
//;2_6( 
·te· 1 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
Facultad de Medicina 

CARACTERI ZAC ION DEL RECEPTOR CELULAR 
DEL PARAMIXOVIRUS PORCINO LPM 

TÉs1s, QUE PARA OBTENER EL GRADO oE: 

MAESTRO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS (ImiUNOLOGÍA) 

PRESENTA! 

M. V, Z. J uuo RoBERTo REYEs LEYVA 

TuToR: 

DR. EnGAR ZENTENO G . .\LINOO 

¡f'··''' 

CoTUToR: 
TESIS CON 

F ALI.A;, DE ORIGEN . ~,,. .... 

Ciudad Universitaria, D. F. octubre de 1993. 

) .~-

1 

1 

¡ 
t ¡ 

l. 
1 ,, 
t" 
~; 
t 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 







CARr\CTERIZAClON DEL RECEPTOR CELULAR IJEL PARAMIXOVIRUS PORCINO LPM. 
Reyes Leyvn JR ( 1993) Tesis ele Mnestrín en Ciencias 13iomédicas, Inmunología. 
facultad de Medicina, UNA\!. Tutor: Dr. Eclgar Zenteno. 

RESUMEN. 
El paramixovirus porcino de La Piedad Michonc;ín (LPM) es el agente etiológico ele 
una enfermedad que provoca nlleniciones neurológicas, respiratorias y 
rcproductivns, ncompnñnda por opacidad ele In córnea y que afecta principalmente 
a cerdos neonatos. En este trabajo se determinó la naturaleza química del 
receptor celular del parnmixoYirus porcino Lí'~I. El \'irus LPM posee actiYidad 
aglutinante parn los eritrocitos estudiados. incluyendo humano A, B, O, carnero, 
cuyo. conejo, rnta, rntón. pollo y cerdo. :\demás se realizaron ensayos de 
hemaglutinación (llA) y de formacitin de ,;incicios (FS) con eritrocitos y células 
Vero tratadas con las enzimas neut·nminirlnsn y tripsinn. El tratamiento con 
neuraminidasa disminuyó la HA y la FS dL'mOstrando que el virus Ll'M reconoce 
re1-liduos ele ticido siülico, por C'l contrario, el tratamiento ele las células con 
tripsinn increment6 el grado de infección. Para identificar la especificidad dc:l 
virus LPM se real izaron cnsnyos ele inhibición de in HA y de In FS, con aztícr¡..rC.s~ 
gl icósidos y gl icoprotcinas. Estos ensayos de competcncin de unión mostraron que 
el virus reconoce anómeros ce ele! ftcido sirílico, siendo sia!il(cc2,J)lactosa el 
mejor inhibiclor ele in actividad viral. Gl it.:l)proteín.J.s con un grun contenido ch..: 
residuos sialil(ct2,J)lactosa, IgA y orosomucoiclc, fueron buenos inhibicloré's de 
lanctividnd HA del virus. Paradetcnninnr In pnrticipaciónde los oligosac{1ridos 
de la superficie celulnr en el proce,;o ele infección, se trntarun células i(e,ro con 
antibióticos inhibiclores de In gl icosi lación. El uso ele tunicamic"ina y 
desoxinoji rimicina redujo notablemente la infección por d virus LP;ll. El patrón 
de cxprc~~i6n de azücarcs en c0lula:c.; Vero y c11 tL:j ido:... de cL:nlo.s nconatos sanos 
se determinó uti!izanclodi\·cr::;as lcctinns conjugad;:i.s a fluorcsceina. Los ensayos 
de fluorescencia con la lcctina ele ,\fnackin nmurcnsis, e.spccífica por moléculas 
NcuAccz2,3Gal, demostraron 1a presencia ele :-;in!i1(u2,Jllucto::;;:: en céluln.s \'ero. 
Los tratamiento de las c~lulas \'ero con ncuran;inidasa, tunicamicina y 
dcsoxinojirimicina cli::;minu~·cron el rcconoclmientu por (.'.Sta lcctina. Esta lcctina 
también demnstró 1<t presencia ch: si:ll il (a-"2.J) lacto~;a t.;n tL:jiclos respiratorio y 
nervioso de cerdo::.; m.:.'onnto~~. En cspL'cial en Ja mucosa bronquial y en la corteza 
ccrcbra 1. f ,os resultado:; demucs t n.m que el \" i rus LP~I reconoce como receptores a 
molócu!a:'> ,..::;iulil<~dns, c:.:prc:sacla:...; en la superficiL· celular. Al parecer la 
r.·structurn r:1inina !'C(:ucrid...-: por el \·iru.:; p:~rL~ intcrac:.uar con su receptor es el 
<icidn siüijco, ya ... gic..· ~u L'iimirn.tci ... Sn de las c0lulas di~;minuye la infección. Sin 
1.:mbargo, LL hl'nmglutinina vira! parece po:-;ccr un sitio de unión restringido, ya 
que o.~,3 pero no <t2,6 sialillactos .. t resultó ser inhibidor de la actiYidad HA y 
FS. El patrón rle expresión de sialil(et2,J)lactosa en los tejidos ele cerdos 
neonnto~• y In especificidad del virus LP01 hncin este tipo ele oligosacáridos 
explico el tropismo tisular mostrarlo en la patogenia ele Ja enfermedad. 



Cl!,\RACTER!ZATION OF RECEPTOl\S FOR 'l1IE PORCINE LPM PAIV\MYXOVIRUS. 
Reyes Lcyvn JR (1993) Tesis de Maestría en Ciencias Biomédicas, Inmunología. 
Facultml ele Medicina, Ul\AM, Móxico. Tutor: Dr. Edgar Zentcno. 

t\BSTR:\CT. 
The porcinc La Piedad Michoacán (LPMl ¡mramyxovirus is the cthiological ngcnt of 
a new porcinc discase, characterizcd b,y ncurological, respiratory and 
rc•procluctivc mnnifostat[ons with cornea! opacity: that mninty nffects neonatal 
pigs. This work concerns wi th the chemic naturc of ce! lular receptor for the 
porcine LPM virus. 
The studics incluiclccl the inhibition of both hacmagglutinnting (111\) nncl syncytium 
forming {SF) act ivi tics of LPM \"i rus, using =~ugar:.~, glycosidcs and glycoprotcins 
ns receptor bincling compctitors. The \·ira! !!,\ ancl SF activities wcrc also testee! 
with neuraminidase- or trypsin-treated cells. :\lso, thc virus infection was 
tested on glycosylation-inhib[ted Vero ccl Is. Finally, the bincling pattcrns of 
FTTC-conjugatecl lectins werc tcstcd with mock ami trcatcd Vero cells ns well as 
with neonatal hc:nlthy pigs' tissuc~;. 
The compet i t ion binding asssnys showcd thnt LP~1 vi rus rccognizcs sin! ic acid­
contnining struclures, rnninly sialyl{ct::!,J)lnctosc moietics. ~·1orcovcr, thc human 
glycoprotcins. lgA nncl et! acid, wich contuin high amounts of sialyl(a2,J)lactose 
wcre the bcst inhibí tors of the virus act ivi t ies. The assays in neuraminidase­
treatccl Vero ccl Is confirmccl the rclevance of sial ic acid as receptor for LP:.f 
virus, because this treatmenl climinishecl thc infection. Convcrsely, trcatmcnt of 
the cclts with trypsin incrL'nscd thc numbcl of syncylia pruducecl by LP,\1 virus. 
Thc inhihition of the glycosylation pathway of Vero cclls with tunicmnycin o.r 
clcoxynojirimycin ahol isht:d or importantly climinished, rcspectivoly, the sync..:y­
th1m forming nctivity of LPM virus. Thc ~xpn:ssion of :dalyl{lt2.J)lactosc 
molecules in mock Vero cclls wus confirmed using FITC-conjugatccl M<1ackic':l 
mnurcnsis (t'lf:\,.\) lcct in. wich specifical ly recognizcs ~cuAcu2,JGal moieties. 
Trentmcnt of Vero cells with ncuraminidasc. tunicamycin or dcoxynojirimycin 
notably clecrcascd tlw hinding of this lcctin. In the same mnnnc·r. this lcctin 
showed a high binding clegrec ('lf1 nervous nnd rcspiratory tissucs o[ neonatal pigs. 
The highc~t hinding of ~1t\A Jectin wns ohsc·n'(.•d with brunchial mticous nncl cerebral 
cortex. 
The rcsul t~ showed tllnl Ll1\1 vi rus rccognizes si;-i!ylntcd molcculcs as rcceptors. 
It sccms, thnt sinl ic acid is tllc mini mal structure requircd by LP~~1 virus to 
internct \\'ith cells. llo\'.'t.~\·er, thu \ ir.il iw1.:111agglutinin ::.ccrn'.:~ to ha .. -c n t-c:Jtrictcct 
hindlng sitc. tJecnuse, ft.2,J. but not HJ,6 sialyllactose inhihitcU thc virus 
ncti\~itics. This suggcsts thnt the N-ncctyl group as •sel l as the Cl 's hidroxyl 
of sial ic ncid and po~sihly thc CH10Il group 0f Gnl a1·e rclevant components in thc 
internct ion wi th LP:-.1 >:i rus. Tl1c tiindi ng si te on thc \pi rus bacmagglut in in seems 
to rccognizc both thc chcmic structure ami the triclimcntionnl conformation of 
cellular receptors. 
The exprcssion pnttern of sialyl(u2,J}.laclo::lt.:! on neonatal pigs' tissucs and thc 
high specif[city of LrN Yirus for thesc mo!ccules explain the tissue tropism 
showcd in di8easc's pnthogencsis. 
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INTRODUCCION. 

