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Insuficiencia respiratoria neonatal
asociada a mutacion en el gen
de la proteina C del surfactante
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La insuficiencia respiratoria en el recién nacido a tér-
mino durante las primeras semanas de vida extrauterina
es una situacién poco frecuente. Entre sus causas se inclu-
yen las enfermedades difusas del intersticio pulmonar, un
grupo heterogéneo de enfermedades, la mayoria idiopati-
cas, caracterizadas por infiltrados difusos, alteraciones
funcionales de tipo restrictivo y afectacion del intercam-
bio gaseoso. Una forma de enfermedad pulmonar intersti-
cial que puede afectar a lactantes, nifios o adultos jovenes
es la que se asocia al déficit congénito de proteinas B o C
del surfactante pulmonar. En estos casos los procesos in-
flamatorios que evolucionan hacia la fibrosis pulmonar es-
tan precedidos por la acumulacion de material proteina-
ceo en el alvéolo.

Se indago la presencia de mutaciones en los genes de
las proteinas B y C del surfactante en una familia espa-
fiola en la cual dos lactantes presentaron insuficiencia
respiratoria progresiva desde el nacimiento, con alte-
raciones radioldgicas y anatomopatologicas compati-
bles con enfermedad del intersticio pulmonar, y el padre
referia historia de problemas respiratorios desde la in-
fancia.

Se encontrd que los dos hermanos de esta familia afec-
tados por la enfermedad presentaban una expresion and-
mala del precursor de la proteina C del surfactante y con-
centraciones muy bajas de proteina madura. Se describe
ademas una mutacidon nueva en el gen que codifica la pro-
teina C del surfactante y que cosegrega con la enfermedad
en esta familia.
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NEONATAL RESPIRATORY FAILURE
ASSOCIATED WITH MUTATION
IN THE SURFACTANT PROTEIN C GENE

Respiratory insufficiency in a term infant during the
first weeks of life is unusual. Possible causes include in-
terstitial or diffuse lung disease, which are a heteroge-
neous group of mostly idiopathic disorders, characterized
by diffuse infiltrates, restrictive functional defect, and dis-
ordered gas exchange. A form of interstitial lung disease
that can affect infants, children or young adults is that as-
sociated with congenital surfactant protein B or C defi-
ciency, in which the inflammatory process leading to in-
terstitial fibrosis is preceded by the accumulation of
proteinaceous material in the alveolar space.

We assessed the role of potential abnormalities in the
surfactant proteins B and C in a Spanish family in which
two infants showed progressive neonatal respiratory fail-
ure associated with radiological and pathological alter-
ations compatible with interstitial lung disease. The fa-
ther had a history of respiratory disease since childhood.

The two affected children in this family had abnormal
expression of surfactant C precursor protein, with marked-
ly decreased levels of the mature protein. Moreover, a pre-
viously unreported mutation in the gene encoding surfac-
tant protein C, which was found in this family, is described.
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INTRODUCCION
La aparicion de insuficiencia respiratoria en un lactan-
te nacido a término durante la primera semana de vida es
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una situacion excepcional. Entre las causas cabe consi-
derar infecciones, cardiopatias congénitas, sindrome por
aspiracion de meconio, hipertension pulmonar persisten-
te, malformaciones tordcicas y/o pulmonares o enferme-
dades pulmonares difusas. Estas tltimas incluyen un gru-
po heterogéneo de patologias, la mayoria de las cuales
son idiopdticas, caracterizadas por infiltrados pulmona-
res difusos, alteraciones funcionales de tipo restrictivo y
del intercambio gaseoso!. Algunas enfermedades del in-
tersticio pulmonar (EIP) son especificas de lactantes y ni-
flos pequerios, como la neumonitis intersticial celular de
la infancia, conocida también como glicogenosis intersti-
cial pulmonar, la neumonitis cronica de la infancia y la ta-
quipnea persistente del lactante asociada con hiperplasia
de células neuroendocrinas!. Otras formas de EIP pueden
afectar a lactantes, nifios y adultos jovenes. Estas incluyen
la deficiente o anémala expresion de las proteinas By C
(SP-B y SP-C) del surfactante, donde el proceso inflama-
torio que lleva a la EIP se inicia por un dafio a las estruc-
turas alveolares e intersticiales debido a la acumulacion
de material proteiniceo en el espacio alveolar o en los
neumocitos (alveolitis)? 12,

