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A principios de los afios 70 del siglo pasado, la mayor
causa de muerte en nifios nacidos prematuramente era
una afeccién pulmonar conocida hoy como sindrome de
distrés respiratorio del neonato, NRDS por sus siglas en
inglés. Esta afeccion estd asociada a la falta de madurez
pulmonar, que solo se completa a partir de la semana
35 de gestacién. Esta situacion cambié drasticamente
cuando gracias a las investigaciones de Mary Ellen Avery
y John Clements, entre otros, se comenzé a utilizar la
terapia con surfactante pulmonar exégeno.

La superficie de los alveolos estd recubierta por una capa
acuosa que hidrata el epitelio alveolar. Fue el médico
suizo Kurt von Neergaard el primero que propuso que
la tension superficial presente en esta capa acuosa podria
contribuir de forma importante a las fuerzas que hacen
que los alveolos se expandan y contraigan durante el ciclo
respiratorio. La tension superficial en un liquido surge
por la descompensacién de fuerzas que se produce en las
moléculas del liquido expuestas al aire, lo que da lugar a
una tensién que se opone a la expansién de la superficie
del liquido. En una superficie esférica, como puede ser
la del alveolo, esta tensién genera una presién negativa
que tiende a colapsar la esfera (Figura 1). Esta presion,
definida por la ley de Laplace, es mayor en los alveolos de
menor radio, lo que tiene como consecuencia que, si dos
alveolos se encuentran conectados, la presién serd mayor
en el mds pequefio, haciendo que colapse a favor del de
mayor radio.

En los afios 50, basdndose en las ideas de von Neergaard,
Clements predijo la presencia de un material tensioactivo
en el pulmén que reduciria la tensién superficial
conforme los alveolos se contraen durante la espiracién, lo
que explicaria ademds por qué los alveolos mds pequefios
no colapsan en cada ciclo respiratorio. El trabajo de
Clements atrajo la atencién de la pediatra Mary Ellen
Avery que, analizando la tensién superficial de lavados
de pulmones de neonatos fallecidos, demostré que la
ausencia de actividad tensioactiva en este material podria
ser la principal causa de muerte en estos nifios. Todavia
pasaria casi una década hasta que los primeros ensayos
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de Tetsuro Fujiwara instilando surfactante procedente
de pulmones de vaca en pulmones de nifios con NRDS
dieran resultados exitosos. A pesar de lo mucho que
se conoce sobre el sistema surfactante pulmonar, no se
ha conseguido fabricar ain un surfactante pulmonar
sintético tan eficaz en clinica como los obtenidos a partir
de fuentes animales.

Los tensioactivos o surfactantes, del inglés surface
active agent, son moléculas anfipéticas solubles que
tienen tendencia a interaccionar con la interfase aire-
liquido reduciendo su tensién superficial al generar una
monocapa interfacial. Estas monocapas se forman al
exponer las moléculas anfipaticas su parte hidrofébica al
aire, mientras que la parte hidrofilica queda en contacto
con el agua. Los lipidos que forman las membranas
biolégicas son también sustancias anfipdticas, pero al
ser insolubles en agua, cuando son dispersadas en ésta 'y
forman estructuras lamelares, su capacidad tensioactiva
se ve muy limitada. En otras palabras, es dificil que
un fosfolipido abandone la estructura lamelar de una
membrana para generar una monocapa interfacial.

El surfactante pulmonar contiene en su mayor parte
lipidos (mds de un 90 % en peso) similares a los que
se encuentran en las membranas celulares (Figura 1).
El fosfolipido mas abundante (40%) es la dipalmitoil
fosfatidilcolina (DPPC), una especie lipidica que no
abunda en las membranas celulares debido a su elevada
temperatura de transicién de fase. A temperaturas
fisiolégicas, la DPPC tenderia a reducir la fluidez de
la membrana debido a su capacidad de empaquetarse
estrechamente, haciendo que la membrana se
comporte como un gel. Sin embargo, esta capacidad de
empaquetarse parece convertirla en la mejor candidata
para reducir la tensién superficial en el pulmén. Si una
monocapa de DPPC se comprime, como ocurre en los
alveolos durante la espiracién, se puede conseguir que se
empaquete tanto como para reducir la tensién superficial
del agua a valores extremadamente bajos.
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Figura 1

La ley de Laplace (a) relaciona la presion (P) en el interior de una esfera con su tension superficial interna (y) y el radio
de la esfera (r). El surfactante pulmonar reduce la tension superficial evitando que los alveolos de menor radio colap-
sen. Los lipidos y las proteinas hidrofobicas SP-B y SP-C son sintetizados y ensamblados por los neumocitos tipo |l
del epitelio alveolar en los cuerpos lamelares (LB). Una vez secretados, los LB se despliegan generando la estructura
conocida como mielina tubular (TM). La presencia de SP-A es esencial para la formacién de TM que podria favorecer
la adsorcién de los lipidos del surfactante a la interfase aire-liquido. La proteina SP-D se suele encontrar no asociada
a las membranas de surfactante. En (b) se muestra la composicion en peso del surfactante pulmonar.

