísmo circular y susceptibilidad a la

hidrólisispor tripsina).

A pH ácido,el procesode autoagregacióndela SP-Aesindependientedela unión

de calcioal sitio de alta afinidad. La extensiónde la agregacióna pH ácidoesmayor que

a pH neutro.Estoshechosindican queprobablementeel mecanismomoleculara través

del cual seproduceel procesode autoagregaciónseadistinto en amboscasos.

Laautoagregaciónde la SP-A apH ácidoinducecambiosestructuralesen la SP-A

quesepuedenestudiarmedianteespectroscopiadefluorescenciay dicroísmocircular.Las

variacionesobservadaspara la SP-A autoagregadaa pH ácido son cualitativamente

semejantesa las que seproducenparala SP-A autoagregadaa pH neutro, en presencia

de calcio miliniolar o fuerza iónica fisiológica, lo que podría sugerirque el procesode

autoagregaciénde la SP-A a pH ácido se producemedianteinteraccionesentre los

dominioscolagénicosde diferentesmoléculasde SP-A. De acuerdocon los resultados

obtenidosseproponeun modelodel cambioestructuralqueseproduceen la SP-A a pH

ácido. La estructurade la proteína a pH 4.5 sería más compacta,permitiendola

integraciónde la SP-A en los cuerposlamelares.A pH neutrola estructurade la SP-A

seríamásabierta.Los cambiosestructuralesde la SP-A al modificarseel pH del medio

podríantener implicacionesen la transformaciónde los cuernoslamelaresen mielina

tubular.
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4.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS LíPIDOS SOBRE LA

ESTRUCTURA DE LA SP-A. SELECTiVIDAD DE LA SP-A FRENTE A

VESíCULAS LIPIDICAS

4.3.1. INTRODUCCIONY OBJETIVOS

Una de las propiedadesmás importantesde la SP-A es su capacidadpara unir

fosfolípidos. La SP-A se coaisla con los fosfolípidos del surfactante,y estáfuertemente

asociadacon ellos (King y McBeth, 1981;King et al., 1983;Kuroki y AKino, 1991).Todoslos

estudiosrealizadoshastala actualidadsobrela interaccióndela SP-A con los lípidossehan

centradoen: a) los requerimientosestructuralesde la SP-A paraque se produzcadicha

interacción(Haagsmanet al., 1991;Rosset al., 1991),b) el análisisdelposiblesitiode unión

de los lípidosala SP-A(Rosset al., 1986;Voorhoutetal., 1991)y c) la importanciade dicha

interacción en el metabolismoextracelulardel surfactante:formación de mielina tubular

(Suzukiet al., 1989; Williams et al., 1991),adsorciónde los lípidosa la interfaseaire-liquido

(Hawgoodet al., 1987)y recapturadel surfactantepor los neumocitostipo II (Wright et al.,

1987).

No se ha estudiadobastael momentoel efecto que tienen los lípidos sobre la

estructurade la proteína,siendoésteel primerobjetivo de esteapanado.Este estudiose

ha realizadomediantetécnicasde fluorescenciay dicroísmocircular.El segundoobjetivo ha

sido analizar el efecto de: a) la naturalezadel gn¡po polar y cadenade adío de los

fosfolípidos, b) el estadofísico de las vesículaslipídicas y c) la fuerza iónica del medio,

sobrela interacciónlípido/SP-A. Este estudioseha abordadoestudiandola fluorescencia

intrínsecade la SP-A (intensidadde emisión defluorescencia,longitud deondade emisión
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de los máximosde emisióny susceptibilidadal “quenching”poracrilamida)en presenciade

distintostiposdelípidos y en distintascondicionesexperimentales.

43.2.ESTUDIO DELA INTERACCIONLíPIDO/SP-A.EFECTODELOSLíPIDOS SOBRE

LA ESTRUCTURADE LA SP-A

En la figura 46 serepresentael efectodela interaccciónde la SP-Acon vesículasde

DPPC -fosfolipido característico del surfactante pulmonar- sobre las propiedades

fluorescentesde la SP-A. La interacciónde la SP-A con vesículasde DPPCda lugara un

incrementode la intensidadde emisión de fluorescenciade la SP-A que puede ser

interpretadoen términos de una mayor protecciónde los fluoróforosde la SP-A de los

grupospolarizablesde lapropiaproteína(puentesdisulfuro,grupossulfidrilo y aminas)o del

solvente. Dichos grupos son los responsablesdel apagamientode la intensidad de

fluorescenciade los residuosde triptófano.Estosupondríaun cambioconformacionalenla

proteínacomoconsecuenciade su interaccióncon los lípidos.

La existenciade estecambioconformacionalestáapoyadapor los resultadosde

accesibilidadde los residuosde triptófano a acrilamidaregistradosen la Figura 47. En

presenciade vesículasde DPPC el apagamientode la emisión de fluorescenciapor

acrilamidadisminuyemarcadamente,lo queindicaque,debidoal cambioconforniacionalde

la proteína, se reducela accesibilidadde los residuosde triptófano a la acrilamida. Es

interesanteobservarque la representaciónde Stern-Volmeren ausenciade DPPC no es

lineal, sinoqueseobtieneunadesviaciónde la linealidadhaciaabajo.SegdnEftink y Ohiron

(1976) estetipo de representaciónpuedeser interpretadoen términosde una marcada

diferencia de accesibilidada la acrilamida de las distintas poblacionesde residuosde

triptófano, en el casode proteínasque contenganmás de una población de residuosde

triptófano. En el caso de la SP-A, estos resultadosindican queen ausenciade lípidos y a

fuerzaiónica fisiológicauno de los dosresiduosde triptófano esmásaccesibleal agentede

“quenching”queel otro.Por otraparte,despuésde la interaccióndevesículasdeDPPCcon

la SP-A a fuerzaiónica fisiológicaseobtieneuna representacióndeStem-Volmerlineal, lo

queindica, segtinla teoríade Eftink y Ohiron,quelos dosresiduosde triptófano de la SP-A

tienen la misma accesibilidadal agentede “quenching” como consecuenciadel cambio

conformacionalen la moléculade la proteínaproducidotras su interaccióncon DPPC.
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FIGURA 46.Espectrosdeemisiónde fluorescenciade la SP-A de cerdo
enausenciay presenciade vesículasde DPPC.

La longitud de onda de excitación utilizada fue de 295 nm. La intensidadde
emisióndefluorescencia(F) seexpresaenunidadesarbitrarias.Losexperimentos
se llevaron a caboa 3VC en tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4 quecontieneNaCí
150 mM. Las concentracionesde SP-Ay DPPCutilizadasen elensayofueron10
y 40 ¡sg/mi,respectivamente.

El cambio conformacionalque se produce en la SP-A pareceocurrir sin que se

modifique la polaridaddel microentornoen elquese encuentranlos residuosde triptófano,

ya que la posiciónde los máximosde emisiónde fluorescenciano se modifica despuésde

la interacciónconDPPC.La longitudde ondadel máximode emisióndel grupoindol sufre

cambioshacia el azul (longitudesde onda menores)o hacia el rojo (longitudesde onda

400
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mayores)cuandolapolaridaddelmicroentomoenelqueseencuentradisminuyeo aumenta,

respectivamente(Lakowicz, 1993).
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FIGURA 47. Representaciónde Stern-Volmer del apagamientode la
emisiónde fluorescenciadela SP-Aporcina poracrilamidaen presencia
o ausenciade vesículasde DPPC.

F y F0 son las intensidadesde emisión de fluorescenciaa 330 nm en ausenciay
preenciade acrilamida,respectivamente.Los experimentosse llevaron a cabo a
37Cen tampónTris-HCI 5mM, pH 7.4, quecontieneNaCí 150 mM. La longitud
de ondade excitaciónfue 295 nm, y las concentracionesde SP-A y DPPCfueron
10 y 40 ¡sg/mI, respectivamente.

Los únicos residuosde triptófano encontradosen la SP-A de todas las especies

estudiadasestánlocalizadosenel dominio C-terminal,en las posiciones191 y 213 (paraun

númerototal de aminoácidosde 228). Por otro lado, el sitio deuniónde lípidosen la SP-A

no seencuentraen la regiónC-terminal, sino probablementeen el segmentoque une el



RESULTADOSY DISCUSION 142

dominio de colágeno(N-terminal)y el dominio globular (C-terminal)(Rosset al., 1986), o

bienen la regióncolagénica(Voorhoutet aL, 1991).Por tanto,los residuosde triptófanose

encuentranen una zonaalejadadel sitio de unión de la DPPCa la SP-A. La ausenciade

desplazamientode las posicionesde los máximosde emisiónde los triptófanosde la SP-A

tras la interacción con la DPPC estáde acuerdocon el hechode que los residuosde

triptófanodela SP-Anoselocalicenenel sitiodeuniónde lípidosde la proteína.Un efecto

similar, esdecirincrementodel rendimientocuánticodel triptófano,sin que seproduzcaun

cambiohaciael azul enla longituddeondadelmáximo de emisiónseha publicadoparala

fluorescenciadeltriptófanode proteinascomola «-sarcinacuandointeraccionaconvesículas

deDMPC (Gassetet al., 1991)o el proteolipidodela mielina cuandointeraccionacon LPC

(Cockleet al., 1978).

En la Figura 48 serepresentagráficamenteun modelo decómopodríaproducirse

un incrementoen el rendimientocuánticode un residuode triptófanode una proteínasin

cambiosen lapolaridaddel microentornodondeseencuentrael triptófano.

- Residuo de Trlpt6f eno

• - Grupo Polerizeble o -SH)

+ DPPC

FIGURA 48.Modelopropuestoparael cambiode las
propiedadesfluorescentesde la SP-Aenpresenciade
vesículasde DPPC.
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Paraprofundizaren los cambiosen la estructurade la SP-A provocadospor su

interaccióncon los lípidos, sehanrealizadoestudiosde dicroísmocircularde la SP-A enel

ultravioletalejanoen ausenciaopresenciadevesículasfosfolipidicasy micelasdefosfolípidos

(Figura49).

El espectrode dicroísmo circular de la SP-A se caracterizapor un gran extremo

negativoa 205 nm. Es similar al espectrode la proteínaClq, que contienetambiénun

dominio decolágenoy sussubunidadesseensamblande la mismamaneraquela SP-A (ver

apartado4.1.5.). En presenciade lípidos, los espectrosde dicroísmocircularde la SP-A no

sealteranen el intervalo210-250nm, mientrasquea longitudesdeondainferioressereduce

la elipticidadenpresenciatantode vesículasdeDPPC/DPPGcomo demicelasde LPC. Los

resultadoscon vesículasdeDPPCsonsimilares.La relaciónde elipticidadesa 205y 220 nm

sereducea medidaque seincrementala relaciónlípido/proteína,como seapreciaen los

insertosB y C. El efectoprovocadopor las vesículasde DPPC/DPPGesmayor que el

inducidoporla LPC. Estosresultadospodríansugerirquelos fosfolípidosproducencambios

en la estructurasecundariadela SP-A quepodríanestarasociadosacambiosen el dominio

de colágeno,ya que el tratamientode la SP-A a temperaturassuperioresa 550C o la

digestiónde la SP-A con colagenasada lugara unadisminuciónimportantede la elipticidad

negativaa 205 nm (Vosset al., 1988;King et al., 1989;Haagsmanet al., 1989) sin variarla

eipticidad a 220 nm (Voss et al., 1988; King et al., 1989; Haagsmanet al., 1989). Sin

embargo,hay queteneren cuentaquelos lípidos disminuyenla relaciónseñal/ruidopara

longitudesdeondainferioresa210 nm, porlo quelos cambiosde elipticidad inducidospor

los lípidos en la SP-A podríanno ser suficientementesignificativos paraasegurarque los

lípidosproducencambiosen la estructurasecundariade la SP-A.No puededescartarseque

la dispersiónprovocadapor las vesículasdeDPPC/DPPG afecteal espectrode dicroísmo

circularobtenido.
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4.3.3. EFECTODE LA NATURALEZA DEL GRUPOPOLAR Y CADENA DE ACILO DE

LOS FOSFOLIPIDOSSOBRELA FLUORESCENCIAINTRINSECA DELA SP-A

El efecto de la naturalezade la cabezapolar y de la cadenade acio de los

fosfolípidos sobre la interacciónlípido/SP-A se ha estudiadoobservandoel cambio del

espectrode fluorescenciaintrínsecade la SP-A decerdoy humanaen presenciade distintas

clasesde lípidos. Se ha investigadoel efecto de vesículasunilamelaresde DPPC,PC de

huevo,DPPGy DPPC/DPPG(7:3, en peso)y de micelasde 1-palmitoil-lisofosfatidilcolina

(LPC). Los experimentossehan realizadoa fuerzaiónica fisiológicay a 370C.