El surfactante pulmonar se compone de lipidos y pro-
teinas especificas sintetizadas y secretadas en el lumen
por células alveolares especializadas (neumocitos tipo 1D.
Su funcion es disminuir la tension superficial del alvéolo
y prevenir la atelectasia al final de la espiracion. Entre las
proteinas del surfactante, la SP-C es la mas hidréfoba. Su
forma alveolar es un péptido de 34-35 aminoacidos, ob-
tenido por protedlisis de un precursor de 21 kDa. La SP-C
es codificada por el gen SFTPC localizado en el cromo-
soma 8 y su secuencia aminoacidica estd muy conservada
a través de las especies. Presenta un dominio en a-hélice
lipidico y residuos de 4cido palmitico en posicion 5y
6 que justifican su fuerte asociacion con los fosfolipidos
del surfactante!®. La SP-C madura se conserva en los cuer-
pos lamelares de los neumocitos tipo II antes de ser se-
cretada en la luz alveolar. La SP-C parece mejorar la dis-
tribucion y la estabilidad de los fosfolipidos y es un
componente fundamental de varios preparados de sur-
factante mamifero utilizado para tratar el sindrome de in-
suficiencia respiratoria aguda del pretérmino.

Existen estudios recientes que han asociado la produc-
cion deficiente de SP-C, o mutaciones en el gen que la
codifica, con enfermedades pulmonares graves de dis-
tribucion familiar*©. Se presenta una nueva mutacién do-
minante en el gen SFTPC asociada con EIP en tres per-
sonas de una familia espafiola y la evolucion favorable de
una de ellas tras practicarse trasplante pulmonar.

OBSERVACION CLINICA

Paciente 1
Lactante de sexo femenino, nacida a la semana 39 de
edad gestacional y peso al nacimiento de 3.070 g que
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presentaba taquipnea con aleteo nasal desde la primera
semana de vida. Se trataba de la tercera hija de padres
no consanguineos; el embarazo y el parto transcurrieron
sin incidencias. No se observaron historia de tos, fiebre,
infeccion o exposicion ambiental a toxicos en la anamne-
sis o la exploracion fisica. Tampoco se observaban signos
de enfermedades cardiacas, dermatologicas, gastrointes-
tinales, hepdticas, inmunologicas o renales, ni alteracio-
nes esqueléticas. Inicialmente no se observé cianosis, ni
con las tomas ni con el llanto. Al ingreso presentaba una
oxigenaciéon capilar por pulsioximetria de 80% (sin oxi-
geno). A partir del segundo mes de vida su curva de cre-
cimiento ponderal se mantuvo por debajo del percentil 3,
a pesar de un apetito normal y una alimentacion correcta.
La situacion respiratoria empeoraba de manera progresi-
va y a pesar del tratamiento con corticoides sistémicos y
azatioprina, la mejoria fue solo transitoria. A la edad de
6 meses, tras lavado broncoalveolar y biopsia pulmonar,
fue diagnosticada de proteinosis alveolar con moderada
fibrosis intersticial. A los 9 meses de edad entr6 en un
programa de trasplante pulmonar y fue trasplantada a la
edad de 13 meses. En la actualidad la nifa tiene 5 afios y
presenta una actividad fisica normal.

Paciente 2

Es el hermano de la paciente 1. Present6 insuficiencia
respiratoria desde el periodo neonatal y se le diagnostico
a los 4 meses de vida, por biopsia pulmonar, una neu-
monitis intersticial aguda y difusa. Fue tratado inicialmen-
te con corticoides sistémicos; posteriormente se probaron
azatioprina, ciclosporina y ciclofosfamida sin que se ob-
servara mejoria en su funcion pulmonar, ni disminucion
en las necesidades de oxigeno. Falleci6é por insuficiencia
respiratoria a la edad de 3 afos y 10 meses, 2 aflos y
3 meses antes del nacimiento de la paciente 1. La autop-
sia mostr6 alteraciones pulmonares compatibles con EIP.