Enfer~edad del ojo azul en el cerdo. 

El paramlxovirus ~oicino de (a Piedad Michoacán (LPM) es el agente 

causal déia enf~~m~dad -d~l ojo azul [Moreno-López et al. 1986], 

nueva ~nÚd~d_ patológica dél ganado porcino en la que se presentan 

al teracion~s·.: - neurológiéas. resP,iratorias y reproductivas 

ac;;,mpafi~da~ p~r op~~Jidad de la córnea, lo que dió origen al nombre 

de la enfermedad (Fig. 1)- [Stéphano, Gay y Ramírez 1988]. 

Los primeros casos de la enfermedad se presentaron durante 1979 en 

granjas de La Piedad, Michoacán, donde se observaron brotes de una 

encefalitis en lechones con carncterísticas clínicas y patológicas 

diferentes a las observadas previamente en México [Stephano et al. 

1981]. En 1980 se observaron brotes de Ja enfermedad en otras 

granjas de la misma zona así como en granjas cercanas en los 

estados de .Jnl isco Y Guanajuato. Ese mismo año la enfermedad se 

expandió o! resto ele Michoocán y Guanajuoto. En 1982 la enfermedad 

se diagnosticó en el Estado ele México. en 1983 en el Distrito 

Federal y en los estados de Nuevo León, Hidalgo, Tlaxca!a Y 

Queretaro [Stephano y Gay 1985]. En 1984 se presentaron brotes en 

Tnmaulipns y en !988 en Puebla y Campeche [Carreón et al. 1989]. La 

enfermedad ha continuado su difusión en el país, sin embargo, el 

foco principal sigue siendo La Piedad y zonas circunvencinas ele los 

estados ele Michoacán. Jalisco y Guanajuato, donde existe una densa 

población porcina [Fuentes et al. 1990]. 
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FIG. l. CERDO CON OPACIDAD CORNEAL. 

Cerdo de 45 días de edad con opacidad unilateral de la 

c6rnea y conjuntivitis bilateral¡ al momento de la foto­

grafía,. el animal presentaba parálisis bilateral de los 

miembros posteriores. El suero de este cerdo mostr6 un 

título elevado de anticuerpos contra el paramixovirus 

porcino LPM. 



Hasta el momento, México es el único país afectado por la 

enfermedad del ojo azul del cerdo [Linné 1992]. Sin embargo, se 

pensaba que un síndrome similar, con alteraciones respiratorias y 

reprocluctii~s, descrito en Estados Unidos, Canadá, Holrinda y otros 

países de Europa, era causado por .. el mismo paramixcivirus. Se ha 

reportado recientemente qtie esti síndrome es causado por el virus 

de Lelystád [Christianson i:991), el cu~l ha sido clasificado dentro 
. ·., .: 

del género:_Arteri __ virus:,c::'p,erteneC,ie1úE)- a.una nueva familia viral 
-.. ' - , .. 

l 1 amada ArteriV-Úid~~ ,JCa\i!J.~igh,i. HorzJn,eck Í 993]. 

Caract erí s ticás' .¿·¡ Í n icas. 

Durante un brote de la enfermedad del ojo azul la morbilidad es del 

20%, con una mortalidad del 90%, si en do los ani1nalcs más 

susceptibles lechones menores a 20 dlas de edad [Stephano et al. 

1981]. Los signos clínicos varían de acuerdo a la edad de los 

animales. En cerdos nconatos los signos se presentan r6pida111ente y 

reflejan In infección del sistema ner\Tioso central; es común 

observar a Jos lechones con ataxia. rigidez en los miembros 

posteriores. temblor muscular, 1novirnie11tos involuntarios, etc., los 

lechones mueren regularmente ~3 horas despuós de que los primeros 

signos son observados. La opacidad de la córnea sólo se presenta en 

1-10% ele los animales afectados [Stephano, Gay y Ramírez 1988]. 
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Los cerdos mayores de 30 días de edad que son infectados sólo 

presentan manifestaciones reproductivas, rara vez presentan signos 

ele dafto neurológico y pocos mueren por la infección, a menos que se 

presente asociada a otras infecciones ele tipo respiratorio. 

Frecuentemente, Ja única indicación '(Je !'a infección en cerdos 

mayores es y opacidad de la córnea. Las cerdas 
. . ' 

gestantes cuando son fnfect ádas- desarro 11 an 'ocas lona 1 mente opacidad 

de la córneri. Sinemb~rgo, presenta~un incremento en el número de 

lechon~s nacidos múertós y feto,s momif_icados; cuando se infectan al 

inicio ele la gestación presentan regresos al estro, con In 

consecuente baja en -los porcentajes ele fert i 1 id ad. Es t ns 

manifestaciones redundan en un dafio importante o la economía de los 

porcicultores [Stephano y Gay 1985]. 

Desde 1983 se han indentificado brotes ele la enfermedad, con 

encefalitis y opacidad de la córnea, en donde los principales 

afectados son cerdos mayores de 45 dí as de edad. En estos casos~ 

además de las alterncioncs rcprortuctivns con1únmcnte observadas en 

las cerdas, los mochos presentan orquitis, epididimitis y atrofia 

testicular [Stephano et al 1990, Campos y Carbajal 1991]. Esta 

sintomatologí.n sigue el comportamiento patológico de otro 

paramixovirus, el de laparotiditis humana [Pomeroyy Jarcian 1992]. 
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Patogenia 

En estudios de trcinsmisión experimentál se demostró que el virus 

LPM producía signos clínicos y cambios patológicos en lechones 

[Stephano y Gay )983] y cerdas .. [Stephano et al .1988], si mi lares a 

Jos que ·habían sido observadas· en brotes naturales. Hay 

evidencias que indican que la· ruta natural de infección es la 

nasofaringe, ya que e la .. inocul.ación experimental intranasal o 

i nt ra traqueal en l.ecti()n~~ de l. dí a ele edad, provoca un síndrome 

nervioso siml!ar Íll obser~ado .en la infección natural [Stephano y 

Gay 1983]. 