Pero para que un buen surfactante sea efectivo necesita
cumplir tres funciones: (i) adsorberse ripidamente a la
interfase aire-liquido, (ii) reducir la tensién superficial
hasta valores minimos durante la espiracién, y (iii)
reextenderse eficientemente durante la inspiracién para
garantizar la estabilidad de los alveolos a lo largo de
los ciclos respiratorios. La DPPC es eficaz reduciendo
la tension superficial hasta valores minimos (ii), pero
esto mismo hace que sea un material que no se adsorbe
facilmente a la interfase (i) ni se reextiende eficazmente
durante la espiracién (iii). Por eso, los primeros ensayos
para tratar el NRDS realizados utilizando suspensiones de
membranas de DPPC no tuvieron ningun éxito. Para que
el surfactante pulmonar sea eficaz necesita la presencia de
sus otros constituyentes esenciales.

El surfactante pulmonar es sintetizado y secretado en el
pulmén por los neumocitos tipos II del epitelio alveolar
(Figura 1). Estas células almacenan el surfactante en
unos orginulos de reserva de entre 0.2 y 2 pm de
didmetro, conocidos como cuerpos lamelares (LB).
Bajo el microscopio electrénico estos LB aparecen
como grinulos formados por capas concéntricas de
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membranas altamente empaquetadas y deshidratadas.
La sintesis de los LB depende de la actividad de la
proteina ABCAS3 perteneciente a la familia de las
ATP-binding casette, que importaria fosfolipidos
tensioactivos al interior de los LB a expensas de
la energia liberada por la hidrélisis de ATP. Estos
orgdnulos son secretados al espacio alveolar, donde
parecen desplegarse para formar una estructura ain
mds compleja llamada mielina tubular (TM) (Figura 1).
LaTM esta formada por una red de tubos de seccién
cuadrada que se cree que podria facilitar el trdnsito de
lipidos hasta la interfase, o al menos servir de reservorio
de especies tensioactivas, conectando las membranas de
surfactante con la monocapa interfacial.

El resto de los componentes del surfactante contribuyen
por tanto a la plasticidad de las membranas de surfactante,
lo que permite la formacién de estas estructuras y
facilita la adsorcién de fosfolipidos a la interfase aire-
liquido. Ademis de la DPPC, el surfactante contiene
otras fosfatidilcolinas insaturadas (25% en peso), 9% del
fosfolipido aniénico fosfatidilglicerol (PG) y colesterol
(8%) (Figura 1). Finalmente se conocen cuatro proteinas
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especificas asociadas al surfactante pulmonar y que
constituyen aproximadamente el 8-10% en peso del
surfactante, las denominadas SP-A, SP-B, SP-C y SP-
D. Tanto SP-A como SP-D son proteinas hidrofilicas
oligoméricas pertenecientes a la familia de las colectinas.
Ambas forman parte de la inmunidad innata en el pulmén,
aunque se sabe que la SP-A es capaz de unirse a los lipidos
del surfactante, resultando esencial junto ala SP-B parala
formacién de 1a TM. Por otro lado, las proteinas SP-B y
SP-C son extremadamente hidrofébicas. Su funcién estd
relacionada con las propiedades que hacen del surfactante
pulmonar un buen material tensioactivo.

SP-B: PIEZA FUNDAMENTAL

EN LAS MEMBRANAS DE SURFACTANTE
La presencia de SP-B en el pulmén es un requisito
indispensable para la respiracién. Ello se debe a que las
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actividades de esta proteina, integramente determinadas
por su interaccién con las membranas lipidicas, estin
implicadas en el funcionamiento del surfactante a todos
los niveles. A pesar de que su estructura tridimensional
no ha sido todavia resuelta a alta resolucién, sabemos que
la SP-B es una proteina hidrofébica de 79 aminodacidos,
con carga neta positiva, y que estd formada por 4 6 5
o-hélices anfipiticas (Figura 2). Estas son importantes
para su interaccién con las membranas, que se establece
principalmente de manera superficial a través de
interacciones electrostiticas de los residuos catiénicos
de la SP-B con las cabezas polares de los fosfolipidos,
por lo que la presencia de lipidos aniénicos como PG
es importante para la éptima funcién de la proteina.
Ademis, la SP-B contiene un segmento amino-terminal
no helicoidal (1-7) que parece ser especialmente necesario
para anclar la proteina a la membrana.