La interacciónde la SP-A humanay decerdocon los distintostipos de fosfolípidos,

a excepciónde la PC de huevo, produceun incrementoen la intensidadde emisión de

fluorescenciade la proteínasin afectara la posiciónde los máximosde emision. (Figura).

La mayorvariaciónen la intensidadde emisiónde fluorescenciade la SP-A seproducecon

las vesículasde DPPC,y la mínima en presenciade vesículasdePC de huevo. El aumento

de la intensidadde emisión de fluorescenciaprovocadopor las vesículasde DPPG o

DPPC/DPPGes menorque el inducido por las vesículasde DPPC, lo que indica que la

presenciadecargasnegativasen la cabezapolar de los fosfolípidosreducela interacciónde

éstoscon la SP-A. Porotro lado, la interacciónde la SP-A con micelasde 1-palniitoil-LPC

esmenorquela existentecon la DPPC.Estoindica quela presenciade un ácidopalmítico

esterificandola posiciónsn-2del glicerol podríaserimportanteen estainteracción.La SP-A

podríareconocerel esqueletodel glicerol y las unionesésterde los fosfolipidos.

Los espectrosde fluorescenciaseprocesarontal como sedescribeen materialesy

métodosparacorregira) la dispersiónprovocadaporla adicióndelas vesículasfosfolipídicas

b) el efectode filtro internoy c) la dilución causadapor la adiciónde sucesivasalícuotasde

la solución de vesículasen el experimentode titulación. Ademas, para descartarla

posibilidaddequeel incrementoen la intensidadde fluorescenciaemitida porla SP-Afuera

un artefactoexperimentaldebidoala dispersióngeneradapor lasvesículasutilizadassehan

realizadoexperimientosde titulación utilizando una disolución de N-acetil-triptofanamida

(NATA) ala queseañadencantidadescrecientesde DPPC,DPPO,PCde huevoy LPC. A

todaslas concentracionesde LPC los espectrosregistradosfueron superponiblescon el del
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NATA. En el casode DPPC,DPPGy PCdehuevocomienzaa incrementarsela emisiónde

fluorescenciadel triptófano a concentracionesde lípidossuperioresa 45 pM.

1.4

o
u-

1.2

1.0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

[Lípido]

FIGURA 50. Efecto de distintasclasesde fosfolípidos sobrela intensidadde emisión de
fluorescenciade la SP-A porcina(A) y humana(B).

F0 y F son las intensidadesde emisión de fluorescenciaa 330 nm de la SP-A en ausenciay presenciade
fosfolípidos, respectivamente.Los experimentossellevarona caboen tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4,
en presenciade NaCí 150 mM. La cóncentraciónde proteínautilizada fue 6.67 ¡sg/ml.

Un criterio adicionalparaestudiarla interacciónde la SP-A con distintasclasesde

fosfolípidos esel análisisde la accesibilidadde los fluoróforosde la SP-A por la acrilamida.

En la Figura 51 se muestrala representaciónde Stern-Vohnerdel apagamientode la

fluorescenciade la SP-A de cerdo y humanapor acrilamidaen ausenciay presenciade
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fosfolípidos a una concentraciónaproximada de 41 pM para las distintas clases de

fosfolípidosy de 61 pM para 1-palniitoil-LPCde 61 pM.

La interacciónde vesículaslipídicaso micelasde LPC con SP-A porcinao humana

no causa una total protecciónde los residuosde triptófano frente al “quenching” por

acrilamida.La extensiónde la protecciónde los residuosde triptófano frenteal agentede

1.8

1.6

u-

O
u-

1.4

1.2

1.0
120

[Acrilamida] (mM)

FIGURA 51.Representaciónde Stern-Volmerdel apagamientode la fluorescenciaintrínseca
de la SP-A porcina(A) y humana(B) por acrilamidaen presenciade distintasclasesde
fosfohpídos

F0 y F son las intensidadesde emisiónde fluorescenciaa 330 nm en ausenciay presenciade acrilamida,
respectivamente.Los experimentossehanllevado a caboa 3TCentampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, que
contieneNaCí 150 mM. La longitud de ondade excitaciónfue 295 nm. Las concentracionesde SP-A y
fosfollpidosfueron 10 y 40 ¡sg/mí, respectivamente.

0 10 20 30 40 0 40 80
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“quenching” dependeclaramentedel tipo de lípido que interaccionacon la SP-A. Las

constantesde “quenching” por acrilamida(1<4 de la SP-A humanay porcina,en presencia

y ausenciade vesículasdeDPPCy DPPGserecogeen la TABLA III.

TABLA III. Susceptibilidadalapagamientoporacrilamidade la fluorescenciaintrínsecade

la SP-A porcinay humanaen presenciade vesículasde fosfolípidos.

K~ es la constantede “quenching’ dinámicode Stern-Volmer.

En el caso de la SP-A porcina, la interacción de vesículasde DPPC con dicha

proteínadecrecemarcadamentela accesibilidaddelos fluoróforosde la SP-A ala acrilamida.

La interacción de la SP-A de cerdo con vesículascargadasnegativamentede DPPG, o

micelasde LPC, producetambiénciertaprotecciónde los triptófanosfrenteal ‘quenching”

por acrilamida,aunquedicha protecciónesmuchomenospronunciadaqueconvesículasde

DPPC. En el caso de la SP-A humanase observacierta protección de los residuosde

triptófano frenteal ‘quenching”por acrilamidaen presenciade DPPC,aunquela constante

de la SP-A humanaen presenciadevesículasdeDPPCesmayor queen el casode la SP-A

porcina.Otradiferenciade la SP-A humanacon respectoa la porcinaesquesu interacción

con vesículasácidasdeDPPOno varía la accesibilidaddelos triptófanosala acrilamidacon

respectoalaproteínasin lípidos.Esinteresanteobservarqueambasproteínas,SP-Ahumana

[SP-A LITPIDOS K.~

SIN LíPIDOS 9.3

PORCINA DPPC 1.2

DPPG 3.6

SIN UPIDOS 6.5

HUMANA DPPC 3.8

DPPG 6.0
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y porcina,tienendiferentesconstantesde“quenching” (K,~) enausenciadelípidosy a fuerza

iónica fisiológica (K,~ de la SP-A humana6.5 M’ y K. dela SP-A porcina9.3 M’) (TABLA

III). Estadiferenciapodríaatribuirsea diferenciasen la secuenciade aminoácidosdeambas

proteínasquedaríanlugar a diferenciasen la estructuratridimensionalen los alrededores

de los residuosde triptófano.De acuerdocon esto, los residuosde triptófanode la SP-A

humanaestarían más protegidos en la matriz proteica que los de la SP-A porcina,

disminuyendola accesibilidadde los fluoróforosdela SP-A humanaa la acrilamida.

Si consideramosquelas dosaproximacionesexperimentalesutilizadasi) cambiosen

la intensidadde emisión de fluorescenciade la SP-A en presenciade lípidosy u) cambios

en la accesibilidadde los fluoróforosde la SP-A a la acrilamidaen presenciade lípidos

puedenserutilizadoscomocriteriosválidosparadeterminarla magnitudde la interacción

lípido-proteína,nuestrosresultadosclaramenteindican que la interacciónde la SP-A con

vesículasde DPPC es mayor que con otros fosfolípidos. La utilización de estastécnicas

experimentalesha sido ampliamenteutilizada paraestudiarla interacciónlípido-proteínay

selectividadde dicha interacciónen diveros estudiosen los quese utilizabanpéptidosseñal

(Killian et al., 1990), calpactinas(Pigault et al., 1990),diversospéptidomodelo (DeKroon

et al., 1990), péptido estimulantede la liberación de gastrina(Cavatortaet al., 1991) y

apolipoproteinashumanas(Weinberget al., 1990).

La selectividad de la SP-A frente a distintas clasesde lípidos se ha estudiado

recientementeporKuroki y Aldno (1991)utilizandouna técnicaexperimentaldiferente,que

se basaen la unión de ‘51-SP-A a diferentesclasesde lípidos adsorbidosen placasde

silicagel. Sus resultadosindicaron que la SP-A se unía específicamentea DPPC. No se

observabaunión a fosfolípidosácidoscomo DPPGo PO dehuevo, l-palmitoil-LPCo PCde

huevo.Nuestrosresultadosdifierenparcialmentedelos obtenidosporKuroki yAkino (1991)

en el sentidode queno observarnosuna interacciónespecíficade la SP-A con DPPC,sino

una interacciónpreferencialcon dicho fosfolípido. Estasdiferenciaspodríandebersea las

distintasaproximacionesexperimentalesutilizadasparaestudiarla interaccióndela SP-Acon

distintasclasesde fosfolipidos.
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FIGURA 52. Efecto de lasdistintasclasesde fosfolípidossobrela intensidadde emisiónde
fluorescenciade la SP-A porcina(A) y humana<B) a bajafuerzaiónica.

F0 y F sonlasintensidadesde emisiónde fluorescenciaa 330 nin de la SP-Aen ausenciay presenciade
fosfolípidos,respectivamente.Los experimentossellevaron a cabo a 3VC en tampónTris-HCI 5 mM,
pH 7.4, quecontieneNaCí 150 mM. La concentraciónde SP-A utilizadafue 6.67 ¡sg/ml.

4.3.4.EFECTODE LA FUERZA IONICA EN LA INTERACCION LíPIDO/SP-A

Los experimentosdescritosen el apartadoanterior ponende manifiestoque la

interacciónde la SP-A con vesículasde DPPC es máspronunciadaquecon vesículasde

DPPO.Para investigarsi la interacciónde la SP-A con DPPOpudieseestarincrementada

al disminuir la fuerzaiónicadel medio, sehanllevado acaboexperimentosde titulación de

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80



RESULTADOSY DISCUSION 151

SP-Aporcinay humanacon distintasvesículasdefosfolípidosabajafuerzaiónica.La Figura

52 muestraquelasvesículasquecontienenfosfolípidosácidoscomoDPPGo DPPC/DPPG

no interaccionancon la proteína en estascondiciones.La interacción de la SP-A con

vesículasde DPPC a bajafuerzaiónica es muchomenorque la que seproducea fuerza

iónica fisiológica. La fuerza iónica del medio es, por tanto, un factor importanteen la

interaccióndela SP-A con vesículasde fosfolipidos.Unafuerzaiónica fisiológicapareceser

un requisito para la interacciónde la SPA con vesículasde fosfolípidos, especialmente

cuandoéstasestáncargadasnegativamente.

La ausenciade interacciónentrela proteínay vesículas,ácidasa bajafuerzaiónica

podríadebersearepulsiónelectrostáticaentrela carganegativadelos fosfolípidosy la carga

superficialde la proteínadebidaa los gruposcarboxilo. No seconocela región de la SP-A

que está implicada en la interacción con los fosfolípidos. Rossy colaboradores(1986)

postularonque la región de la SP-A que une el dominio colagénicocon el de estructura

globular,entrelos aminoácidosGly81 y Val117, podríaserla zonade la moléculadondese

unenlos lípidos,yaqueproteínasdefectivasenlos primeros117 aminoácidosno unenlípidos

en absoluto,mientrasque el fragmentoresistentea colagenasabacteriana,quecarecede los

primeros 81 aminoácidossilo hace, aunquedébilmente.El perfil de hidropatíade la

proteínarevelaquela región que seextiendeentrelos aminoácidos01y8,y Ile10, seajustaal

modelo de una a-héliceanfipática,con abundanciade cargasnegativas(Mc Lean et al.,

1993). Estaregión (01y81-fle101),una de las regionesde la SP-A quepodríaestarimplicada

en la asociacióncon los fosfolípidos,presentauna concentraciónlocal decarganegativa.La

presenciade NaCí podría apantallarla repulsiónpermitiendola interaccióncon vesículas

cargadasnegativamente.

43.5. EFECTODEL ESTADO FíSICO DE LOS LíPIDOS EN LA INTERACCION

Enlos experimentosqueserecogenenla Figura50, realizadosen presenciadefuerza

iónica fisiológica, seobservaque la interacciónde la SP-A con vesículasde DPPCprovoca

un incrementoen la intensidadde emisión de fluorescenciade la SP-A de cerdo,mientras

que en presenciadecantidadesequivalentesdePC de huevono seproducevariaciónen la

intensidadde emisiónde fluorescenciade la SP-A. La diferenciade resultadosobtenidosal

traabajarconvesículasdeDPPCo PCde huevo,cuyosfosfolípidosconstituyentestienenla
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misma cabezapolar pero distintascadenasde adio, podríaexplicarseporuna interacción

específicade la SP-A con las cadenasde adio saturadasde la DPPC o bien por una

preferenciade la SP-A por interaccionarcon vesículasen estadogel. A la temperaturaa la

queserealizanlos experimentosde fluorescencia,370C, la DPPCseencuentraenel estado

gel,ya quesu temperaturade transiciónde faseesde41.?C.Sin embargo,la PC de huevo

seencuentraen el estadofluido (liquido-cristalino)ya quesu temperaturade transiciónde

fase es de -100C (Ladbrokey Chapman1969). Para investigar ambasposibilidadesse

realizaronexperimentosde fluorescenciaen presenciade vesículasde DPPC a 20 y 450C.