El sitio inicial de replicación podría ser la mucosa nasal 

(cornetes) y amígdalas. De ahí, el virus se disemina hacia el 

sistema nervioso y los pulmones; ésto sucede temprano en la 

infección )"a que u11n de las prin1eras manifestaciones clínicas es la 

aparición de signos net1rol6gicos [Stepl1ano )'Gay 1985]. Además, el 

virus se nísln de enc6fnlo con m:tyor abunllancia que d~ ningtln otro 

tejido, y la inoculrtción intraccreb1·a1 acorta el período d<: 

incubación, ocasionando cuadros clínicos similares a los casos 

agudos en lechones infectados naturalmente [P6rez, Stephano y Gay 

1988]. Daños microscópicos en el sistema nervioso centl'al, se 

observan aún en cerdos sin signos neurológicos. El mayor elato 

histológico es una encefalomielitis, que afecta principalmente la 

sustancia gris del tálamo, cerebro medio y corteza cerebral. Hay 

marcada gllosis focal y difusa inflamación linfocitaria 
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perivascUlar; neuronofngia, necrosis neuronal y gl ial, meningitis 

y coroiditis y no se observan cuerpos de inclusión. En los pulmones 

es frecuente obaervar zonas dl~eminadas de neumonía intersticial, 

con engrosamiento del septo alveolar por células mononucleares 

[Stephanci, Gay y Ramlrez 1988]. 

La viremia es ·parte importante. en la:<disemínación, •ya _que· ef virus 

tambfén puede ser aislado de di(e"r~n~tes dúctos.cóÍno riiórÍ, bazo, 
-.· ':· - ,··>_-: -.-_:> .. ·:_--_· .···':. :<_ ·.· --·...:·-;,·~·- :::· - .. : ___ : 

hígado•y g~ngl ios mesentéricos:s~in enib~r·g~; eii esi~~ tejidos no se 
- - • •' '" - • - O. '' • • " • •• - - O ' ' '•' - ' • • O - .'- -· • >' ~- • - •' -; ' .' • ···,;'' • •' - • L • ·-- • - : -

observan • cambios ·m11crosct)~ic().S .·.o hfst~ l ~'gú~s [st:~phanO, 
- - --- • º-'::'°:,"''-. ,,._ .. -. ----"~- ' -_ 

Gay y 

Ramírez 1988]. 

La opacidad cornea! no ha -sido reproducida· experimentalmente. La 

alteración macroscópica más drástica que se ha logrado reproducir 

en el ojo es el edema cornea! que desaparece paulatinamente. Los 

cambios histológicos incluyen el edema cornea! y uveítis con 

infiltración por macrófagos y neutrófilos en diferentes partes del 

ojo: endolelio cornen1, unión csclcrocorncal, en el iris y en el 

nervio óptico [Stephano y Gay J98J]. 

El virus también puede l lcgar n útero causando muerte embrionaria 

y retorno al estro en cerdas en el primer tercio de la gestación y 

produciendo muerte fetal y momificaciones en cerdas con gestación 

más avnnzada. Muchos animales tienen una amigdalitis moderada con 

descamación del epitelio y con células in f 1 amatorias en las 

criptas. En otros órganos no se observan cambios importantes 

[Stephnno y Gay 1985]. 
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Estructura del virus LPM. 

Por sus caracterí~ticas físico-químicas. biológicas, estructurales 

y morfológicas el virus LPM ha sido clasificado dentro del género 

Paramixovirus, de' la familia Paramyxoviridae. En el cuadro l se 

presenta infbrmición sobre la familia Parnmyxoviridae y un resumen 

ele la fu~cicin de sus· prote(nas. 

El virus··LPM-há sido aislad.o a partir de las amígdalas, el pulmón 

y el encéfalo de J~cho~es con encefaJomieJitis aguda. A la 

microscopía_electrónica el virus LPM muestra la morfología clásica 

de los paramixovirus (Fig. ~ J (Moreno-López et al. 1986 J. En 

tinciones negativas los vlriones de los paramixovirus se observan 

esféricos o pleomórficos y miden de 100 a 360 nm. Su nucleocápslde 

es helicoidal y está encerrada en una membrana lipoprotéica, 

derivada ele las células. que es extremadamente frágil. dejando al 

virión vulnerable a la destrucción por el almacenaje, congelamiento 

y descongeJamiento. DebicJo a esto. las partículas virales aparecen 

con frecuencia distor~ionaclas en las niicrografías electrónicas, y 

c·s difícil hacer la demostración de su nucleocápside interna 

[Kingshury 1990]. 

Como todos los virus con envoltura, el virus LPM se inactiva con 

solventes orgánicos, como éter y cloroformo, sin perder sus 

características antigénícas [Moreno-López et ol. 1986). Además, es 

resistente a la act inomicina D, lo que indica la presencia ele ácido 

ribonuc!Gico (ARN) en su genoma (Stephono, Gny y Ramírez 1988]. Los 
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CUADRO 1. PANILIA PARANYXOVIRIDAE. 

La familia Paramyxoviridae incluye a virus formados por ARll de cadena única, negativa; los cuales han sido 
clasificados en tres géneros de acuerdo a las actividades biológicas de su glicoprolelna de adherencia (1111, 11 o 
G). Todos los miembros de esta faoilia son causantes de enfermedades i•portantes tanto en animales como en el 
ho.mbre, afectando en forma significativa a los sistemas respiratorio y nervioso. 

Cl,ASIFICACIOll DE LA FAWll.IA PARAKYXOVIRIDAF.. 

GENERO PROTEINAS ACTIVIDADES 
DE F.HVOl.TURA B IOLOGICAS 

Parniiovirus 1111, F llemagl u ti nación 
lleuraminidasa 
Fos ión ce 1u1 ar 

Norbillivirus 11, F Hcoaglutinación 
Pus ión ce 1 u lar 

Pneomovi ros G, ¡· Fusión celular 

ESPECIES 
VIP.Af.ES 

Vi rus Sendai 
Pl-J bovino 

(Pl-1) 

t Virus parainflucnza 
ti pos 1-4 homrrnos 

t SVl (Pl-2 ca ni no) 
1 Virus de la parotiditis 
1 Vi rus l.PM 

Vi rus de la cn[crnedad 
de llewcasll e 

Virus del saranpión 
Virus del aoquillo 
Virus de la peste del 
ganado 
Virus sincicial 
respiratorio hooano 
Vi rus sincicial 
respiratorio bovino 

t Por so homología genómica los virus Pl-2, Pl-4, Parotiditis, SVl y l.l'M 
serán clasificados en un género apirle llar.ado Rubulavirus. 

FUNCIONES DE l.AS PROTElllAS Dr. LOS l'ARAKIXOVIHUS. 

PROT!llllA fUllCION PRINCIPAL 

IIOSPEDF.RO 
NATURAi. 

Ratón 
Ganado bovino 

llocbre 
Perro 
Hombre 
cerdo 

Aves 

ílocbrc 
Perro 

Rumiantes 

Hombre 

Ganado bovino 

HM Glicoprotelna de la envoltura viral respoosable del reconocimiento del receptor celular. 
Glicoproteíoa de la envoltura viral, su alta hidrofobicidad favorece la fusión 
con la membrana celular y la fornación de sincicios. 
Protelna asociada a la parte interna de la envoltura viral, se encarga de organizar las 
protelnas y nuclcocápsides durante el ensamblaje del virión. 

llP Proteína estructural que constituye la base principal de la cápside viral, está asociada 
fuertemente al ARll genómico. 
Proteína involucrada junto con la proteína P en la actividad polimerasa. 
Protelna relacionada con la actividad polimerasa, parece participar en la regulación de la 
replicación del genoma viral 



pararnixovirus cbntierten ARN de hebra "negativa", por lo tanto, el 

ARNrn deJJ.e ser primero tránscr i to por. \lná po J irnerasa de J\RN que 

viene i~teg~ada al virión (Ffg. ll [Roizrnan 1990]. 