Dimero covalente de SP-B

SP-C

Figura 2

Estructuras propuestas para las proteinas hidrofébicas del surfactante, SP-B y SP-C. La SP-B es un homodimero esta-
bilizado por un puente disulfuro. Su estructura esta constituida por varias a-hélices anfipaticas. La SP-C es una a-hélice
hidrofébica que se inserta en las membranas de surfactante, y se encuentra palmitoilada en dos cisteinas cercanas
a su extremo N-terminal. Ambas proteinas se asocian a los lipidos del surfactante modulando sus propiedades. La
SP-C es capaz de generar curvatura y fragmentacion de las membranas. Por otro lado, la SP-B podria interaccionar
mas superficialmente generando contactos entre membranas, contribuyendo a la estabilidad de la pelicula interfacial
y favoreciendo el transito de lipidos desde las membranas de surfactante a la interfase aire-liquido. (Figura realizada

por Alejandro Alonso Eugenio).
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La SP-B presenta actividades relacionadas tanto con
la fusién como con la lisis de membranas, permitiendo
asi una remodelacién de éstas que resulta esencial para
la funcién del surfactante. Ya durante la formacién de
los complejos de surfactante, la SP-B es esencial para
el correcto empaquetamiento de las membranas en
los LB. La capacidad de la SP-B de generar contactos
entre membranas es fundamental para esta funcién
(Figuras 1y 2). Esta propiedad depende en parte de la
dimerizacién y formacién de complejos oligoméricos,
de manera que las interacciones proteina-proteina
mediarian el acercamiento de las membranas de
surfactante. La generacién de estos contactos permitiria el
establecimiento de redes multilamelares que favorecerian
la transferencia rédpida de los lipidos entre ellas y hacia
la pelicula interfacial tensioactiva. En cuanto a cémo se
produciria ese flujo de lipidos, se ha propuesto un modelo
segun el cual los complejos en forma de anillo que forma
la SP-B se dispondrian formando tineles hidrofébicos
en su interior, permitiendo el paso de lipidos entre las
distintas organizaciones estructurales del surfactante.
La actividad de estos “poros” estaria ademds regulada
por los propios lipidos (PG) y por la proteina SP-C. Por
otro lado, ademds de facilitar la dindmica del surfactante,
la generacién de contactos entre membranas también
proporcionaria estabilidad a la pelicula interfacial.

Profundizando mds en las interacciones concretas de
la SP-B con los lipidos, el mapeo de los fragmentos
responsables de las distintas actividades de 1a SP-B se ha
abordado mediante la generacién de diversos péptidos
sintéticos basados en su secuencia. Mds alld del interés
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cientifico de esta informacién, cabe destacar que, debido
al papel esencial de la SP-B en el correcto funcionamiento
pulmonar, la obtencién de péptidos que permitan emular
sus actividades es hoy en dia un objetivo clinico interesante
parala formulacién de surfactantes exégenos. Actualmente
se estin desarrollando estudios clinicos sobre surfactantes
que contienen péptidos basados en SP-B y SP-C. En
general, los estudios con péptidos parciales de la SP-B
sugieren que practicamente la totalidad de la proteina
es necesaria para una correcta funcién del surfactante.
Por ejemplo, los péptidos que prescinden de las hélices
C-terminales (SP-B1-25 o SP-B1-37) son capaces de
promover fusién y favorecer la adsorcién, aunque fallan en
el mantenimiento de la estabilidad durante la compresién.
Por otro lado, la ausencia del segmento N- terminal (como
en el péptido llamado “Mini-B”, que contiene las hélices
amino y C-terminales unidas por un linker o segmento
conector) conlleva una peor funcién interfacial asociada a
una menor interaccién con las membranas. En definitiva,
la interaccién de la SP-B con las membranas lipidicas de
surfactante estd perfectamente optimizada y regulada,
constituyendo estas interacciones la base para el desarrollo
de su esencial funcién en el surfactante.