Los resultadosaparecenen la Figura 53.

El aumentode intensidaddeemisión de fluorescenciadela SP-A humanay porcina

obtenidostrasla adicióndevesículasdeDPPCesmayora20 quea450C, lo queindica que

la interacciónde la SP-A con vesículasde DPPC esmásfuerteen el estadogel que en el

líquido-cristalino.Paraexcluir la posibilidadde quela reduccióndela intensidadde emisión

a 450C sedebaa alteracionesestructuralesde la proteínaa esatemperatura,serealizaron

los experimentosa200C con proteínanativay con proteínapreviamentecalentadaa 450C

durantediez minutos.Los resultadosobtenidosfueron semejantescon las dosproteínas

(resultadosno mostrados5.Además,Haagsmany colaboradores(1989) observaronque la

temperaturade transiciónparala desnaturalizacióntérmicade la triple hélicede colágeno

para la SP-A humanay canina es de 520 C. No se han realizadoestudiossemejantes

empleandoSP-A de cerdo.Estosresultados,junto con los presentadosen el apanado4.4.7.

de estamemorianospermitenconcluir que el estadofísico de los fosfolípidosesun factor

importanteen la interacción lípido/SP-A. El efecto de las vesículasde DPPC sobre la

emisión de fluorescenciade la proteínaesmayor cuandolas vesículasseencuentranen el

estadogel quecuandose encuentranen el estadolíquido-cristalino.De esta manera,se

podría explicar la débil interacción de vesículasde PC de huevo con la SP-A, que a la

temperaturaen queserealizanlos experimentosseencuentraen el estadoliquido-cristalino.

Estosresultadosconfirmanlos obtenidosporKing y colaboradores(1986)quedemostraron

mediante técnicasde sedimentaciónque la SP-A tiene una marcadapreferencia por

interaccionarcon fosfolípidos disaturadosen el estadogel. Otrasproteínasmuestranun

comportamientosemejante,como la fosfolipasaA
2 que se une a bicapaso monocapasde

DPPCen un procesoindependientedecalcio querequierequelos lípidosseencuentrenen

el estadogel (Lichtenberget al 1986; Oraingeret al., 1990)
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FIGURA 53. Efecto del estadofísico de las vesículasde DPPC sobre la intensidadde
emisión de fluorescenciade la SP-A porcina(A) y humana(B).

Los experimentosde titulación se realizarona 200C (estadogel) o 450C (estadolíquido-cristalino)en
tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, quecontieneNaCí 150 mM. La concentraciónde proteínaempleada
fue 6.67¡sg/ml.F

0 y F sonlas intensidadesde emisiónde fluorescenciaa 330nm en ausenciay presencia
de lípidos respectivamente.

De los estudios realizadosparececlaro que la interacción de la SP-A con los

fosfolípidosproduceun cambioconformacionalen la proteína,y quela interaccióndepende

tanto de la cabezapolar de los fosfolipidos como del estadofísico de las vesículasen la

o 20 40 600 20 40 60

solución acuosa.Así, la interacciónde la SP-A con vesículasde DPPCes mayor quecon
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vesículasde DPPG o de mezclasDPPC/DPPG,que tienen la misma temperaturade

transición de fasey los mismosácidosgrasosesterificandolas posicionessn-1 y sn-2 del

glicerol, pero distintacabezapolar. Asimismo, la interacciónde la SP-A con la DPPC es

mucho mayor que con la PC de huevo, que tiene la misma cabezapolar pero distintas

cadenasdeadioy temperaturade transiciónde fase.

No está resuelto todavía si la SP-A puede penetrar la bicapa e interaccionar

específicamentecon las cadenasdeadio. ReilIy y colaboradores(1989)demostraronquela

SP-A inducia un aumentode 5~6o C en la temperaturade transiciónde fasede vesículasde

DPPC/DPPG(7:3, enpeso)sin cambioen la entalpíadela transicióndefase, lo quesugiere

quefuerzasde tipo electrostáticoestanimplicadasen la interacción.Por otra parte,Kuroki

y AKino (1991) observaronquela SP-Aseuneen mayormedidaa DPPCquea PC de huevo

inmovilizadossobresiicagel.Teniendoencuentaquelas cadenasde aciodelos fosfolipidos

adsorbidosa la siicagel no estánenterradasen el interior de una bicapa, los autores

concluyenquela SP-A podríareconocerdemaneraespecíficalascadenasdeaciosaturadas.

En realidad,no seconoceelestadofísico delos fosfolípidosinmovilizadosen unamatrizde

silicagel.Nosotrospensamosqueesposiblequelos fosfolipidosformenagregadostalescomo

monocapaso bandasdemonocapas,demaneraquela cabezapolardelos fosfolípidosestaría

interaccionandocon la silicagel.Considerandoestahipótesis,pareceprobablequela DPPC

forme agregadosaltamenteordenadosadsorbidosa la matrizde silicagel.Sin embargo,no

ocurriría así con la PC de huevo debido a las cadenasde adio insaturadasy falta de

uniformidad en el área molecular que cada molécula de fosfolípido ocupa. El

empaquetamientode los fosfolípidosen agregadoslipídicos imponeciertasconstriccionesen

la conformacióndel fosfolípido que incluye la cabezapolar y el esqueletocarbonadodel

glicerol. Nuestrahipótesisesquela SP-A podríareconoceruna conformaciónespecíficadel

conjunto cabezapolar/esqueletocarbonadodel glicerol, propia de agregadosaltamente

ordenadosdeDPPC.De tal forma,la SP-A no seríacapazde reconoceragregadosdePCde

huevoal presentaruna conformacióndiferentedel conjuntocabezapolar/glicerol.Estaes

una interpretaciónalternativade los resultadosdeKuroki y Akino quenospermiteexplicar

por qué la SP-A no es capaz de unirse al ácido palmítico inmovilizado en matricesde

silicagely, además,presentarnuestrahipótesisde quela SP-A reconoceespecíficamentela

regióncabezapolar/esqueletodel glicerol de las vesículaslipídicas, sin quesea necesariala

penetraciónde la SP-A en la bicapa. De hecho, no hay datos experimentalesen la



RESULTADOSY DISCUSION 155

bibliografíaquedemuestreno apoyenla hipótesisdequela interacciónfosfolípido/SP-Aes

denaturalezahidrofóbica.

43.6. SUMARIO

La interacciónde la SP-A con vesículasde DPPC produceun incrementoen la

intensidadde emisión de fluorescenciade la SP-A, sin quesemodifiquen las posicionesde

los máximosde emisiónde fluorescenciade la proteína.Asimismo,como consecuenciade

la interacciónde la SP-A con estasvesículas,los fluoróforos de la proteína estánmás

protegidosfrente al apagamientopor acrilamida.Los resultadospuedenexplicarsecomo

consecuenciade un cambio conformacionalen la SP-A inducido por la interacción de la

proteína con estasvesículas,que disminuye el apagamientode la fluorescenciade los

triptófanosdela SP-A porgrupospolarizablesde la propiaproteína,o delsolvente,y hace

que los residuosde triptófano seanmenos accesiblesa la acrilamida.La interacciónde

distintasclasesde fosfolípidoscon la SP-A porcinay humanaprocedentedepacientescon

proteinosisalveolar,produceefectoscualitativamentesemejantes,pero cuantitativamente

distintos:los cambiosobservadosenla fluorescenciaintrínsecade la SP-A porcinay humana

sonmayoresenpresenciade vesículasde DPPC queen presenciadeDPPG,DPPC/DPPG

(7:3, enpeso)y 1-palmitoil-LPC. La intensidadde emisiónde fluorescenciaintrínsecade la

SP-A no se modifica en presenciade vesículasde PC de huevo. De igual modo, los

fluoróforosdela SP-A decerdoestánmásprotegidosfrentealapagamientoporacrilamida

en presenciade vesículasdeDPPC que en presenciade vesículasde DPPG o LPC. En el

casode la SP-A humanasólo seobservaprotecciónde los triptófanosde la SP-A frenteal

apagamientopor acrilamidatras la interacciónde la SP-A con vesículasde DPPC. De

acuerdocon estosresultados,parececlaro que la interacciónde la SP-A con vesículasde

DPPCesmayorquecon otros fosfolípidos.

La presenciade fuerzaiónica fisiológica pareceserun requisitoparala interacción

de la SP-Acon los fosfolípidos; la interacciónconla DPPCse reduceen ausenciade NaCí

y la presenciade fuerzaiónica fisiológica es imprescindibleparala interacciónde la SP-A

con vesículascargadasnégativamentecomo DPPG o DPPC/DPPG(7:3, en peso).La

ausenciade interacciónentrela proteínay las vesículasácidasa bajafuerza iónica podría
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debersea la repulsiónelectrostáticaentrela carganegativade los fosfolipidosy la carga

superficialde la SP-A debidaa los gruposcarboxilo.

El incrementoobservadoenla intensidadde emisiónde fluorescenciadela SP-A en

presenciade vesículasde DPPC dependedel estadofísico deestasvesículas.El incremento

en la fluorescenciaintrínsecade la SP-A esmuchomayorcuandolas vesículasseencuentran

en elestadogel quecuandoestánen el estadoliquido-cristalino.Estosresultadosindicanque

la interacciónde la SP-A convesículasdefosfolípidosrequierequelos lípidosseencuentren

en estadocristalino.

La interacciónpreferencialdela SP-A con DPPCpodríaserimportanteen el ciclo

metabólico del surfactante.En primer lugar, la SP-A podría dirigir los fosfolípidos, y

preferencialmentela DPPC, hacia los cuerposlamelares,que estánenriquecidosen este

fosfolipido disaturadoen comparacióncon otros orgánulossubcelularesde los neumocitos

tipo II (Schlameet al., 1988). De esta manera, a fuerza iónica fisiológica, la SP-A

interaccionaríafuertementecon la DPPC,y ambospodríanseguirla mismaruta intracelular

hasta ser secretados,o la misma ruta de procesamientointracelular despuésde ser

recapturadospor los neumocitostipo II.

En segundolugar, la interacciónselectivadela SP-Acon DPPCpodríaserimportante

en la generacióndeuna monocapaenriquecidaen DPPCen la interfaseaire-liquidodurante

el procesode adsorción.Schúrchy colaboradores(1992) han observadoquevesículasde

fosfolipidos de composiciónsemejanteal surfactantepulmonar,incubadasen presenciade

SP-A se comportande manerasimilar a monocapasde DPPCpura tras varios ciclos de

comprensióny expansiónde la monocapa“in vitro”. Estosresultados,junto con los estudios

de selectividaddela SP-A haciala DPPC,soportanla hipótesisde que la SP-A podríaestar

implicadaen la generaciónde una monocapaenriquecidaen DPPC,esencialparaevitar la

existenciadealtaspresionesintraalveolares,y por tantoparaprevenirel colapsoalveolar
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4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SP-A SOBRE LOS LíPIDOS.

AGREGACION DE VESíCULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA SP-A

4.4.1. INTRODUCCION Y OBJETiVOS

La agregaciónde vesículaslipídicas inducidapor la SP-A, dependientede calcio se

ha observadopormicroscopiaelectrónica(Haagsmanet al., 1991;Williams et al., 1991)y ha

sido ensayadapor diversosautoresmediantecambiosde turbidez de una suspensiónde

vesículasfosfolipídicasunilamelares(Hawgoodet al., 1985;Efrati et al., 1987;Haagsmanet

al., 1990, 1991; Rosset al., 1991).El ensayode la agregaciónde vesículasde fosfolípidos

inducidaporla SP-A sevieneutilizando tradicionalmenteparaensayarla actividadbiológica

de la SP-A. Es el tinico ensayode actividadbiológica de quesedispone.Se sabequedicha

actividad de agregaciónde vesículasdependedel mantenimientode la estructuranativa

oligomérica de la SP-A. La digestión del dominio de colágenode la SP-A mediante

tratamientocon colagenasabacteriana(Haagsmanet al., 1989; Ross et al., 1991) o la

reduccióny alquilación de la proteína(Rosset al., 1991) anulanel procesode agregación

de vesículasmediadopor la SP-A. Estoes,presumiblemente,debido a una disminuciónde

la interacciónlípido/SP-Abajoestascondiciones,ya queseha demostradoquela digestión

con colagenasabacterianao la reducciónde puentesdisuIfuro con ditiotreitol decrecela

unión de la SP-A a los fosfolípidos(Rosset al., 1991; Kuroki y Akino, 1991).