El vii:ióri del :pararnixovirus porcino· LPM está consÚtuído por seis 

proteínas: la Hemaglutinina:...Neuraminidasn (HN), la proteína de 

Fusión (f), la_Fosfoproteína -(P), la Nucleóproteína (NP), la 

proteína de Matriz (M) y Ja proteína de· alto peso molecular (L) 

(Fig. 4) -[Sund_qvist- et al< 1:990]. En ·-la tabla 1 se muestran en 

conjunto los. pesos mol'ec:u,i-ares': relativos de las proteínas 

estructurales del virus LPM _y.-: su· comparación con las de otros 

pararnixovirus -(I,inné 1992]: 

Las proteínas L, NP y P junto con el 1\RN viral forman ln 

nuc leoc{Lpsiclc ele Jos paramixovi rus. Las pro leí nas P participan, 

formando un complejo con ln proteína L, en la replicación del ARN 

viral (Fig. 5). Al parecer, la proteína NP sólo posee función 

estructural [Ray y Compans 1990]. 

Ln proteína M de los pa1·a111ixovirus su asocia a ln envoltura viral 

pero no estA glicosilada, su función principal consiste en 

orgRnizar a la nucleocúpside en las zonas de la membrana celular 

doncle abundan las glicoproteínas virales; también ha sido implicada 

en la regulación <le la síntesis de ARN [Morrison 1988]. En el virus 

de sarampión, las proteínas M están relacionadas con la inducción 

del <lano a la membrana celular de n~uronas y en la presentación de 

panenccfa!itis esclerosnnte subagucla [Ray y Compans 1990]. La 
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FIG. 2. MICROGRAFIA ELECTRONICA DEL PARAMIXOVIRUS LPM. 

Tinción negativa (ácido fosfotungstico) de un virión del virus LPM 

aislado del' cerebro de un lechón con signos de encefalomielitis. 

Nótese la envoltura viral con proyecciones (complejos de 

glicoproteinas) y la nucleocápside helicoidal enmarañada en el inte­

rior del virión. Es común observar nucleocápsides separadas, debido 

a la fragilidad de la envoltura viral (Moreno-López et al. 1986). 



Enzimas del vlrlón 
Virión i 

ARN de hebra(-) ARNm (+) ---+ Proteínas 

1 
ARN de hebra(+) 

¡ 
ARN de hebra (-) 

progenie 

l 
Progenie del virus 

F!g-. 3. FLUJO DE EVENTOS DURANTE LA REPL!CACION DE LOS 

PARAMIXOVIRUS. Tomado de Ro!zman (1990). 

El viri6n de los paramixovirus está formado por un ácido 

ribonucléico (ARN) de cadena (-) que sirve de molde para 

l. La transcripci6n de un ARNm, que codifica para las 

proteínas virales y que es sintetizado por una transcrip­

tasa que viene asociada al viri6n. 2. Una vez iniciada la 

sítesis de proteínas virales, la hebra parental sirve de 

molde para la síntesis de ARN de cadena (+) (diferente al 

transcrito inicial de ARNm) que a su vez será utilizado 

para la síntesis de mdltiples copias de ARN (-) que forma­

rán. el genoma de la progenie viral (Roizman 1990). 
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Fig. 4. PERFIL·-EI:.ECTROFORETICO. DEL VIRUS LPM. 

El virus LPM fué marcado con 35s-metionina y 

posteriormente inmunoprecipi tado. Líneas. 1 y 

2, células PK-15 no infectadas. Líneas 3 y 4, 

células infectadas con virus LPM. Líneas 5 y 

6, virus LPM purificado. Líneas 2, 4 y 6 con­

tienen el material inmunoprecipitado con un 

suero hiperinmune anti virus LPM. Las letras 

a la derecha corresponden a las proteínas 

virales (cuadro 1). Tomado de Sundqvist el al. 
1990. 



Tabla l. PESOS MOLECULARES RELATIVOS DE LAS PROTEINAS 
ESTRUCTURALES DE LOS PARAMIXOVIRUS. 

Virus 

Proteína LPMv PI-3 Sendai NDV Parotiditis 

L 200 200 200 200 200 
HN 66 68 71 72 79 
NP 68 65 58 53 72 
F 59 54 49 53 61 
p 52 79 79 53 45 
M 40 39 38 37 40 

Los pesos moleculares de las diferentes proteínas de los 
paramixovirus se obtuvieron de Sundqvist et al. (1990) y de las 
referencias de ese artículo. Los pesos moleculares están 
expresados en KD. 
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Kilobases 
-·· ·-· ~ii:RAMIXOVIRUS y··nEL-~PA FIG. .s. DIAGRAMA! DE UNA PARTICULA .DE GENOMICO. 

Los genes y las proteínas que· ellos codifican están marcados con el 

mismo tipo de sombreado. La nucleocápside interna (negro) contiene al 

ARN genomico junto con .. las proteinas estructurales de nucleocápside, NP. 

Las proteinas asociad~s al genoma P (círculos) y L (óvalos) q~e parti­

cipan en l.a · rep~icaci6n del ARN viral. En la parte interna de la envol­

tura se encuentra la proteína M (circules ·rayados) y en la parte exter­

na las glicoproteínas HN (proyecciones redondas) y F ·(proyecciones 

triangulares). El mapa gen6mico muestra la secuencia de genes deterrili­

nada para el virus LPM1 los ntí.meros c9rresponden a los·nucleótidos que 

constituyen cada gen (Linné et al 1992). El esquema fué .tomado de un 

modelo para el virus Sendai (Kingsbury 1990) • 



proteína M del virus LPM es rica en aminoácidos básicos, estos Je 

confieren una carga. netti .. Po.sitiva que puede ser importante en su 

interaccfón:·c·orr.·ot.ros compónentes virales y ·celulares durante el 

ensamblaje 1991]. 

La gJicoprote(na HN .. de !Cls páramixovirus forma parte 
~?·:._ '_:.,, 

envoltura .vi'raf y· se. lia '{mpll.cado- en el reconocimiento y 

ele la 

enlace, 
' ,-_._- .. -·.· -... ---· 

con grari ,_ar'fnictád',·- a -~s-tru-ctu-ras celulares que contienen ácido 

siálico. Las proteínas HN forman dímeros y tetrámeros unidos por 

puentes dis~lfuro, reipónsables de la observación de proyecciones 

en la superficie del virión. Estos complejos presentan a los 

receptores celulares un grupo ele sitios de adhesión que incrementan 

la probabilidad ele interacción productiva [J.;ingsbury 19 90 l. 

Análisis de las secuencias nucleotíclicas han demostrado que la 

porción h.:'inaglutinina ele la proteína HN, es muy conservaua entre 

los diferentes paramixovirus [~lorrison 1983]. La proteína IIN 

presento tambi~n un do111inio co11sc1·v¡1do con capacidad pnrn clin1inar 

los residuos ele él e ido siálico ele los receptores ~e Ju lares 

permiti~nrlo un mayor acercnmicnto con estructuras celulares que 

actúan como receptores secundarios l Huang et a 1. 1980]. 

Recientemente, se hn propuesto que existe una gran homología en 

aminoácidos funciorllllcs entre la proteír1a HN de los parnmixovirus 

con la neur11min\clasa del virus Influenza tipo A [Colman, Hoyne y 

Lawrenee 1993]. Asimismo, la proteinn HN del virus LPM conserva 

gran homología. en la secuencia ele aminoácidos ele sus dominios 

funcionales, con otros Paramixovirus [Sunclqvist et al. 1991]. 
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La gllcoprotelna F de los paramixovirus realiza funciones 

esenciales en la penetración de la célula, pués logra la fusión de 

la envoltur& viral a .la porción externa de la membrana celular. 

También es ·expresada sobré la sup-erficie de la célula infectada, lo 

que permite que t~l célula fusione su membrana con la de In célula 

vecina no .infectadá, produciendo la formación de sincicios y la 

extensión de la infección en el área local. por este mecanismo de 

reclutamiento. ·La. proteína F se s.intet.iza en forma de dos 

precursores (Fl ¡-Fil ~nla~s por un puenté <lisulfuro para formar un 

heterodímero con.acti~idad biológi~a {Kingsbury 1990). 