Paciente 3

Es un varén de 37 afos, padre de los pacientes 2y 1.
Presentaba insuficiencia respiratoria moderada-grave y
acropaquias desde la infancia. Se le diagnostico fibrosis
pulmonar idiopdtica a la edad de 26 afios, por tomografia
computarizada (TC), pruebas de funcién pulmonar y lava-
do broncoalveolar. Se tratd con corticoides sistémicos, con
mejoria clinica y de la capacidad vital maxima, del volu-
men espiratorio en el primer segundo y de la capacidad de
difusion del mondxido de carbono. El paciente no quiso
someterse a biopsia pulmonar ni a ulteriores tratamientos.

Se obtuvieron muestras de tejido pulmonar de los pa-
cientes 1y 2, y muestra de sangre periférica de los pacien-
tes 1y 3. Las muestras se recogieron como parte de un
programa que estudiaba lactantes con enfermedad pul-
monar de origen desconocido en busca de mutaciones
en los genes de las proteinas del surfactante. Las comisio-
nes éticas de los centros participantes en el estudio apro-
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SP-B

SP-A

Figura 1. Inmunobistoquimica para la deteccion de las
proteinas del surfactante, realizada sobre ma-
terial de la biopsia pulmonar de la paciente 1,
obtenida en el momento del diagnostico a la
edad de 6 meses. Se pueden observar la distri-
bucién de la proteina B del surfactante (SP-B) y
de su precursor (pbroSP-B) en los espacios alveo-
lares, asi como la presencia de la proteina A del
surfactante (SP-A) en la misma localizacion. El
material contenido en los alvéolos es negativo
para la determinacion del precursor de la
proSP-C.

Leu

110

Leu lle Ala Tyr Lys Pro Ala Pro Gly Thr

CTGATCECTACAAGC LAGCO0CTACACT

Figura 2. Secuencia del gen de la proteina C del surfac-
tante en el paciente 1. Se puede observar la sus-
titucion de una base en el codon 115, donde un
alelo presenta una citosina y el otro una timi-
na, cuya coincidencia se identifica con las le-
tras Cy T en la secuencia presentada.

baron el protocolo y el consentimiento informado escrito
para los estudios genéticos fue firmado por la madre de
los pacientes 1y 2.

El andlisis anatomopatolégico e inmunohistoquimico,
realizado como se ha descrito anteriormente*> sobre teji-
dos de la biopsia pulmonar del paciente 1 cuando tenia
6 meses de vida, mostro fibrosis intersticial, espesamiento
alveolar con muscularizacion de los septos alveolares,
hiperplasia del epitelio alveolar y proteinosis alveolar con
macrofagos grandes y espumosos. Los estudios del tejido
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Figura 3. La sustitucion de una C por una T causa la pér-
dida de un sitio de restriccion para la enzima
AlwNI. Productos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en ADN genémico amplifica-
dos por medio de primers externos al exon 4 del
gen de la proteina C del surfactante y digeridos
con la enzima de restriccion AlwNI, se han se-
parado por electroforesis en un gel de agarosa.
La paciente 1 (calle 5) presenta dos fragmentos
correspondientes al alelo digerido, el normal y
al alelo mutado, que no se puede digerir. Se en-
contro la misma mutacion en heterozigosis
también en los pacientes 2y 3 (calle 4y 7), y no
se detecto ni en la madre (calle 6) ni en un con-
trol (calle 8).

pulmonar obtenido en el momento de la autopsia del pa-
ciente 2 mostraron neumonitis intersticial difusa, con fi-
brosis, inflamacién crénica, hipertensién pulmonar y
bronquiectasias.

El estudio del tejido pulmonar con anticuerpos especi-
ficos para la forma madura de SP-B, su precursor y SP-A
mostraron una distribuciéon normal de estas proteinas,
mientras que el precursor de SP-C se encontraba sola-
mente en las células tipo II del epitelio alveolar y no en el
material proteinidceo contenido en los espacios alveolares
(fig. D. En la preparacién no se encontr6 forma madura
de SP-C (datos no mostrados).