Recientemente,Haagsmany colaboradores(1991)han propuestoquela agregación

devesículasinducidaporla SP-A dependientede calciopodríaoriginarsepor laautoagrega-

ción de la SP-A, procesoampliamenteestudiadoen el apartado4.2.2. de estamemoria.De

estamanera,las vesículaslipídicasunidasa la SP-A agregandebido a la autoagregaciónde

la proteínadependientede calcio. Además,seha propuestoque la interacciónentredos
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moléculasde SP-A podríaserde tipo lectina: la cadenaoligosacáridade una moléculade

SP-A interaccionaríacon el dominio de unión de carbohidratosdeotra moléculade SP-A

y viceversa(Haagsmanet al., 1991).

La actividadde agregaciónlipídica de la SP-A secorrelacionahipoteticamentecon

la participaciónde estaproteínaen importantesprocesosimplicadosen el metabolismo

extracelulardel surfactante,como son la formaciónde la mielina tubulary la transferencia

de la DPPC desdela subfaseacuosadel alveolo a la interfaseaire-líquidodonde este

fosfolipido ejercesuactividadtensoactiva.

Teniendo en cuentala importancia de esteproceso,el primer objetivo de este

apanadoha sido estudiardetalladamentelos parámetrosque gobiernanel proceso de

agregaciónlipídica como son 1) el requerimientode calcio, II) la influencia de la fuerza

lónicay delpH del medio,lii) la dependenciadel estadorulende las vesículasfosfolipídicas

y liii) la relaciónfosfolfpldo/SP-A a la cual sealcanzala máximaagregaciónlipídica. El

estudiodetalladodeesteprocesono seha llevadoa cabocon anterioridadporotrosgrupos

de investigación.El segundoobjetivo planteadoha sido tratar de dilucidarsi realmentela

agregaciónde vesículasInducidapor la SP-A esunaconsecuenciade la autoagregaciónde

estaproteínaen presenciade calcio, o sí, por el contrario, son procesosIndependientes.

Sobrela basede los resultadosobtenidos,proponemosun posiblemecanismomedianteel

cual podría ocurrir el procesode agregaciónde vesículasinducido por la SP-A, y su

importanciaen el ciclo metabólicodel surfactante.

4.4.2.ESTUDIO DE LA AGREGACION DE VESíCULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA

SP-A

En la faseinicial del estudiode la agregaciónlipídica inducidapor la SP-A decerdo

se utilizaron ensayosde agregaciónempleadospreviamentepor otros investigadores

(Hawgoodet al., 1985; Efrati et al., 1987; Haagsmanet al., 1990, 1991)paracompararla

actividadde agregaciónlipidica dela SP-A decerdocon la publicadaparala SP-A deotras

especies.Los estudiosde agregaciónlipídica sehanrealizadotradicionalmenteconvesículas

ácidasde DPPC/PGde huevo (7:3, en peso),y éstasson las vesículasutilizadas en la

primerapartedel trabajo.Los experimentosde agregaciónsehanrealizadodeacuerdocon
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lascondicionesdescritasen la bibliografía,y los resultadosserecogenen la Figura54 A. En

lascubetasdemuestray referenciaseañadeinicialmenteSP-A y vesículasfosfolipídicasen

tampónTris.HCI 5 mM, pH 7.4, quecontieneNaCí 150 mM. La agregaciónseinicia trasla

adición de CaCI2 5 mM en la cubetade muestra.La adición de calcio a las vesículas

fosfolipidicas en presenciade SP-A de cerdo produce un incrementode absorbancia

dependientedel tiempo que esmuchomayor que el observadoen experimentosparalelos

realizadosen ausenciade SP-A. El procesoesperfectamentereversible,tras la adición de

EDIA 10 mM, lo que sugierequeno seproducefusión de las vesículasagregadasen las

condicionesexperimentalesutilizadas.Estosresultadoscoincidencon los obtenidosporotros

autores(Hawgoodet al., 1985; Efrati et al., 1987; Haagsmanet al., 1990, 1991). Mediante

estetipo de aproximaciónexperimentalsólo seregistrala agregacióninducidaporcalcioen

presenciade SP-A y ademásno se puededescontarla agregaciónde vesículasácidas

independientede SP-A queseproduceenpresenciade calcio5 pM.

La Figura 54 B recogeotro tipo de ensayopara estudiarla agregaciónde vesículas

inducidaporSP-A enpresenciadecalcio.En estetipo deexperimentolas vesículaslipídicas

seañadena las cubetasde muestray referenciaen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, que

contieneNaCí 150 mM y CaCI2 5 mM. La adición de SP-A a la cubeta de muestra

desencadenala agregaciónde vesículasen presenciade calcio. El agregadose disocia al

adicionarEDTA 10 mM en lascubetasdemuestray referencia.Es interesanteobservarque

el incrementode absorbanciaocasionadoal añadirSP-A (Figura54 B) esmuchomayor que

el causadoal añadircalcioen el experimentode la Figura54 A. Estadiferenciano sedebe

al incrementode absorbanciaquepodríaproducirsecomoconsecuenciade la autoagregación

de la SP-A subsiguientea la adición de la proteínaen un medio quecontieneCa’~, ya que

la absorbanciade los agregadosde SP-A esmuy bajaen ausenciade lípidos (Figura54 B).

Podría ocurrir que el efecto que producela SP-A sobrevesículasácidaspreviamente

agregadasal estaren presenciade calcio 5 mM (Figura54 B) sea distinto al queproduceel

calcio sobre la SP-A asociadaa lípidos (Figura 54 A). Dicha asociaciónparece ser

independientede calcio (King et al., 1983).

Finalmenteseha llevadoa caboun tercertipodeaproximaciónexperimental(Figura

54 C) en la que seañadeninicialmenteen las cubetasde muestray referenciavesículas

lipidicasen tampónTris-HCl 5 mM, pH 7.4, quecontieneNaCí 150 mM. A continuaciónse

añadeSP-A en la cubetade muestray, sorprendentemente,seproduceun importante
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incrementode absorbanciadependientedel tiempo. La máxima agregaciónse obtieneal

añadirCa2.El calcio seañadeen ambascubetas,muestray referencia,paradescontarel

efecto de la agregaciónlipidica inducidapor calcio e independientede SP-A. Segúnlos

resultadosdela Figura54 C, sepodríapensarquehay agregacióndevesículasinducidapor

SP-A en ausenciade calcio. Sin embargo, la adición de EDTA disocia el agregado

completamente.El cambiode absorbanciaqueseproduceenel experimentoA aladicionar

calcio 5 mM essemejanteal que sepuedeobservaren el experimentotipo C al adicionar

estecatión en concentracionesmilimolares. En experimentosposterioresutilizaremosel

ensayode agregaciónquese recogeen la Figura 54 C, en vez del quese veníautilizando

tradicionalmente(Figura54 A).

4.43. REQUERIMIENTO DE CALCIO

La siguientepreguntaplanteadaescuálesla concentraciónde calcioqueserequire

paraque seproduzcala agregaciónlipídica inducidapor la SP-A. En la Figura55 seoberva

la agregacióndevesículasneutrasy ácidasinducidaspor la SP-A en presenciay ausenciade

EDTA. La adicióndeEDTA 1 mM enel tampónde ensayoimpidela agregaciónde ambos

tipos de vesículasal añadirSP-A. La agregaciónsólo ocurre tras la posterioradición de

calcio 5 mM. Estosresultadossugierenqueparaqueseproduzcala agregaciónde vesículas

inducidapor SP-A essuficiente la concentraciónde calcio que puedahaber en el agua

destilada.Sehavaloradola concentracióndecalcioen el aguadestiladaMili-Q utilizadapara

preparar los tamponesmedianteespectroscopiade absorción atómica. Los resultados

obtenidosindican que la concentraciónde Ca2 en el agua destilada es 5 ¡¡M. Esta

concentracióndecalcio essuficienteparaqueseproduzcalaagregacióndevesículaslipídicas

inducidapor la SP-A.

La agregaciónmáxima se alcanza,tanto para las vesículasácidascomo para las

neutras,enpresenciadecalcioen concentracionesmiimolares.Portanto, sepuededescartar

la ideadeque el incrementode absorbanciaque seproducetras adicionarcalcio 5 mM se

deba a interaccioneslípido-lípido, mediadaspor calcio, de los agregadoslípido/SP-A

formadospreviamente,yq queseríade esperarqueestoocurrieracon vesículasácidas,pero

no con neutras.
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DPPC/DPPC

Tiempo (mi nutos)

FIGURA 55. Agregación de vesículasfosfolipidicas Inducida por SP-A
ausenciade EDTA.

en presenciay

Las vesículasse añadenen las cubetasde muestray referenciaen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4,que
contieneNaCí 150 mM, en presencia(círculosvados)o ausencia(círculos llenos) deEDTA 1 mM. La
SP-A se añadióen la cubetade muestraa unaconcentración5 pM. Tras 10 minutos seadicionécalcio
en lascubetasde muestray referencia.Transcurridosotros 10 minutosseañadióEDTA en las cubetas
de muestray referencia.Las concentracionesde calcio y EDTA fueron 5 y 16 mM, respectivamente.

En la Figura56 serepresentala agregacióndevesículasácidasy neutrasinducidapor

la SP-A de cerdo a distintas concentracionesde calcio. La agregaciónde vesículasse
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desencadenaa concentracionesde calcio menoresque 5 PM. La máximaagregaciónse
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producea concentracionesde calcio del orden de 0.5 mM. Concentracionesde calcio

superioresno producenincrementosenel valor de absorbancia.
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FIGURA 56. Requerimientode calcioparala agregaciónde vesículasde
DPPC y DPPC/DPPG inducidapor la SP-A.

Lasvesículasseañadenen las cubetasde muestray referenciaen TampónTris-HCI
5 mM, pH 7.4 quecontieneNací 150 mM. Tras10 minutos, se añadela SP-Aen
lacubetade muestra.Trasestabilizarselaseñalde absorbanciaseañadensucesivas
alícuotasde CI2Cacon intervalosentreellas de 7 minutos.Se representael valor de
absorbanciaa los 6 minutos de añadir el calcio, las concentracionesde SP-A y
vesículasde fosfolípidosson5 pg/ml y 70 pg/mI respectivamente.

Nuestrosresultadoscontrastancon los publicadospor otros autores.Efrati et al.
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(1987) observaronquela agregaciónde liposomasformadosapartir de extractosorgánicos
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del surfactanteno seproducea concentracionesde calcio inferioresa 0.5 mM. En ausencia

de SP-A, y en sus condicionesexperimentales,la agregaciónde liposomasrequiere

concentracionesde calciodelordende 10 mM. Porotraparte,Rosset al. (1991)publicaron

que la agregaciónde vesículasácidas,inducidapor SP-A no seproducea concentraciones

de calcio inferioresa 3 mM, alcanzándoseun valor máximo cuandola concentraciónesde

5 mM. Estosautoresincluyeronen el tampónde ensayoEOTA 0.1 mM, y no indicabanla

utilización de ningún método de determinaciónde la concentraciónde calcio Ubre en el

medio.

Es interesanteresaltarel hechode que el procesode autoagregaciónde la SP-A

requiereconcentracionesde calciosuperioresa 0.5 mM, y alcanzaun valormáximocuando

la concentraciónde calcio en el medio essuperior a 5 mM (Apartado4.2.2., Figura 21).

Nuestrosresultadosindican quemientrasquela agregacióndevesículasinducidapor SP-A

comienzaaconcentracionesdecalcio inferioresa 5 pM y alcanzaun valormáximoa 0.5 mM,

la autoagregaciónde la SP-A requiereunaconcentraciónmínima de 0.5 mM y alcanzaun

valor máximo en presenciade calcio 8 mM. Estos resultadoscontradicenla hipótesis

propuestaporHaagsmanet al. (1990)dequela agregacióndevesículasinducidaporla SP-A

seproducecomoconsecuenciadela autoagregacióndela SP-Aunida a lípidos,ya queambos

procesosrequierenla presenciade ionesdecalcio a concentracionesmuy diferentes.

Los estudiosde unión decalcio a la SP-A,realizadosmedianteensayosde diálisis de

equilibrioy cromatografíadepenetrabilidad(Haagsmanet al., 1990)seajustana un modelo

en el que la SP.A tendría dos tipos de sitios de unión, con diferentesafinidades.Las

constantesdedisociaciónestimadasfueron 11±15 pM’ y 0.7±0.3 pM’ paralos sitios de alta

y bajaafinidad,respectivamente.Nuestrosresultadossugierenquela unión de calcio al sitio

de alta afinidad desencadenaun cambioconformacional(Apartado4.2) necesarioparaque

se desencadenela agregaciónde vesículasinducidapor la SP-A.