El nnál is is de los genes para las ·proteínas HN [Sundqvist ¡9r11], M 

[Berg et al. 1991] y P [Berg et al. 1992] ha mostrado Ja estrecha 

relación existente entre el virus LPM y los virus del subgrupo JI 

de pararnixovirus: paroticlitis, virus símico 5 (SV5), Pélrainfluenza-

2 (PI-2) y PJ-4; encontrándose un porcentaje ele homología en 

secuencia ele nminojcidos alrecleclor del 40~ con estos virus y del 

30% con Yirus del sub,<?rupo J: Sendai, PI-!, PI-3 humano y PI-J 

bovino (Tab. 2) [Linné <'tal 1992]. Se han presentado evidencias 

ele que el ARNm ele la proteína P uel viru:; LP~f. involucrada en la 

replicación virc1l. sufre ur1 ¡)roccsamiento postra.nscripcional 

similar al ocurridL) en el \·iru::. dt.! In parotiditi~.;; humana; este 

procesamiento conduce tt la c:.:.presí611 diferencial ele prote.ínas P, V 

o e [Berg et al. 1992]. El significado biológico ele Ja expresión de 

las diferentes proteínns es desconocido. sir1 embargo esto indica 

que el virus LPM y el virus de In parotidilis son muy cercanos 
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Tabla 2. PORCENTAJE DE IDENTIDAD EN AMINOACIDOS DE LAS PROTEINAS 
HN, H y G DE LOS PARAMIXOVIRUS. 

VIRUS Mu V SV5 PI-2 PI-4 NDV sv PI-3 MV RSV 

LPMv 41 43 38 35 32 26 28 16 18 
Mu V 45 40 38 34 27 26 19 18 
SV5 46 39 35 27 27 23 22 
PI-2 37 33 25 28· 14 21 
PI-4 32 27 25 18 21 
NDV 27 27 15 23 
sv 48 20 22 
PI-3 20 18 
MV 15 

La identidad en secuencia de aminoácidos fué obtenida de 
Sundqvist et al. (1991) y de las referencias que ahí se 
mencionan. 



evolutivamente, y pud.ieran conservar similitud en ·sus mecanismos 

reguladores de la Fepl icac.ión [Linné 199'.!]. 

Al parecer, Ja -rcJac.ión genética del v.irus LPM. con virus de Jos 

géneros M~rbitli,virus'~ Pneumov.irus, es escasa,[Lfoné et al. 1992]. 

Con base en los':datos·:acumuladós, el virus LPM ha.sido clasificado 

como nuevo miembro de 1 género Paraniixovirus. Sin embargo, se ha 

propuesto recientemente que el virus LPM sea clasificado junto con 

los virus SVS, parotiditis, PI-i y PI~4. dentro de un nuevo género 

de la familia Paraniixoviridae, llamadóRubulavirus. 

Propiedades biológicas del virus LPM. 

El virus LPM se replica con facilidad en el citoplasma de cultivos 

primarios de células de rinón de cerdo. tiroides de bovino y en las 

líneas celulares PK-15, TC. Vero, CK. DEK. BHK-21 y ED [Moreno-

López et al. 1986]. También cree<: en la cavidad alantoidea de 

embriones de pollo de 6 días, provocando mortalidad del 503 de Jos 

embriones en un período de incubación de 72 horas [Stephano, Gay y 

Rnmírez 1988]. 

En cultivo primario de rinón y en células Vero, el efecto citopá-

tico producido por el virus LPM consiste casi exclusivamente en la 

formación de sincicios (Fig. 6). Sin embargo, en cultivos de 

células PK-15 el virus LPM produce vacuolación seguida por lisis 

celular y la formación ele sincicios es escasa (resultados Fig. 11). 

1 7 



•' 

FIG. 6. EFECTO CITOPATICO EN CELULAS VERO INFECTADAS CON VIRUS LPM. 

Cultivo de c€lulas Vero (riñón de mono verde africano) infectado 

con 1000 UFS del virus LPM. La formación de sincicios es muy 

abundante, llegando a formarse sincicios con más de 50 núcleos. 

Los cultivos de c€lulas vero infectados con virus LPM sufren poca 

lisis celular. 



El dafto cel~lar se empieza a observar en el segundo día 

post infección y se completa en el quinto día [Martínez et al. 

1985]. 

El virus LPM tiéne ~capacidad de aglutinar eritrocitos de una 

gran var.iedad --de> maíni,feros _Y, aves ,,t-ale.s como: carnero, oveja. 

cabra, vaca, 'caba1ló;- cerdo, gato, perro, cobayo, conejo, rata, 

ratón, hám:Úe!", polfo,_gafiina, pavo y humano de tipo A. B y o. 

Debido a-¡¡,_--- presenc-ia cie neuramin-idasa en su envoltura, también 

produce 1 is is, de los eritrocitos seftalndos [Moreno-López et al 

1986, Stephano, Gay y Ramírez 1988]. 

Inmunidad. 

Es escasa la inform:1ción gencracln en i·elación n la inmunidad en In 

enfermedad del ojo azul. Algunos datos, como In autolimitnción de 

Ja enfermedad en una zona ele brote. sugieren que Ja inmunidad es 

sólida [Stephano y Gay 1985). En animales convalescientcs de la 

enfermedad se pueden identificar títulos altos de anticuerpos por 

periodos prolongados [Hernández-.Júuregui et al. 1992]. 

No obstante la estrecha relación genética y estructural existente, 

el virus LPM no comparte determinantes antigénicos importantes con 

otros paramiXo\"irus, ya que los sueros hipcrinmunes contra PI-1, 

PI-'.?, PI-J, sarampión, parotiditis, virus sincicial respiratorio 
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humano y bovino y virus de lo enfermedad de Newcastle no 

reaccionaron con el virus LPM en pruebas de neutralizació-n, 

inmunoflourescencin, fijación del complemento,_ inmunodifusión doble 

(Fig. 7) e inhibición ele ln hemag!utinacióh [Martíne'z et al. 1985, 

Moreno-López et al. 1986]. Esto adquiere mayor importancia al 

conocer que sueros colectados desde 1972 pre~entaron t1tulos altos 

de anticuerpos contra el virus LPM. Est_ós·,•ctatos sugieren que el 

virus LPM ya se encontraba distribuLdo de'iitró de la población 

porcina mucho antes de identificar·s-e'--la- 'en-fermedacl del ojo azul 

[Rosales, Mart(nez y Correa 1988). 

Por el momento, no existe vacuna comercial contra la enfermedad del 

ojo azul, aunque se han desarrol laclo algunas vacunas que han 

mostrado buenos l't!SU l taclos en Ja prevención de: In enfermedad 

experimental [Reyes-Leyvn 1988. Hernández y Hernández 1990, 

Hernlindez-J<iurcgui et al. 1990, Hcrnlindez-.láurcgui et al. 1992). 

Receptores virales. 

El evento inicial en Ja infección viral es el reconocimiento ele 

células susceptibles, que poseen en su superficie moléculas que 

actónn como receptores virales. Ln unión del virus a su receptor es 

mediada por proteínas de adherencia viral [Tardieu, Epstein y 

Weiner 1982]. La interacción t'ntre las proteínas de adherencia 

viral y el receptor permite que el virus se introduzca a la célula, 
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FIG. 7. INMUNODIFUSION DOBLE CON SUERO ANTI VIRUS LPM. : 

a. Suero de un cerdo experimentalmente infectado con el 

virus LPM. b. suero de conejo hiperinmunizado con.el 

virus LPM. c. Suero de un cobayo hiperinmunizado con la 

cepa bovina del virus PI-3. ·i. Virus LPM. 2. Virus PI-3. 