INTERACCIONES LIPIDO-PROTEINA

DE SP-C

La proteina SP-C es una proteina transmembrana de
35 residuos de longitud (Figura 2). Esta proteina es
sintetizada inicialmente como un precursor de 21 kDa
(proSP-C) que, tras la escision de los propéptidos N-y
C-terminal, se convierte en la forma madura de 4.2 kDa.
En este proceso, la presencia del dominio BRICHOS
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integrado en el médulo C-terminal de la pre-proteina
es crucial porque actia como chaperona, asegurando
el correcto plegamiento de la SP-C en las membranas,
asi como la correcta palmitoilacion de dos cisteinas
presentes en la regién N-terminal de la proteina
madura. Al contrario de lo que ocurre con la SP-B,
alteraciones de la sintesis y procesamiento de la SP-C
son compatibles con la vida, pero su mal plegamiento
o su deficiencia conllevan a la larga el desarrollo de
enfermedad pulmonar intersticial.

Entre las funciones atribuidas a la SP-C, una de las mas
importantes parece ser la contribucién a la estabilizacién
de las peliculas de surfactante durante la dindmica de
compresion-expansién respiratoria, estableciendo
contactos entre las diferentes membranas asociadas a la
interfase. Estas uniones facilitarian la reinsercién de los
lipidos tensioactivos a la interfase durante la expansién
pulmonar. La accién combinada de ambas proteinas
hidrofébicas en determinadas situaciones sugiere la
posible existencia de interacciones entre SP-B y SP-
C, que modularian mutuamente su estado oligomérico
y sus actividades complementarias de remodelacién de
membranas.

Existen pruebas que sugieren que la SP-C es clave
en la modulacién del efecto del colesterol sobre las
propiedades del surfactante. Se ha observado que las
alteraciones inducidas por un exceso de colesterol en
el surfactante pueden restaurarse en presencia de una
cantidad adecuada de SP-C, siempre que esté presente
la SP-B. Ademas, se ha planteado que la SP-C podria
interaccionar especificamente con colesterol o con
regiones de membrana enriquecidas en colesterol,
favoreciendo su miscibilidad. Se ha propuesto que la
presencia de colesterol induce cambios en la orientacién/
inclinacién de la proteina y en su estructura en bicapas
lipidicas. La palmitoilacién de la SP-C podria, de hecho,
desempenar un papel importante en el mantenimiento
de una inclinacién adecuada de la proteina en las
membranas del surfactante y estar relacionada con el
efecto del colesterol sobre la dindmica de las membranas.
Ademis, la palmitoilacién de SP-C parece ser
importante para mantener la conformacién a-helicoidal
de la proteina. La pérdida de las cadenas de palmitico
conlleva la formacién de dimeros con un mayor
contenido en limina B y tendencia a la formacién de
fibras amiloides, afectando a su funcién. Por otra parte,
la SP-C es capaz de generar curvatura y fragmentacién
de membranas, lo que puede estar mediado por su
dimerizacién (Figura 2).

La estructura de la SP-C parece entonces haber
evolucionado para promover esta fragmentacién en
determinadas condiciones, probablemente durante
la exclusién del surfactante de las especies menos
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tensioactivas durante la espiracién y el posible
enriquecimiento de la monocapa interfacial en DPPC.
Como ocurre con la SP-B, la importancia de la SP-Cy
sus peculiares caracteristicas estructurales y funcionales
la convierten en un elemento clave en el desarrollo
de surfactantes clinicos con potencial aplicabilidad
terapéutica. La produccién de versiones recombinantes
de SP-C humana ha supuesto un reto tecnoldgico, y se
estd explorando su inclusién como parte de una nueva
generacion de surfactantes clinicos.

Aunque la terapia con surfactantes exdgenos naturales
procedentes de animales se ha mostrado muy eficaz
en el tratamiento del NRDS, existen otras patologias
como el sindrome de aspiracién de meconio (MAS) o el
sindrome de distrés respiratorio agudo (ARDS) donde
este tratamiento no ha dado buenos resultados. Ninguno
de los surfactantes sintéticos que se han propuesto como
alternativa han conseguido ain ser tan eficaces como
estos surfactantes de origen natural. Las caracteristicas
de las proteinas hidrofébicas y la dificultad que supone el
obtenerlas de forma recombinante se afiaden al problema de
encontrar alternativas. Resulta crucial seguir investigando
sobre las funciones de las proteinas SP-B y SP-C, lo
que incrementard las oportunidades de desarrollar una
formulacion que sea capaz de sustituir a estos surfactantes
de origen animal y abordar el tratamiento de otras
patologias en las que la funcién surfactante se encuentra
comprometida. En los dltimos afios, se ha propuesto
también que el surfactante, debido a su capacidad de
adsorberse y viajar rdpidamente por la superficie pulmonar,
podria servir de vehiculo para la administracién de firmacos
a través del pulmén, lo que alienta la necesidad de conocer
cudles son los mecanismos moleculares que hacen del
surfactante un material tensioactivo tan eficaz.
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