4.4.4.RELACION LINDO/PROTEíNA SATURANTE

La siguientepreguntaplanteadaescuál es la relación lípido-proteínaa la que se

producela máximaagregacióndevesículas.Los experimentossehan realizadomanteniendo

constantela concentraciónde vesículase incrementandolacantidadde SP-A (Figura57 A)
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o bienmanteniendoconstantela concentracióndeproteínay modificandola concentración

de vesículas(Figura 57 B). En amboscasoslos ensayosse han realizadoen presenciade

NaCí 150 mM y en ausenciade calciomilirnolar.
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FIGURA 57. Relaciónlípido/proteínaa la que se producela máxima agregaciónde
vesículasde DPPC/DPPGInducidapor la SP-A.

A) Lasvesículasseañadenen lascubetasdemuestray referenciaen tampónTris-CIN SmM, pH 7.4
quecontieneNaCí150 mM. La concentraciónde las vesículasesde 100 pg/ml. Tras 10 minutosse
añadenalícuotasdeSP-A, con intervalosentreadicionessucesivasde 7 minutos.B) Se añadela SP-A
en las cubetasdemuestray referenciaen tampón Tris-C1H 5 mM, pH 7.4, quecontieneNaCí 150
mM. La concentraciónde SP-A fue 5.65 pg/ml. Tras 10 minutosse añadenlas alícuotasde lípidos
con intervalosentre elias de 7 minutos. Se representael valor de absorbanciaa los 6 minutos de
añadirla SP-A o los lípidos.

Trasla titulación dela SP-A decerdocon vesículasdeDPPC/DPPO(7:3, en peso)

se obtieneuna curva hiperbólica(Figura 57 B) que alcanzala saturacióna una relación

lípido/proteínaen tomoa 10: 1-13:1 (enpeso),relaciónsemejantea la dela titulación inversa

(Figura 57 A). Estosvaloressonligeramentesuperioresa los obtenidosporKing y Mc Beth

(1981) para la unión de SP-A canina a vesículasde DPPC, DPPC/DPPG/POPG/Ch

1 2 3 0 10 20 30 40

(63:9:19:9,en peso),y quemostrabanuna relaciónlípido/proteínasaturanteen torno a 5:1-



RESULTADOS Y DISCUSION 166

7:1 (en peso). Los ensayosde unión realizadospor estos autoresse han desarrollado

incubandomezclasde ‘51-SP-A y vesículaslipídicas marcadascon ‘4C, y separandolos

complejoslipoproteicosdela SP-A y los lipidos libresmediantecentrifugaciónengradiente

de densidad.Cuandolos ensayosserealizanen presenciade calcio 3 mM, seincrementala

relaciónlípido/proteínade las vesículasácidashastavaloresen tomo a 25: 1 (enpeso).La

cantidadde SP-A que seasociacon los lípidos esindependientede la presenciade calcio

(King et al., 1983), por lo que la modificación de la estequiometríade los complejos

lípido/proteínapodría debersea interaccioneslípido-lípido mediadasporcalcio. Teniendo

en cuentala relaciónlípido/proteínaa la que sealcanzala máximaactividadde agregación

de vesículasinducidapor la SP-A, la relaciónlípido-proteínafijada para otrosestudiosde

agregaciónlipidica inducidapor la SP.A ha sido de 14:1.

4.4.5. REQUERIMIENTO DE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS

La cadenade azúcaresde la SP-A, asícomosuspropiedadesdetipo lectina,parecen

implicadasenlas funcionesdedefensaquedesarrollala SP-A en el alveolo (Van Iwaarden

et al., 1992 c; Zimmermanet al., 1992) demodosemejantea otrasproteínasde la familia de

las colectinas(Sastry y Ezekowitz, 1993). Por otra parte, se cree que el dominio de

reconocimientode carbohidratospodría tener importancia como señal que dirige a la

proteínaen su tráfico intracelular(Whitsettet al., 1985;O’Reilly et al., 1988; Alcorn et al.,

1993).Noseconocetodavíael requerimientode las cadenasoligosacáridasparala ejecución

de otrasfunciones de la SP-A (inhibición de la secrecióndel surfactante,formación de

mielina tubular, etc.). Tampoco está claro el requerimientodel dominio de unión de

carbohidratosy de las cadenasde oligosacáridasde la SP-A parala actividadde agregación

devesículas.Haagsmany colaboradores(1991)demostraronque la actividadde agregación

de vesículasde la SP-A disminuye drásticamentecuando la proteína se encuentra

desglicosilada.Los ensayosde agregaciónlipídica dependientedeSP-A realizadosporestos

autoresseajustanal modelo representadoen la Figura54 A. Portanto, los estudiossebasan

en la inducciónde la agregaciónde fosfolípidosunidosa SP-A poradición decalcio 5 mM.

La interpretaciónquehacenestosautoresde susresultadosesquela agregacióndevesículas

es un procesodependientede la autoagregaciónde la SP-A, y que este proceso de

autoagregaciónocurre mediante la interacción de las cadenasoligosacáridasde una

moléculade SP-A con los sitios de unión decarbohidratosdela otra, y viceversa.Este tipo
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de interacciónde tipo lectina, es dependientede calcio. La desglicosilaciónde la SP-A

impediría la existenciade este tipo de interacciones,disminuyendoen gran medida la

agregaciónde vesículasde fosfolípidos.
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FIGURA 58. Importanciade las cadenasoligosacáridasde la SP-A
agregaciónde vesículas.

en la actividad de

Las vesfculasse añadenen las cubetasde muestray referenciaentampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4,
que contieneNaCí 150 mM. Tras 10 minutos se añadela SP-A desglicosilada(círculos vacíos)o
control (círculosllenos),incubadacontodoslos componentesde la reacciónde desgflcosilación,pero
sin enzima, en la cubetade muestra.Posteriormentese añadecalcio en las cubetasde muestray
referencia.Las concentracionesde fosfolipidos,SP-A y calcio en el ensayoson70 pg/ml, 5 pg/ml y
2 mM, respectivamente.

10 20 30 10 20 30
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Los estudiosde agregaciónlipidica con SP-A desgilcosiladay SP-Acontrol(incubada

con todoslos componentesde la reacciónde desgticosilación,pero sin enzima)serecogen

en la Figura 58. Los experimentossehan llevado a cabocon vesículasneutras(DPPC) y

ácidas(DPPC/PG,7:3, en peso).La desglicosilaciónde la SP-A reducesu actividadde

agregaciónde vesículasfosfolipídicasa concentracionesde Ca2~ micromolares(5 pM). La

adiciónde calcio 2 mM incrementalos valoresde absorbanciatantodelas muestrascon SP-

A controlcomoconSP-A desglicosilada.Además,la magnituddelincrementodeabsorbancia

quese producetras la adición de calcio 2 mM essemejanteen amboscasos.La máxima

agregacióndevesículasinducidapor la SP-A desglicosiladaesmenorquela inducidapor la

SP-A control (Figura58).

La Figura59 muestrala actividadde agregaciónde la SP-A control y desglicosilada

en función de la concentraciónde Ca2. Se observaque el requerimientode calcioparala

agregacióndevesículasesel mismoparala SP-A controlqueparala desglicosilada,aunque

la extensiónde la agregaciónseasuperioren la SP-A control,enun 25%

Laelectroforesisen gelesdepoliacrilamidaenpresenciadeSDSde muestrasdeSP-A

controly desglicosilada(Figura18)muestraunaeliminacióntotaldela bandacorrespondien-

te a la proteínaglicosiladadespuésdel tratamientocon la enzimadesglicosilante.Es posible

queexista una cantidadde proteínaglicosilada,que no puedadetectarsepor la técnicade

teñido con azul de Coomasie.En cualquiercaso debeser una cantidadpequeña,y sería

esperableque la actividadde agregaciónde vesículasresidual,inducida por esa posible

proteínaglicosiladafueseescasa.

Los resultadospresentadosen las Figuras58 y 59 muestranquela desglicosilación

de la SP-A reducesu capacidadde agregarvesículas,y que el requerimientode Ca2 del

procesoessimilar parala SP-A controly la SP-A desglicosilada.Estos resultadospodrían

indicarquela eliminacióndelascadenasoligosacáridasalteraríala estructuradelaproteína,

disminuyendosucapacidadparaagregarvesículasfosfolipídicas.Las cadenasdecarbohidra-

tos de la SP-A podrían ser importantespara la adquisición o estabilización de una

determinadaestructuraen la que la SP-A tiene la máxima actividad de agregaciónde

vesículas.Deacuerdoconestainterpretación,laagregacióndevesículasinducidaporla SP-A



RESULTADOS Y DISCUSION 169

seria un proceso no dependientede la autoagregaciónde la proteína producidapor

interaccioneslectina-lectina.
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FIGURA 59. Requerimientode calciopara
SP-A controly desglicosilada.

la agregaciónde vesículasde DPPC/PGparala

Las vesículasse añadenen las cubetasde muestray referenciaen TampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4 que
contieneNaCí 150 mM. Tras 10 minutos, se añadela SP-A control o desglicosiladaen la cubetade
muestra.Trasestabilizarselaseñalde absorbanciase añadensucesivasalícuotasde CI

2Ca con intervalos
entreellas de 7 minutos. Se representael valor de absorbanciaa los 6 minutosde añadir el calcio. las
concentracionesde SP-Ay vesículasde fosfolipidosson 5 pg/ml y 70 pg/ml respectivamente.

Teniendoen cuentalos resultadosobtenidos,esclaro queel procesode agregación

de vesículasinducidopor la SP-Ano seríadependientede la autoagregaciónde la proteína

0.0 0.5 1.0 2.5 3.0

producidapor interaccioneslectina-lectina,ya que la agregaciónde vesículasocurrecon la
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proteína desglicosilada(Figuras58 y 59). Tampoco pareceprobableque el procesode

agregaciónde vesículasfosfolipídicasunidasa la SP-A dependade la autoagregacióne la

proteína en presenciade calcio, ya que la autoagregaciónde la proteína requiere

concentracionesde calcio superioresa 0.5 mM, mientrasque el procesode agregaciónde

vesículasdependientede SP-A comienzaa concentracionesde calcio inferioresa 5 pM.

Deacuerdocon estoshechossugerimosel siguientemecanismo,a travésdel cualse

formaríanlos agregadoslipoproteicos:

La agregaciónde vesículasseproduciríacomo consecuenciade la unión de

éstasa la SP-A. La naturalezaoligomérica de la SP-A permitiría la uión

simultáneade másde una vesículaa laproteína,y al mismotiempo,y debido

al tamañodeunavesículafosfolipidica,éstapodríainteraccionarcon másde

una moléculade SP-A. Deesamaneraseformaríaun entramadolipoproteico

en cuya formación estaríanimplicadasinteraccionesproteína-proteína.La

formaciónde esteagregadolipoproteicorequierecalcioen concentraciones

micromolares.La presenciadeEDTA cambiala conformaciónde la SP-A y

disociael complejolipoproteico.

Los resultadosobtenidos(Figuras58 y 59) podríantenerotrasegundainterpretación,

quenosconduciríaa establecerunasegundahipótesissobreel mecanismode formaciónde

agregados.Es posibleque la disminuciónde la extensiónde la agregaciónque seproduce

con la proteínadesglicosiladacon respectoala proteínacontrol (Figuras58 y 59) sedebaal

hechodequecuandola proteínaestádesglicosilada,seproducenúnicamenteinteracciones

proteína-lípido,descritaspreviamente,mientrasque cuandola proteínaestáglicosiladase

podríanproducir,además,interaccionesproteína-proteínade tipo lectina.Estoesposiblesi

tenemosencuentaquela unión deazúcaresa la SP-A esun procesodependientede calcio,

produciéndosela unión a partir de concentracionesde Ca2 del orden de 5-10 pM,

alcanzándosela unión máximaen el rango0.1-1mM (Haurumet al., 1993).Estosugiereque

la unión de lípidos a la proteínay las interaccionesde tipo lectina se podríanproducir

simultáneamente,lo que conduciríaa un tipo de agregadolipoproteico en el que las

interaccionesproteína-proteínaestaríanimplicadasen la organizaciónde dichoentramado.

El hechode que disminuya la extensiónde la agregacióncon la proteínadesglicosilada

podríainterpretarseen términosde participaciónde las interaccionesdetipo lectina-lectina
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en la organizacióndel agregado.Porotraparte,el hechodequeno sealtereel requerimien-

to de calcioparala agregaciónde vesículasmediadapor la proteínadesglicosiladaindicaría

que ambos procesos-interaccioneslectina-lectina-y entrecruzamientode vesículasde

fosfolípidosy SP-A- hipotéticamenteimplicadosen la agregacióndevesículas,podríantener

el mismo requerimientode calcio.