No hubo rei¡lcci6n cruzada entre 2 y b·. En otros ensayos el 

virus LPH tampoco ha mostrado reacciones cruzadas contra 

los virus PI-1, PI-2, PI-3 humano, sarampi6n, parotiditis, 

VSR humano y bovino y NDV. Tomado de Moreno-L6pez et al. 
1986. 



este proceso puede realizarse por endocitosis o por_ fusión con la 

membrana celular (Fig. 8J [Sharpe y Fields 1985]. Muchos virus, 

como los picornavirus, utilizan una sola'prot-eína, VPl, para 

adherirse. y penetrar a su céi\I!a- blanco. si_ti- embargo, los virus 

comp 1 e jos pueden tener más de ufla::J)r~teÍ~:-"c\e adherencia en su 

superficie y reconocer distintas esJructiiras''celulares [Tardieu. 

Epstein y Weiner 1982]. Algunos: -';'.i'rus utilizan estrategias 

complejas para asegurar la - inrección; Por ejemplo, sí 1 a 

penetra:ción llo ·resulta, lbs'- pcü·,amiX()VLrus pueden separarse de las 

celulas después de neuramínico de sus 

receptores," utilizando una netiraminidaso, así el virus 

aparentemente reconoce a la célula que va a infectar [Roizman 

1 990]. 

Un gran número de moléculas celulares se han identificado como 

receptores virales. Entre ellas tenemos el receptor para factores 

del crecimiento epidermal que es utilizado por el virus vaccinia 

tipo 6 [Eppstcin el nl. !485). la molt·cula C'Jd de linfocitos 

humanos, es el receptor ele! virus Epslt:in-Darr [Fingeroth et al. 

1984) y el receptor para acetilcolina es utilizado por el virus ele 

la rabia [Lentz et al. 1982) 

Diversos virus reconocen co1no receptores prin1arios o secundarios a 

moléculas sacarídicas. Por <ejemplo, los virus varicela zoster y 

herpes simple utilizan para enlace inicial moléculas de heparán 

su! fato [WuDunn y Spcnr 1989), sin embargo, la unión más específica 
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FIG. 8. MECANISMOS DE INFECCION EN VIRUS CON ENVOLTURA. 

1. El primer evento de la infecci6n viral es el ··reconocimiento de recep­

tores celulares, esta reacci6n es reversible, "de tal forma que ·el virus 

puede separarse para buscar otra célula. 2. La afinidad entre las proteí­

nas de adherencia viral y los receptores refuerza la interacci6n inicial 

e induce la invaginaci6n.de la membrana celular. La penetraci6n a lacé­

lula puede seguir dos vías: 3. La ·fusi6n en la superficie celular, condu­

ce a la liberaci6n del genoma en el citoplasma,_ o 4. Se produce endocito­

sis del viri6n el cual queda incluído dentro de una vesícula; para que el 

genoma pueda ser liberado se requiere de un aporte de protones que incre­

mente la acidez de la vesícula para que se separe la nucleocápside viral, 
-~a ·infecci6n· puede ser productiva (5) , es 

decir, el genoma se replica y hay liberaci6n de viriones. 

se presenta infecci6n abortiva (6) en la cual la célula no permite la re-

plicaci6n viral. Tomado de Sharpe y Fields (1985). 



de estos virus· ocurre con otra estructura, el receptor para 

factores' del c·recimiento de fi.broblastos [Yayon et al. 1991]; Jos 

virus de inf_luenza tipo_ A y B; interactúan con iuoléculas del ácido 

N-ace ti hieura'mí rii Co, Y .ii~eden di s criminar. entre Jrio 1écu1 as si a 1i1 a­

das de acue'rdc'{a .sus ·cinlaces gl icosídicos [We_is et al. 1988); Jos 

virus )nfluen?a tipo e )' los coronavirus, parecen reconocer el 

enlance ti¡:i.o éster del ácido N-ace.til-9-0-aceti lneuramínico 
,- ,--.- .. ,., 

[Herrler-'eC-ái:1985-,'. Vlasak et al. 1988). En el citomegalovirus 

1nudn'o la' virulenCia parece est'ar directamente relacionada con el 

reconocimiento conjunto de ácido neuramfnico y N-acetilglucosamina 

[Ravindranath y Graves 1990]. 

La especificidad y afinidad de las proteínas de adherencia viral 

por el receptor en las células hlanco determina el tropismo tisular 

y el rango de hospedero de· un virus [Tardieu. Epstein y Wciner 

1982). La localización ele los receptores en sitios estratégicos. 

celulares o tisulnres, hn sido cleci.sivu en In evolución de cada 

familia virnl [Pastan yWillingham 198l]. La expresión ele posibles 

rect!ptores virales en una célula determina Ja susccptibi1iclnd a la 

infección, pero no implica que tal célula sea permisible a la 

replicación ele! \'irus. Así. <·l receptor paro poliovirus, JCA~1-J, se 

expresa en células del tracto gastrointestinal y en neuronas, 

lugares clonclc la replicación de estos virus es pcrmitida4 Sin 

embargo, en otras c6lulns que expresar1 ICAM-1 no hay ur1a infección 

productivo. esto implica que Jos poliovirus requieren algunos 

elementos celulares específicos que permitan su replicación 

[Rueckert 1990). 
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En algunos virus la especificiad por el receptor es controversia!, 

por ejenipl.o los paramixovirus reconocen como receptor moléculas 

ubicuas, que con.tienen ác.ido siíllico, y sin embargo el rango de 

hospedero de· cáda mie11ibro de esta familia vir-al ·es restringido 

[Kingsbury 

. . 
No obstante la cliyers.lc!acl de .receptores virales conocidos, la 

mayoría de eÍ.Íos soriglfcoprot"°ína.s, gLkolípictos o sialiloligo­

sacáridos. ias· porcciorie.s gl iC-anicas·cÍe un r~ceptor pueden actuar 

directamente como el sitio de :.unión '.:·para. las proteínas de 

adherencia viral, o actúan•. ~~rit"e'riier{cio una conformación adecuada 

del sitio receptor [Tavakkol y Burness 1990). 

Glicosilación. 

La glicosilación es una cualidad común de la mayoría de las 

rnembrnnas euca1·iciticas y proteínas de secreción. Las porciones 

glicánicns, de glicoproteínns )' glicolípidos, están presentes 

exclusivnrnente sobre 1 a superficie externa ele 1 a membrana 

plasmática y forman parte de Jos receptores par¿1 diversas hormonas, 

toxinas o bacteriu.s entre oLros. 

Los carbohidratos cstrin unidos poi· enlaces O- y N-glicosídicos a 

las proteínas ele la superficie celular y su biosintesis sigue la 

vía de glicosilnción general establecida para esta clase de 

compuestos. En el caso de estructuras N-glicosiladas dos fases 
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pueden ser distinguidas en la vía de glicosilación: 

l". El ensamble de un oJigosacárido precursor (Glc3Man9GJcNAc2 ), 

sobre el 'tra:isportador Do! icol pirofosfato (Dol-PP), el cual 

transfiere estos precursores~ las cadenas de poJipéptidos recién 

sintetizidas en el retículo endoplásmico (RE). 

2·. Una vez unido, el oligosacárfdo sufre una secuencia de 

r~riccioriej de separrición en las que intervienen principalmente las 

enzimas glucósid~sris r'~ II del RE y manosidasas I y 11 del aparato 

de GoJgi. La adición de residuos de N-ncctiJglucosamina, galnctosa, 

fucosa y ácido siálico catalizada por gJ icosi J transferasas 

específicas en el compartimiento trnns-GoJgi. completa el ensamble 

del complejo de oJigosncáridos (Fig. 9). Dependiendo del grado de 

procesamiento, una gran vnricdad de oligos:1crlri<los de tipo 

manosídicos y N-acetiJactosn1nínicos pueden ser observados en las 

superficies celulares (Fig. JO) [Kornfcld y Kornfcl<l 1985]. 