Debido a la distribucion andémala del precursor de SP-C
se secuencio el gen correspondiente del paciente 1y se
detect6 una mutacion puntual en el ex6n 4 de un alelo,
donde la C en posicion 2224 (GenBanK® numero de ac-
ceso J03890'%) estaba sustituida por una T (fig. 2), con
pérdida de un sitio de restriccion para la enzima AlwNI.
En la proteina esta sustitucion produce un cambio de
prolina a leucina en el codén 115. La misma mutacién
P115L en heterozigosis se encontré también en los pa-
cientes 2y 3, y no se detectd ni en la madre ni en 50 indi-
viduos controles (100 cromosomas) pertenecientes a la
misma poblacion (fig. 3).
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DiscusiON

El surfactante pulmonar es una mezcla de lipidos y pro-
teinas necesaria para reducir la tension superficial y pre-
venir la atelectasia al final de la espiracion. La deficiencia
de surfactante pulmonar es la causa principal del sindro-
me de insuficiencia respiratoria aguda del recién nacido
pretérmino. La SP-C es la proteina mas hidréfoba del sur-
factante y estd presente en las preparaciones purificadas
de surfactante utilizadas en la practica clinica. En los ulti-
mos anos se ha clarificado la funcion de SP-C, y se han
asociado las mutaciones en esta proteina con la EIP411, Se
ha identificado una mutacién en el aminoacido prolina
correspondiente al codon 115, un residuo altamente con-
servado en la evolucion (en dicha posicion se ha encon-
trado una prolina en todas las especies de mamifero en
las cuales se conoce la secuencia de la SP-C). El hecho de
que en la familia presentada la mutacion P115L sea res-
ponsable de la enfermedad se apoya en el dato de que
todos los individuos afectados llevan la P115L, mientras
que no se ha encontrado en ninguno de los sujetos con-
troles y asintomaticos. La mutacion P115L implica una
sustitucion de un aminoacido neutro altamente conser-
vado por un aminoicido no polar que se localiza en el
dominio carboxiterminal de la SP-C, una region crucial
para el correcto plegamiento y procesamiento del precur-
sor de la SP-C7-1113, Los ratones modificados genética-
mente mediante recombinacion homologa, que son defi-
cientes en la forma madura de la SP-C, muestran una
estabilidad alterada del surfactante pulmonar, y el fenoti-
po se hace mis evidente con el envejecimiento, cuando
acaban por presentar una enfermedad pulmonar grave
con enfisema, infiltrado monocitario, displasia de células
epiteliales y acumulacion intracelular atipica de lipidos en
neumocitos tipo II y macrofagos alveolares, hallazgos his-
tologicos compatibles con neumonitis intersticial!>10,
Ademids, se ha observado la formacion de agregados y la
alteracion del transporte intracelular del SP-C normal me-
diante experimentos in vitro en los que se produce una
delecion del exoén 4 del gen SP-C humano, asi como en
los mutantes del gen de rata sin el dominio aminotermi-
nal, funcionando en ambos casos como un dominante
negativo!” mientras que la expresion de SP-C humana
mutada en ratones transgénicos es letal por impedir la
formacion del pulmon durante el periodo embrionario!s,
Estas observaciones pueden explicar por qué in vivo el
alelo normal no puede suplir el alelo anormal y no se en-
cuentra SP-C madura y funcionante en el pulmon de los
pacientes descritos. La expresion y el procesamiento del
SP-C se regulan de manera evolutiva, asi que el desarro-
llo posnatal de la enfermedad pulmonar puede deberse
a la progresiva produccién y/o acumulacién del precur-
sor andmalo de SP-C, con la consecuente aparicion de
dano celular, inflamacién crénica intersticial y fibrosis
pulmonar. La presencia de cuerpos de inclusion es per se
causa suficiente de enfermedad, por ejemplo en el higa-
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do de pacientes con déficit de a;-antitripsina (especial-
mente el fenotipo ZZ), o en el cerebro en algunos tipos
de demencia'®?0. Fenémenos como la penetracion in-
completa, la expresion variable, la anticipacion clinica o
la implicacion de otros genes pueden explicar por qué
los sintomas son mas leves en el padre.
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