Estasegundainterpretaciónde los resultadosexplicarla tambiénlos experimentos

publicadosporHaagsmany colaboradores(1991) en los queobservabanque la agregación

devesículasinducidapor SP-A serevierteparcialmenteal adicionaral medio de ensayoel

fragmentoresitentea colagenasa(añadido10 vecesen exceso).Dicho fragmentono une

lípidos (Haagsmanet al., 1989; Ross et al., 1991), de maneraque la disminuciónde la

extensióndelagregadodebeatribuirsea la disminucióndeinteraccionesde tipo lectinaentre

moléculasdeSP-A comoconsecuenciade la competicióncon el fragmento.Dicho fragmento

actuaríaal mismo tiempo como ligando para la SP-A y como lectina que une la cadena

oligosacáridade la SP-A.

Paraestudiarsi la capacidadde la SP-A de unir carbohidratosestáimplicadaen la

agregacióndevesículas,sediseñaronexperimentosenlos queel manano,un homopolisacári-

do demanosa,seutilizó paradisociarel agregado.La Figura 60 muestraquela adiciónde

manano,utilizado en exceso,al medio de ensayoen el que seencuentranagregadosde

vesículasneutras(A) o ácidas(B) con SP-A, causauna disminuciónde absorbanciaque

puedeser interpretadacomo una disminución de la extensióndel agregadoal romperse

interaccioneslectina-lectinaentremoléculasde SP-A. La disminuciónque seproducees

mayorcon vesículasneutrasque convesículasácidas.Estosresultadospodríandebersea la

estabilizaciónpor el calcio de los agregadosformadosporvesículasácidas,al establecerse

interaccionesentrefosfolípidosácidosde vesículasdistintas.

Deacuerdocon la interpretaciónanteriorde los resultados,sugerimosel siguiente

mecanismode formaciónde agregadosde vesículasmediadosporSP-A:

La agregacióndevesículasfosfolipídicasseproduciríacomoconsecuenciade

la unión de vesículasa la SP-A, tal y como se indicó anteriormente.

Simultáneamente,se producirían interaccionesproteína-proteína,de tipo

lectina,que afectaríana la organizacióntridimensional,y a la extensióndel
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agregado.La presenciade EDTA disociaría dicho complejo, debido al

requerimientode calcio parala interacciónlectina-lectinay el entrecruza-

miento de vesículasde fosfolípidosy SP-A.

Los resultadosque aparecenen estamemoriasugierenque existendos tipos de

interaccionesentremoléculasdeSP-A:interaccioneslaterales,en lasqueestaríanimplicados

los dominioscolagénicosy seríanindependientesdelas propiedadesdetipo lectinadela SP-

A, e interaccionesradiales,a través de los dominios globularesy dependientesde las

propiedadesde tipo lectina. Las propiedadesde tipo lectina de la SP-A podrían estar

implicadasen la formaciónde la mielina tubular.

4A.6.INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRELA AGREGACION DE VESíCULAS

INDUCIDA POR LA SP-A

Seha estudiadotambiénel efectodela temperaturasobrela agregacióndevesículas

de fosfolípidosinducidapor la SP-A. Se han realizadoensayosen los quesehan incubado

vesículasde DPPC,DPPC/DPPG(7:3, m/m) y DMPGcon SP-A en ausenciadecalciomili-

molar a distintastemperaturas(Figura 61). El estudioponede manifiestoque el proceso

dependede la temperatura.Se observaque la agregaciónes mayor a temperaturaspor

debajode la temperaturade transición de fase (410 C para las vesículasde DPPC y

DPPC/DPPGy de 230C paralas vesículasde DMPG).

Deacuerdoconlos estudiosrealizadosporotrosgrupospreviamente,no esprevisible

que seproduzcadesnaturalizacióntérmica de la SP-A a temperaturasinferiores a 5Q0C

(Haagsmanet al., 1989).Paraexcluir la posibilidaddequela disminuciónde la agregación

sedebaa inactivaciónde la SP-A, en otrosexperimentossehacalentadola SP-A a 500C

durante10 minutosenausenciade fosfolípidosy seha comparadola actividadde agregación

a 370C de vesículasde DPPCcon la de SP-A control no sometidaa calentamiento.En la

Figura 62 se observaque la SP-A calentadaa 500C no pierde la capacidadde agregar

vesículasde DPPC, lo que sugiereque la inhibición de la agregaciónno se debe a

alteracionesestructuralesde la SP-A. Estos resultadosmuestranque la agregaciónde

vesículasinducidapor la SP-A dependedel estadofísico delas vesículas.La magnitudde la

agregaciónesmayor en el estadogel que en el líquido-cristalino. Medianteestudiosde

fluorescencia(Figura 53) se ha mostradoque la interacciónde los lípidos con la SP-A
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dependeasimismodel estadofísico de las vesículas.Los resultadosdeagregaciónobtenidos

probablementesedebana una menorinteracciónde los lípidoscon la SP-Aa temperaturas

por encimade la temperaturade transiciónde fase.
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FIGURA 61. Influenciade la temperaturaen la agregaciónde vesículas
de fosfolípidos inducidapor la SP-A.

Las vesículasseañadenen las cubetasde muestray referenciaa cadatemperatu-
ra en tampón Tris-CII-f 5 mM, pH 7.4, que contieneNaCí 150 mM. Tras 10
minutosse añadela SP-A. Se representael valor de absorbanciaobtenido 10
minutos despuésde adicionar la SP-A. Las concentracionesde SP-A y vesículas
son5 y 70 pg/ml,respectivamente.
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La siguiente preguntaplanteadafue si los complejoslipoproteicos formadosson

establesal elevarla temperaturapor encimade la temperaturade transiciónde fase.Para

comprobarlose incubaronvesículasdeDPPCen ausenciade calcio miimolar a 200C y se

elevó la temperaturade una maneracontinuahasta490C (Figura 63). Seobservaquelos

complejoslípido-proteínasedisocianal elevarla temperaturaporencimadela transiciónde

fase.
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FIGURA 62. Agregacióndevesículasde DPPCinducidaporla SP-A nativa
y calentadaa 500C durante10 minutos.

Las vesículasseañadenen las cubetasde muestray referenciaen tampónTris-HCI,
5 mM pH 7.4,quecontienNaCí 150 mM. Tras 10 minutosseañadeen la cubetade
muestraSP-A control o calentadaa 500C durante10 minutos. Posteriormentese
adicionócalcioen las cubetasde muestray referencia.Las concentracionesde SP-A,
fosfolipidos y calcio son5 pg/ml, 70 pg/ml y 5 mM respectivamente.
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FIGURA 63. Influenciade la temperaturaen la agregaciónde vesículasde
DPPC.

Las vesículasse añadieron en ausenciade calcio en las cubetasde muestray
referenciaen tampónTris-HCI5 mM, pH 7.4,quecontieneNaCí 150 mM sin SP-A
(cubetade referencia)y con SP-A (cubetade muestra)a 200C (a) o a 500C (b). La
temperaturasevarió conunavelocidadde barridode 0.50C/minuto.Las concentra-
clonesde SP-A y DPPCfueron5 y 70 pg/ml.

Tambiénse hanrealizadoexperimentosen los quese incubanla SP-Acon DPPCa

490C y se disminuye la temperaturaprogresivamente(Figura 63). Se observaque la

agregaciónde vesículases escasapor encima de la temperaturade transición de fase,

probablementedebidoa la escasainteracciónde las vesículasde DPPC con la SP-A. Al

disminuir la temperaturase incrementa la agregaciónlipídica alcanzándosevalores de

agregaciónsemejantesa los que seproducíanincubandola mezclade SP-A y vesículasa
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temperaturaspor debajode la temperaturade transiciónde fase, lo que confirma que la

proteínano pierdesu capacidadde agregacióntrasel calentamientoa490C, y muestraque

el procesoesreversible.
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FIGURA 64. Efectode la fuerza¡únicaen la agregaciónde vesículasde DPPCy
DPPC/DPPG inducidapor la SP-A.

Las vesículasde DPPC y DPPC/DPPG(7:3, en peso) se añadenen las cubetasde muestray
referenciaen tampónTris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia(circulosllenos) o en ausencia(Círculos
vacíos) de NaCí 150 mM. Posteriormentese añadela SP-A(cubetade muestra),calcio (cubetasde
muestray referencia)y EDTA (cubetasde muestray referencia).Las concentracionesde SP-A,
fosfolípidos,calcio y EDTA utilizadasson5 pg/ml, 70 pg/ml, 5 mM y 16 mM respectivamente.
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44.7. INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA EN LA AGREGACION DE VESíCULAS

INDUCIDA POR LA SP-A

Los resultadosqueaparecenen estamemoria indican que la fuerza iónica modifica

algunaspropiedadesde la SP-A: induce autoagregaciónde la proteína (Apartado4.2.2.,

Figura22) y permitela interaccióndelaSP-Aconvesículasdefosfolípidosácidos(Apartado

4.3.3.,Figura50; Apartado4.3.4., Figura52). Por tanto,eslógico pensarquepuedetambién

influir en la agregaciónde vesículasinducidapor la SP-A. En la Figura 64 se recogenlos

estudiosde agregaciónde vesículasdeDPPCy DPPC/DPPG(7:3, en peso)inducidapor la

SP-Ade cerdoen presenciao ausenciade NaCí 150 mM.

Sepuedeobservarquela SP-Aagregavesículasde fosfolípidosácidosen presencia,

pero no en ausenciade NaCí. Sin embargo,la SP-A si agregavesículasde DPPC a baja

fuerzaiónica. Comose ha discutidopreviamente(Apartado4.3.4., Figura52) la interacción

dela SP-A de cerdoy humanacon lasvesículasde fosfolípidosácidosse anulaen ausencia

de NaCí, por lo quela inhibición de la agregaciónpuedieradeberseaunamenorunión de

estasvesículasa la SP-A a baja fuerza iónica. Los incrementosde absorbanciaque se

producenparalas vesículasde DPPC en presenciay ausenciade NaCí son semejantes.Por

— tanto,el NaCí no tieneningúnefectosobrela agregacióndevesículasneutras.Enel casode

las vesículasácidaspermitela unión de estasvesículasa la SP-A y, por tanto, la agregación

de lasmismas.

4.4.8. AGREGACION DE VESíCULAS A PH ACIDO

La SP-A autoagregaa pl-! ácidoen ausenciade calcioy de fuerzaiónica.A pHácido

se observanalteracionesestructuralesen la SP-A que se manifiestanen cambiosen el

espectrode dicroismocirculary las propiedadesfluorescentesde la proteína.Es posible,por

tanto, que la acidificacióndel mediomodiflque las propiedadesde agregaciónde vesículas

dela SP-A. Hastael momentosólo seha publicadoquela SP-A agregavesículasconstituidas

porextractosorgánicosdelsurfactantequecontienenlas proteínashidrofóbicasapH 4.4 en

ausenciade calciomicromolar.La magnitudde la agregaciónobservadaporestosautoresa

pH4.4 en ausenciade calcioessemejantea la queobtienena pH 7.4 en presenciadecalcio
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2 mM. Igualmenteestosautoresmuestranla formacióndefigurassemejantesa lasdemielina

tubularobtenidasal incubarmuestrasdesurfactantea pH 4.4 en presenciadeEDTA 5 mM

(Efrati et al., 1987). De acuerdocon estosresultados,seproponíaun modelo en el que el

calcio y los protonesactuaban,al menosen parte,neutralizandocargasdebidasa grupos

carboxilode la SP-A. Los estudiosrealizadossehancentradoen comprobarsi la SP-A de

cerdoagregavesículasde lípidosenausenciade lasproteínashidrofóbicas,y si los protones

soncapacesdesustituirel efectoprovocadopor la fuerzaiónica o el calcio.En la Figura 65

secomparala agregaciónde vesículasdeDPPC/DPPO(7:3, en peso)a pH 7.4 y pH4.5 en

presenciay ausenciade NaCí.Seobservaun mayorincrementodeabsorbanciaa 360nm, tras

la adición de la SP-A a la cubetademuestra,a pH ácido que a pH neutro.Por otro lado,

la SP-A agregavesículasácidasa pH 4.5 en ausenciade NaCí a pH ácido, pero no a pH

neutro.La máximaagregaciónseproducetras la adiciónde calciomiimolar.