El uso de antibióticos inhibidorcs de la g1icosilación ha permitido 

estudiar el pn¡Jcl que juegnn Jos oligosncciridos de glicoproteínas 

virales y celulares clurnnte Jos procesos ele infección [Klenk 1990). 
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FIG. 9. VIA DE GLICOSILACION DE LOS N-GLICANOS. 

El proceso se inicia cuando el Dolicol pirofosfato (Dol-P) 
transfiere, al polipéptido recién sintetizado, un oligosacárido 
precursor formado por tres glucosas (triángulos), nueve manosas 
( círculos obscuros) y dos N-acet i lgl ucosaminas (cuadros). Es te 
oligosacárido sufre una serie de reacciones de separación en las 
que intervienen las enzimas glucosidasas I (1) y II (2) y a-1,2 
manosidasa (3) del retículo endoplásmico y las manosidasas I (6) y 
II (8) del aparato de Golgi. La adición de residuos N­
acetilglucosamina, fucosa (círculos claros), galactosa (estrellas) 
y ácido siálico (rombos) es realizada por glicosiltransferasas 
específicas (4,7,9-13). 
Cada tipo celular posee diferente actividad enzimática en relación 
a su vi a de g l i cos ilación, por lo que se puede observar gran 
variedad de estructuras oligosacarídicas en las superficies 
celulares [Kornfeld y Kornfeld 1985]. 
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FIG. 10. ESTRUCTURAS DE LOS PRINCIPALES OLIGOSACARIDOS PRESENTES EN 

LAS SUPERFICIES CELULARES. 

Dependiendo del grado de ·procesamiento que sufran las estructuras 

glicán icas en la vía de glicosilaci6n, éstas pueden expresar oligosa­

caridos de tipo complejo, con terminaciones de. ácido siálico (S.A.) y 

ramificaciones laterales de N-acetilglucosarnin·a (GlcNAc) y de fucosa 

(Fue); o pueden expresar moléculas con un gran contenido de rnanosa 

(Man). Algunos glicanos expresan moléculas híbridas con terminaciones 

en galactosa (Gal) o en manosa.con cadenas laterales de N-acetilgluco-

samina. Tornado de Kornfeld y Kornfeld 1985. 



JUSTICACION. 

El aislamiento e identificación de nuevos virus se real iza en 

individuos con signos clínicos que no se ajustan a las entidades 

patológicas conocidas. La propagación de algunos virus con gran 

actividad patogénica se determina cuando una epidemia está 

presente .. ·par:· lo .. tanto, es importante definir cuales son los 

factores .que .... irifluy.en.cp.ara c,que.· un virus aparentemente "inocuo", 

adquiera carácter patogériic6 y ~e manifieste como enfermedad. 

En nuestro laborator·ia, eri el Depto. de Bioquímica de la Fac. de 

Medicina, estamos interesados en estudiar las interacciones 

celulares mediadas por carbohidratos como el reconocimiento, la 

comunicación y Ja adhesión. En relación al paramixo\rirus porcino 

LPM. nos interesa reconocer la naturaleza quimicn de su receptor 

celular y determinar cón10 infltl~'C Jet presencia de esas estructuras 

en el comporlnmicnto patológico clcl vir·us. 

Las proteínas de adhcrencin virnl rccor1occ11 cst1·ucturas específi­

cas de In 1ncml1rnnn celulrir, cu3·;t distribució11 tisular puede influir 

sobre el tropismo tisular y el rango de hospedero del virus. De Ja 

misma manera. ln relación que guarde el receptor de un virus dado 

con el resto de Jos estructuras celulares puede alterar la 

capacidad de reconocimiento viro! y por lo tanto la susceptibilidad 

o resistencia n la infección. 

24 



OBJETIVOS. 

Definir la es~ecificidad de reconocimiento del paramixovirus 

porcino LPM por ·oligosacáridos celulares, determinar su 

porticipacióri en el proceso de infec¿ión y ~u influencia sobre el 

tropismo tisÚÍar·y. el rungo de hospedero del virus. 

HIPOTESIS 

El alto nivel de expresión. en la superficie celular. convierte a 

los oligosacñriclos en blanco ele las proteínas ele adherencia ele 

múltiples virus. La expresión ele oligosncáridos siolilados en 

líneas celulares o en tejidos porcinos determina In susceptibilidad 

o la infección por el pnromixovirus porcino LPM. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Reactivos.- Azdcares, glicósldos y glicoproteínas complejas, 

neuraminidasa de Vibrium cholerae, medio esencial ele mantenimiento 

ele Eagle (E'MEM), solución ele Hank, tinción de Giemsa, tinción de 

May-Grtinwald, suero fetal bovino. -lectinas- de Ca11alfalia e11sifor111is 

(Con A), Arachis hypogaea (PNA) y de Lens culinaris (LCA). 

isotiocianato de flouresceitia (FITCF·y de -rodamina (TRITC) fueron 

obtenidos ele Sigma. Chemicals, USK.- -Trlpsina dé páncreas bovino se 

obtuvo de Difco, Co. USA. Lectinas -de Maackia amurensis y de 

Sambucus nigra, tunicamicina¡ dcsoxi·nojirimicina y desoximanojiri­

micina se obtuvieron de Boehrlnger-Mannhein Biochemica, Alemania. 

Sialil(a2,3)!actosa, sialil(ct2,6)1actosa, ácido N-glicolilneuramí­

nico, gangliósiclo Gml, lgA, lgM e lgG séricas humanas, ele alta 

pureza, fueron amablemente donados por el Prof. Claude Micholsky ele 

la Universidad de Ciencias y Tec11ologíns de Lillc. Francia. Las 

hotc11as _v placns para microcullivo celular y los tubos para 

centrífuga fu(;ron obtenido~ llL: :<une. Din.:irn.:irca: las placns para 

microensayo ele hemaglutinac.ión fueron obtenidas de Falcan. USA; los 

tubos de crioprcservación y ¡1ara 1nicrofuga fueron de Nnlgene, USA. 

Células v Virus.- Eritrocitos de humano tipo Al. A2. By O, de 

carnero. cerdo, cobayo, conejo. rnta y pollo fueron mantenidos en 

solución ele Alsever hasta su uso. Los células ele riftón ele cerdo, 

PK-15, fueron cultivadas en botellas de 200 y 750 mL y se 

utilizaron para la multiplicación del virus. Las células ele riftón 
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de mono verde africano, Vero, fueron cultivadas en botellas de 50 

mL y se utilizaron en los 

infección. Ambas líneas 

ensayos de 

celulares 

infección y de inhibión de la 

fueron cu 1 ti vadas con E' MEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino. El .Paramix.ovirus 

porcino cepa LPM fué donado gentilmente por el Dr. -Joi:ge.:Moreno 

López de la Universidad de Uppsala, Suecia. El ".irus fué.replicado, 

a bnjo pasaje, en cultivos ele células PK-15,·con _E-'MEM .. su·plement·ado 

con 2% de suero fetal bovino. 

Purificación Viral.- El sobi·enadánte·dci-culti~os infectados fué 

clarificado por centrifugación ·a 3;200 rpm por 20 min y almacenado 

n -20ºC hasta su tiso .. El vifus:. contenido en los sobrenndantes fué 

precipitado con polietile'nglicol 6,000 (103 p/v), durante 4 ha 4ºC 

con agitación leve y se centrifugó a 3200 rpm 20 min. El botón se 

resuspendió en solución NTE (NaCl 150 mM, Tris-l!Cl 50 mM, EDTA l 

mM, pH 7.5) con un volumen equivalente al 5~ del volumen original. 

se congeló inmediatamente en N2 liquido y se mantuvo en congelación 

a -56ºC (35). El virus fu6 purificado por centrifugación en 

gradiente discontinuo ele sacarosa (2.5'.··:: y )O'.'"/,), l ha 100,000 x g. 