En la Figura 66 semuestraquela agregaciónde vesículasdeDPPCy DPPC/DPPG

(7:3, en peso)apH 4.5 no seinhibeenpresenciadeEDTA 1 mM. Estosresultadoscoinciden

con los de autoagregaciónque mostrabanquela autoasociaciónde la proteínaa pH ácido

era independientede la unión de calcioal sitio de alta afinidad de la proteína,y apoyanla

hipótesisde un cambioestructuralde la SP-A que modifica las propiedadesde agregación

de la proteína.Existen dos conformacionesde la SP-A que puedenagregarvesículasde

fosfolípidos:unaa pH 7.4 en presenciade calcio micromolary otra apH ácido en ausencia

de calcio. Ademásel tipo de agregacióna pH neutroy ácido esdiferente.A pH neutrola

magnitudde la agregaciónessemejantepara vesículasdeDPPCy DPPC/DPPQ/7.3, en

peso).Al acidificarseel medioseincrementela agregaciónde vesículasácidasy disminuye

considerablementela agregaciónde vesículasde DPPC. En ambos casos la máxima

agregaciónseproduceen presenciade calcio milimolar.

Los resultadosobtenidosmuestranuna marcadareducción de la agregaciónde

vesículasneutrasa pH ácido. Los resultadospodríanexplicarsede acuerdocon los dos

modelospropuestospara la agregaciónde vesículasinducida por la SP-A. La unión de

carbohidratosa la SP-A seanulaa pH ácido(Haurumetal., 1993).Portanto,es posibleque

a pH ácidono puedanestablecerseinteraccionesproteína-proteínade tipo lectina.En esas

condicionessólo podríanestablecerseinteraccionesproteína-lípido,lo queconduciríaa una

extensiónmenordel agregado.
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FIGURA 65. Efecto de la fuerza ¡únicaen la agregaciónde vesículasde
DPPC/DPPGa pH ácido.

Las vesículasseañadieronen las cubetasde muestray referencia,en tampónTris-
HCI 5 mM pH 7.4 o en tampónTris-HCI 5 mM, Acetato sádico25 mM, pH 4.5,
en amboscasosen presenciay ausenciade NaCí 150 mM. Tras 10 minutos se
añadióen la cubetade muestraSP.A (5 pg/ml). Transcurridosotros 10 minutos
seadicionóCaCI2 5 mM en las cubetasde muestray referencia.

Los resultadosobtenidostambién podrían explicarsecomo consecuenciade una

reducciónde la afinidad de la SP-A por los fosfolípidosa pH ácido.Comoconsecuenciade

ello podríanreducirseel entrecruzamientode vesículasde fosfolípidos y SP-A, lo que

tambiénconduciríaa la reduccióndela extensióndelagregado.Los resultadosqueaparecen

en estamemoriamuestranquela SP-Atiene unagrantendenciaa autoagregara pH ácido.
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FIGURA 66.Agregaciónde vesículasde fosfolípidosa pH ácidoen presenciay ausenciade
EDTA.

Las vesículasde fosfolípidosse añadieronen tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 o en tampónTris-HCI
25 mM, Acetatosódico 25 mM pH 4.5, en amboscasosen presenciay ausenciade EDTA 1 mM. Con
intervalosde 10 minutosse añadióSP-A (en la cubetade muestra)y calcio (en lascubetasde muestra
y referencia.Las concentracionesde SP-A y calcio fueron5 pg/ml y 5 mM, respectivamente.

Los estudiosestructuralesrealizadossugierenqueel tipo de agregaciónde la SP-A

apH ácidoes distinto del queseproduceapH neutroinducidopor calcioy clorurosádico.

El espectrode dicroísmocircular refleja asimismola diferenciaestructuralde la SP-Aa pH

4.5 frentea pH 7.4. No seconocela región de la SP-A queinteraccionacon los fosfolípidos,

aunquese ha propuestoque la región de unión entreel dominio colagénicoy el dominio

.
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tipo lectina es la zonaimplicada en la unión a los lípidos (Ross et al., 1986). Esaregión

reúnelos requisitosestructuralesnecesariosparaformaruna hélice anfipática(Mc Leanet

al., 1993). En esa región existe abundanciade residuoscargadosnegativamente(4), 3

histidinasy 1 arginina.La acidificación del medio podríareducir la cargasuperficialde la

región y podría favorecerla autoasociaciónpara esconderlos residuoshidrofóbicosdel

medio. De estamanerapodría explicarsela tendenciade la SP-A a autoagregary quizás

reduciríala afinidad de la proteínapor los lípidos.

La diferenciaobservadaen la agregaciónde vesículasácidasy neutrasparece,en

principio, atribuible a razoneselectrostáticas.Al acidificarse el medio puedenaparecer

regionescargadaspositivamenteenlaproteínaquefavorezcanla unión devesículascargadas

negativamente.Fenómenosde este tipo se han descrito. Distintas proteínascomo la

mioglobina,ribonucleasa,lisozimae inhibidor detripsinaunenfosfolipidosácidoscuandoel

pH del medio es inferior a su punto isoeléctricoy el númerode cargaspositivasde la

proteínaessuperior al de negativasal menosen 3 unidades(Bergerset al., 1993).No se

observaunión de fosfolípidoszwiteriónicosen ningún casoa cualquiervalor de pH, lo que

demuestrala naturalezaelectrostáticade la interacción.Asimismo,una interaccióndeeste

tipo controlala unión de la melitina a los fosfolípidos (Beschiaswiiy Seelig, 1990) y de

numerosastoxinascomola colicina A (Parkeret al., 1990)o laexotoxinaA de Pseudomonas

aeruginosa(Menestrinaet al., 1991).En esteúltimo caso serequiereademásun cambio

estructuralen la toxina inducidoporel pH ácido(Menestrinaet al., 1990).

Portanto, la acidificacióndel mediomodificademaneraconsiderablelaspropiedades

de agregaciónde la SP-A. Se reducede maneraconsiderablela agregaciónde vesículas

neutrasy seincrementala agregacióndevesículasácidas.Lasdiferenciasobservadaspodrían

tener implicacionesfuncionales en la organizaciónde los lípidos del surfactanteen los

cuerposlamelares,dondeel pH es ácido(Chanderet al., 1986) y en el espacioalveolar

dondeesneutro(Nielsonet al., 1981, 1984)y podríatenerimplicacionesenla transformación

de los cuerposlamelaresen mielina tubular. El cambiode pH ácido a pH neutro podría

implicar la disociación de agregadoslipídicos inducidos por la SP-A, permitiendo la

desorganizacióndel contenidode los cuerposlamelaresen mielina tubular. Asimismo, el

empaquetamientode las bicapaslipídicas en los cuerposlamelarespodría dependerde la

presenciadefosfolípidosácidosy, entreotrasrazones,podría explicarla elevadaproporción
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de fosfolípidos ácidos, fosfatidilglicerol o fosfatidiinositol, encontradaen el surfactante

pulmonar.

4.4.9.AGREGACION DE COMPLEJOS LIPIDO-PROTEINA HIDROFOBICA

Por último seha investigadola capacidadde la SP-A decerdodeagregarcomplejos

lípoproteicosconstituidospor la mezclade fosfolípidoscon las proteínasSP-B y SP-C.La

relación lípido/proteínahidrofóbicaempleadaha sido 10:1 (en peso).Previamentea los

estudiosde agregaciónsehan caracterizadoambasproteínasdesdeel puntodevista de su

movilidad electroforéticay composiciónde aminoácidos.

En la Figura 67 seobservaque a pH 7.4, seproduceun incrementode absorbancia

mayor cuandola SP-A de cerdoseañadea la cubetade muestraquecontienecomplejos

fosfolípido/SP-Cquecuandoseañadea cubetasquecontienenvesículasde fosfolípidoso

complejosfosfolípido/SP-B.En todos los casosla máxima agregaciónseproducetras la

adición de calcio milimolar. El procesose revierte en presenciade EDTA 10 mM. Los

resultadossonsemejantesparavesículasácidasy neutras.

Se ha publicado que la SP-B induce agregaciónde vesículasde fosfolípidos en

ausenciade calcio (Poulain et al., 1992). Por tanto, es posible que la menor agregación

inducidapor la SP-Aparacomplejoslípido/SP-Bsedebaa queya existaagregaciónlipídica

antesde adicionarla SP-A. Al añadirestaúltima seregistrala variación de absorbancia

inducidapor estaproteína.En definitiva setrata de una diferenciade absorbanciaque es

menorparalos complejoslipoproteicosquecontienenSP-B.Paracomprobarloseha medido

la absorbanciade complejosfosfolípido/SP-C,fosfolipido/SP-By vesículasde fosfolípidos

frente a aguadestiladaquesecolocaen la cubetade referencia(Resultadosno mostrados).

Seapreciaqueen ausenciadeSP-A, la absorbanciaesmayorparacomplejoslipido/SP-Bque

para complejoslípido/SP-Cy vesículasde fosfolípidos, lo que confirma la existenciade

agregacióninducidaporla SP-B.La SP-A induceagregaciónen todoslos casos.En presencia

delas proteínashidrofóbicasla absorbanciade las muestrasesmarcadamentesuperiora la

de lasvesículasde fosfolípidosqueno contienenSP-B ni SP-C.
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LIPIDOS SOLOS y LIPIDOS + SP—B Y LIPIDOS + SPC—C
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FIGURA 67.Agregacióndecomplejosfosfolípido/protefnahidrofóbicainducidapor la SP-A.

Los fosfolípidos, con o sin SP-B y SP-Cse añadierona las cubetasde muestray referenciaen tampón
Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 en presenciade NaCí 100 mM. Con intervalosde tiempode 10 minutos se
añadióSP-A(cubetade muestra),calcio (cubetasdemuestray referencia)y EDTA (cubetasde muestra
y referencia).Lasconcentracionesde fosfolípidos,SP-A, calcio y EDTA fueron 100 pg/ml, 10 ¡sg/mt,
1 mM y 5 mM. La relaciónfosfolípido/proteinahidrofóbica fue 10:1 (en peso).

Poulainy colaboradores(1992) hanpublicadoquela SP-A, queno induce fusiónde

membranas,estiniulala capacidadfusogénicadela SP-Ben presenciade calcio.Deacuerdo

con los resultadospublicadosporestosautores,seríaesperablequela adición de EDTA no
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revirtiera la agregaciónde muestrasen presenciade SP-A, SP-B y calcio. Sin embargo
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(Figura67) en presenciadeEDTA 10 mM la absorbanciademuestrasquetienenSP-Ay las

que carecende esta proteína son semejantes.Por tanto no es probableque la SP-A

incremente la capacidadfusogénica de la SP-B, al menos en nuestrascondiciones

experimentales.

La presencia de las proteínashidrofóbicas puede modificar los requisitos y

característicasdela agregacióndevesículasinducidaporla SP-A. La adicióndeSP-Bo SP-C

podríaalterarlas propiedadesdela SP.A a travésde interaccionesproteína-proteínao bien

modificar las propiedadesdelos lípidos. Hastael momentono ha aparecidoningún trabajo

que describala existenciade interaccionesproteína-proteínaen el surfactantepulmonar,

aunqueseha descritoquela SP-A mejorala adsorciónde extractoslipídicos del surfactante

quecontienenlas proteínashidrofóbicasSP-By SP-C(Hawgoodet al 1987, Baatzet al 1990)

y quela SP-A en presenciade calcio aumentala capacidadfusogénicade la SP-B (Poulain

et al 1992).Asimismo, la formación de la mielina tubularrequierela presenciasimultánea

de SP-A y SP-Ben presenciade fosfolípidosácidosy calcio (Suzuki et al 1989, Williams et

al 1991, Poulain et al 1992), aunqueparaello no necesariamentetienenque estableceres

interaccionesproteína-proteína.Sí sehaobservadoquelas proteínashidrofóbicasmodifican

las propiedadesde los lípidos. Mediante microscopiaelectrónicase ha observadoque

vesículasdeDPPC/POde huevoen presenciadeSP-Baparecencomodiscosdemembrana

de50.70nm, a vecesagregadosy estructrurasmultilamelares(Poulainet al 1992).La SP-C

tambiéninducela formación de discosy fragmentosde membranassin que seaprecien

estructurasmultilamelares,probablementedebido a que la SP-C no induce mezcla del

componentelipídico de membranas(Poulain et al., 1992). Es por tanto posible, que la

agregacióninducidaporla SP-A seproduzcasobreestructurasdemembranadistintasdelas

vesículasunilamelarespequeñasempleadasen los estudios en ausencia de proteínas

hidrofóbicas.No hemoscaracterizadolos complejoslípido/SP-Ey lípido/SP-Cempleadosen

nuestrosensayos,y las condicionesde preparaciónde los complejoslipoproteicosutilizados

por Poulainy colaboradoresy las nuestrassondiferentes.La principal diferenciaconsisteen

que las proteínashidrofóbicasse incorporandisueltasen metanola las vesículasformadas

previamente.Por tanto, no puedeasegurarseque los complejos lipoproteicosde nuestros

ensayosseansemejantesa los descritosporPoulainy colaboradores(1992),peroesbastante

probablequelas proteínashidrofóbicasmodifiquensustancialmentela organizaciónde los

lípidos. Así, sehadescritoquela SP-Einducemezcladel componentelipídico de vesículas

(Oosterlaken-Dijksterhuiset al., 1992; Poulainet al., 1992).La SP-Cno inducefusión de
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membranas(Oosterlaken-Dijksterhuiset al., 1992; Poulain et al., 1992). Tanto la SP-B

(Hawgoodet al., 1987; Revaket al., 1988) como la SP-C(Warr et al., 1987; Revaket al.,

1988) aumentanla velocidadde adsorciónde los fosfolípidosa la interfaseaire-líquido.

Por tanto, las proteínashidrofóbicas SP-B y SP-C incrementanla capacidadde

agregaciónde la SP-A. El procesopodríaimplicar la existenciade interacccionesproteína-

proteínao bienproducirsea travésdela modificación de las propiedadesde los lípidos.

4.4.10. SUMARIO

Los resultadosque se muestranen esteapartadomuestranque la actividad de

agregaciónde vesículasde fosfolípidos inducida por la SP-A a pH neutro se inhibe en

presenciadeEDTA, lo quedemustraqueel procesoesdependientedecalcio.La agregación

devesículassedesencadenaaconcentracionesdecalcio inferioresa5 pM, y alcanzaun valor

máximoparauna concentraciónde calcio del ordende 0.5 mM. El requerimientode calcio

de la agregaciónde vesículasinducidapor la SP-A esdiferenteal de la autoagregaciónde

la proteína, lo que indica que el procesode agregaciónlipídica no se producecomo

consecuenciade la autoagregaciónde la SP-A unida a lípidos. La máxima actividadde

agregaciónde vesículassealcanzaa una relaciónfosfolípido/SP-Aen torno a 10:1-13:1.

La desglicosilaciónde la SP-A reduce su actividad de agregaciónde vesículas

(aproximadamenteun 25%), sin quese modifiqueel requerimientode calcio del proceso.

Sugerimosdosposiblesmecanismosa travésde los cualessepodríaproducirla agregación

devesículasinducidapor la SP-A: la agregacióndevesículasseproduce,segúnestaprimera

hipótesis, como consecuenciade la unión de las vesículasa la SP-A. La naturaleza

oligoméricade la proteínapermitiría la unión de más de una vesículade fosfolípidos a la

SP-A. El tamañode las vesículaspermitiríala interaccióncon éstasde másde una molécula

de SP-A. De acuerdocon estahipótesis,la desglicosilaciónde la SP-A podría alterarla

estructuradelaproteína,disminuyendosucapacidaddeagregarvesículas.Elsegundomodelo

propuestoparala agregaciónde vesículasde fosfoIípidosinducidapor la SP-A, suponeque

simultáneamentea la agregaciónproducidapor interaccionesproteína-lípido,seproducen

interaccionesproteína-proteína,de tipo lectina.La desglicosilaciónde la SP-A anulaestas

interacciones,disminuyendola extensióndel agregado.
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La agregacióndevesículasdefosfolípidos(DPPC,DMPGy DPPC/DPPG)sereduce

a temperaturaspor encima de la temperaturade transición de fase de las mismas,

probablementedebido a una menor interacciónde la SP-A con las vesículasen el estado

fluido.

La SP-A agregavesículasde fosfolípidosneutrostanto a bajafuerzaiónica como a

fuerzaiónica fisiológica.La agregacióndevesículasácidasrequierela presenciade NaCí 150

mM. La inhibición de la agregaciónde vesículasácidasa bajafuerzaiónicapodríadeberse

a la ausenciade interacciónentrela SP-A y las vesículasen esascondiciones.

La SP-A agregavesículasdefosfolípidosa pH ácido.El procesoesindependientede

calcio, ya que la agregaciónno seinhibe en presenciade EDTA 1 mM. A pH ácido se

produce la agregaciónde vesículasácidasa baja fuerza iónica, probablementepor la

neutralizacióna pH 4.5 de las cargasnegativassuperficialesde la SP-A que impedíanla

interacción de las vesículasácidascon la SP-A a pH neutro.Ademásla agregaciónde

vesículasa pH ácidoy pH neutrosoncualitativamentedistintas.A pH 7.4 la extensiónde

la agregaciónessemejanteparavesículasneutrasy vesículasácidas.A pH 4.5 sereducela

magnitud de la agregaciónde vesículasde DPPC y se incrementa la extensión de la

agregaciónde vesículasde DPPC/DPPG.Los resultadospodrían deberseo bien a la

anulaciónde las interaccioneslectina-lectinaa pH ácido,como consecuenciade la ausencia

de unión de los azúcaresal sitio de unión de carbohidratosde la SP-A a pH ácido, o por

una menor afinidad de la SP-A por los fosfolípidos a pH ácido. El incrementode la

agregaciónde vesículasácidasa pH ácido podríadebersea atracciónelectrostáticaentre

zonasde la proteína cargadaspositivamentey las cargasnegativasde las vesículas.La

presenciade fosfolipidosácidospodríasernecesariaen los cuerposlamelares,a pH ácido,

y entreotrasrazones,podríaexplicarsu abundanciaen el surfactante.

Las proteínashidrofóbicas incrementanla actividad de agregaciónde vesículas

inducidapor ¡a SP.A. El procesopodríadebersea la alteraciónde las propiedadesde los

fosfolípidoso bien a la existenciade interacciónentrela SP-A y las proteínashidrofóbicas.

En contrastecon los resultadospublicadospor otros autores,en nuestrascondiciones

experimentales,la SP-A no pareceincrementarla actividadfusogénicade la SP.B.
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1) Se han determinadoalgunascaracterísticasestructuralesde la SP-A de cerdo y

humana, tales como composición de aminoácidos,movilidad electroforética y

estructurasecundaria.Las característicasestructuralesde la SP-A humanahan sido

publicadasanteriormentepor otros autores. Sin embargo,no hay datos en la

bibliografía sobre las característicasestructuralesde la SP-A porcina. En esta

memoriasedemustraquela SP-A tienecaracterísticasestructuralessimilaresala SP-

A humanay quelos datosobtenidossonsimilaresa los publicadosporotrosautores.

Hastael momentono hay datosde las característicasfluorescentesde la SP-A en

ningunaespecie.Enestamemoriaserecogenlos espectrosdeemisióndefluorescen-

ciade la SP-A porcinay humana.Dichosespectrossecaracterizanporpresentardos

máximosde emisión a 326 y 337 nm, tanto excitandoa 275 como a 295 nm, lo que

indica heterogeneidaden la emisión de los residuosde triptófano de la SP-A. La

emisión de fluorescenciaa esaslongitudesde onda revela que los residuosde

triptófano de la SP-A seencuentranparcialmenteenterradosen la matrizproteica.

2) El segundobloquede estudiosrealizadossehancentradoen el estudiarel efectodel

medio iónico (calcio,fuerzaiónica y pH ácido)en la estructurade la SP-A. La SP-A

sufre un cambio conformacionalcomo consecuenciade la unión de calcio, en

concentracionesdel orden micromolar.Estecambio conformacionalsemanifiesta

medianteespectroscopiade fluorescencia(incrementode la intensidadde emisiónde

fluorescencia,desplazamientohacia el azul de los máximos de emisión y mayor

protecciónfrenteal apagamientoporacrilamida)y susceptibilidada la hidrólisispor

tripsina (menorprotecciónfrentea la hidrólisis). La unión de calcio a concentracio-

nessuperioresa 0.5 mM a la SP-A o el NaCl, en presenciade calcio micromolar,

inducenautoagregaciónde la SP-A. La desglicosilaciónde la SP-A o la presenciade

mananono reducenla autoagregaciónde la proteína.La autoagregaciónde la SP-A

provoca cambiosen la estructurade la proteína que se manifiestanmediante

espectroscopiade fluorescencia (disminución de la intensidad de emisión de

fluorescencia,menorprotecciónfrenteal apagamientopor acrilamiday cambiodel

tipo de representaciónde Stern-Volmerdel apagamientode la fluorescenciapor
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acrilamida),dicroísmocircular (disminucióndelabandadeelipticidadnegativaa 205

nm) y susceptibilidada la hidrólisis por tripsina (menor protección frente a la

hidrólisis).

La SP-A autoagregaa pH ácido. El proceso es independientede calcio. La

autoagregaciónde la SP-A a pH ácido inducecambiosestructuralesen la SP-A que

se manifiestanmedianteespectroscopiade fluorescenciay dicroísmo circular. Los

cambiosobservadosenla estructuradela SP-A comoconsecuenciadelaautoagrega-

ción de la proteínaa pH ácido soncualitativamenteidénticosa los que seproducen

enla formaagregada(inducidaporcalciomilimolar o fuerzaiónica) dela SP-A a pH

neutro.

3) Hasta el momento no se ha estudiadoel efecto que tienen los lípidos sobrela

estructurade la SP-A. Este ha sido el objetivo del tercer bloque de estudios

realizados.La interacciónde la SP-A humanay porcinacon los fosfolípidos induce

un cambioconformacionalen laproteínaquemodificasuspropiedadesfluorescentes

(incrementode la intensidadde emisión de fluorescencia,mayor protecciónfrente

al apagamientoporacrilamiday cambiodel tipo de representacióndeStern-Volmer

del apagamientode la fluorescenciapor acrilamida)y el espectrode dicroísmo

circular (disminuciónde la bandade elipticidad negativaa 205 nm). Los efectosde

distintasclasesde fosfolipidos sobrela estructurade la SP-A soncualitativamente

idénticos,perocuantitativamentedistintos:los cambiosobservadosenla fluorescencia

intrínsecade la SP-A porcinay humanason mayoresen presenciade vesículasde

DPPCque en presenciadeDPPG,DPPC/DPPQy 1-palmitoil.LPC. No seproduce

ningún efecto con vesículasde PC de huevo.Asimismo, los fluoróforosde la SP-A

decerdoestánmásprotegidosfrenteal apagamientoporacrilamidaen presenciade

vesículasde DPPCqueen presenciadeDPPGo LPC.En el casode la SP-A humana

sólo seobservaprotecciónde los triptófanosfrenteal apagamientopor acrilamida

trasla interaccióncon vesículasde DPPC.

La presenciade fuerzaiónica fisiológica esimprescindibleparala interacciónde la

SP-A con vesículascargadasnegativamente.A baja fuerza iónica se reducela

interacciónde vesículasdeDPPCcon la SP-A.
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El incrementoobservadoen la emisión de fluorescenciade la SP-Aenpresenciade

vesículasde DPPC es mayor cuandolas vesículasseencuentranen estadogel que

cuandoestánen elestadolíquido-cristalino.

4) El último bloquedeestudiossehancentradoenel efectode la SP.A sobrelos lípi

dos,en concretola agregaciónde vesículasde fosfolípidosinducidapor la SP-A. Se

han estudiadolos parámetrosquegobiernanel proceso.La agregaciónde vesículas

esdependientede calcio.El procesoseproducea concentracionesdecalciodel orden

de 5 pM. La agregaciónmáxima se alcanzaen presenciade calcio 0.5 mM. El

requerimientode calcio esdistinto al de la autoagregaciónde la proteína,lo que

indicaquela agregacióndevesículasde fosfolípidosno seproducecomo consecuen-

cia de la autoagregaciónde la proteína.La máxima actividad de agregaciónse

alcanzaa unarelaciónlípido/SP-Aen tornoa 10:1-13:1.La presenciade las cadenas

oligosacáridasde la SP-A esimportanteparala máximaactividadde agregaciónde

la proteína.La desglicosilacióndela SP-Areduceun 25% su actividaddeagregación

devesículas.El requerimientode calcioparala proteínadesglicosiladaesidénticoal

de la SP-A control. La agregaciónde vesículasde fosfolípidosesmayor cuandolas

vesículasse encuentranen el estadogel que cuando estánen el estadoliquido-

cristalino.

La SP-A agregavesículasde fosfolípidos neutrostanto a bajafuerza iónica como

fuerzaiónica fisiológica. La agregaciónde vesículasácidasrequierela presenciade

NaCí 150 mM.

La SP-A agregavesículasde fosfolípidosapH ácido.El procesoesindependientede

calcio. A pH ácidodisminuyela extensiónde la agregaciónde vesículasneutrasy

aumentala extensiónde la agregaciónde vesículasácidas.

Las proteínashidrofóbicasincrementanla actividad de agregaciónde vesículas

inducidapor la SP-A.
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