Después, se recupc1·6 ln interfase viral, se diluyó 1:10 y se 

centrifugó 4 11 mós a 100,000 gen Lln gradiente lincnl de sacarosa 

{10-60:~f). Al final, el Yirus se ohtuvn por sedimentación al través 

de una solucirin de sacnrosn ni JO~ ISundqvisl el al 1990] El virus 

se tituló por pruebns de h~mnglutinación (UA) y unidades 

formadoras de sincicios (UFS). J.n concentración ele proteína se 

determin6 por el método de Rradford. El grado de homogeneidad del 
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material purificado se analizó por el patrón electroforético en 

geles de poliacrilamida bajo condiciones reductoras siguiendo los 

procedimientos descritos por Lae111mli (1970). 

Determinación de Ja concentración de proteína. La concentración de 

proteínas se determinó siguiendo 

modificado para microvolúmenes. 

el método de 

Se real i ZÓ 

Bradford (1976) 

una curva de 

concentración de 0-10 ·µg/mL de una proteína conocida, albúmina 

sérica bovina (BSA~, en un volumen final de 100 µL por tubo. En un 

tubo aparte, se colocó un volumen de 40-60 ¡1L de la muestras ele! 

gradiente. Todas las diluciones se realizaron con agua destilada. 

A todos los tubos se les añadió 1 mL del reacti\·o ele Bradford (azul 

de Coomasie G-250 100 mg, etanol 95% 50 mL, ácido ortofosforico 85% 

p/v 100 mL, agua destilada c.b.p. 1000 mL). Se agitaron los tubos 

en vortex y se espernron 10 min, coloc1111clo los tubos en obscuridacl 

antes de leer en espectrofotómetro a 595 11111. 

Prepnrnción de suero hi_[l_~Li.n.Jnunc_.- Un anti.suero polivalente contra 

el parnmixov i rus LP:\1 fué preparado e11 -+ conejos por inuculación 

subcutiinea de lOO Jl2 de virus purificado. emuJsificaclo (v/v) en 

adyuvante completo de Freund. Esta dosis de virus fué aplicada 

nuevamente n tos JO dins con adyu\·::tnlc: incompleto ele Freund y Ju 

misma dosis viral sin adyuvante. se aplicó tres vec.:cs más en las 

siguientes J semanas. I.os conejos fueron sangrados 1 semana después 

de la último inoculación. El suero ruó separado por centrifugación 

y se le determinó el titulo de anticuerpos contra el virus LPM por 
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las técnicas ele EL ISA 

[Hernánclez-Jáuregui et 

e 

a 1. 

inhibición ele 

1992]. Los 

la hemaglutinación 

anticuerpos fueron 

precipitados utilizando sulfato ele amonio al 30% (p/v), se 

dializafon contra PBS, y se cliviclieron en al1cu6tas que se 

mantuvieron a -2o·c ~asta su bso [Huctson.y Hay 1989]. 

Estanclarlzacf~n del contenido viral para los ensayos biológicos. En 

la mayoría ele los ensayos se utilizaron como fuentes de virus Jos 

sobrenadont~s ele ~iferentes cbltivos de.células PK-15 infectadas 

con paramixovirus LPM. Los cultivos infectados fueron selecionndos 

entre el 3er y So día postinfección ele acuerdo a In presencia ele 

efecto citopático (vacuolización y lisis). Las células de Jos 

cultivos seleccionados fueron lisndos totalmente sometiónclolas J 

veces e choque térmico. Los sobrenndnntes se colectaron después ele 

clarificar por centrifugación a 3,200 rpm 20 min y se fi ltrnron por 

membrana 0.:22 Jtrn. se les c!L·termin6 In acti\yidad he1naglutinante y se 

les ajustó el titulo a 32 unidades hemoglutinantes (UHA) con 

eritrocitos de cnrnero. I~os sobrenaclantes filtrados se dividieron 

en alicuotas de 1 n1J y se al111acenaron a -·SGºC J1a~ta su uso. 
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f,nsayos de heJM.&lutinacióTL,,, 

Aglutinación de eritrocitos de diversas especies animales. 

La capacidad hemaglutinante del·:páramiic'oy·iru.s LPM se probó en 

placas de 96 pozos con f Ó'nclo en: U, 25 µL del vi rus LPM fue ron 

clilufclos serialmente con un·:ol~m~n:-1'~.u~l'cÍ~i?ÍÍs; después, 50 11L de 

eritrocitos ·a1 1% fueron ~ñ~di dq~ ·.a c¡·~~ ... pozo. 
,, .. :: ;_:.__;~: .. :. 

Se utilizaron 

eritrocitos de humano tipo Al, ·A2,- 'B -.Y O, ele carnero. cerdo. 
- .... --- . -- --

cobayo, conejo, iata y pollo. La ~e~~g!~~1n~~ión se determinó, por 

observación directa, después ele 90 ·miri de ·incubación a -l"C. El 

título fué reportado como el inverso de la última dilución del 

virus con actividad hemaglutinante [Osawa y Matsumoto 1972]. 

tfemaglutinación de eritrocitos tratados con c11zjma~.- Alicuotas de 

0.5 mL del paquete de eritrocitos ele humano y ele carnero fueron 

incubadas 30 mina J7ºC con ncuraminiclasa (0.1 U) o con tripsina 

(O.J mg). Después, los eritrocitos se lavaron tres veces con PBS a 

2000 rpm 5 min y se prepararon suspL!nsio11cs al 1~ en PBS. Los 

ensayos de hemaglutinacion se realizaron por la técnica de dilución 

seriada del virus LPM [Markwell. Fredman y Svennerholm 1984]. 

La especificidad por oligosnctlridos del virus LPM fué determinada 

comparando la capacidad inhibidorn de diversos azúcares, glicósidos 

y glicoproteínns sobre su activiclncl hemaglutinante. Diluciones 

dobles seriadas de cada compuesto se incubaron, h a 4"'C, en 
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presencia de 4 UHA del virus. Posteriormente, se agregaron 

eritrociitos d~ carnero en suspensión al 1% y se dejaron incubar 90 

min a 4•c [Osawa y Matsumoto 1972]. Los compuestos utilizados 

fueron .Jos s·iguientes: Q-manosa, metil-Q-manosa, ;Q-glucosa, N­

acetil-Q-gluc6samina, Q-galactosa, N-acetil-)2-galactosamina, ,k-

fucos a, .Q-x1 losa, t re ha losa, sacarosa, d(-) arabinosa. lactosa, 

lacto-N-tetraosa, heparán-sulfato, dextrán-sulfato, condroitín-

sulfato, ácido N-acetilneuramínico, ácido N-glicoliln"uramínico, 

glic~sido a-~etii-neuramfnico, glicósido 6-metilneuramínico, ricido 

colomínico, sialil(a2,J)l¡¡ctosa, sialil(ct2,6)1actosa. protaminu. 

albúmina sérica hovinn, mucina submaxilar bovina, mucina submaxilar 

ovina, mucina submaxilar ovina desializncla, fetuina bovina. fetuina 

bovinn dcsial izada, transferrina humana. gl icoprolcína ctl cicidn 

humana, glicoprotcína ctl ácida humana desializada. JgA sérica 

humana, IgA sérica humana desializada1 JgG sérica humana, IgM 

sérica humana, sialoglicoproteína (SGP) I. SGP !!, SGP III de rata, 

glicop&ptidos de estroma de eritrocitos de rato, glicopéptidos de 

estroma dt.! eritrocitos hunwnos. glicop6ptidos de mucina submaxilar 

bovina y mezcla de g,angJ iósidos conteniendo Gml, Gdlai Gds, Gts 

hovinos. Las concentraciones j11icinlcs utilizadas de cada compuesto 

fueron las siguientes: azücnres 0.2 M. glic6sidos 0.2 mM, 

glicoprotcfnas y gunglió~ldos 1 mg/mL y glicopéptidos 10 mg/ml. 

Purificación de la hemaglutinina viral. La purificación de la 

hemaglutinina, proteína Hl'I, del virus LPM se realizó de la 

siguiente manero. El virus contenido en sobrenadantes clarificados 
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de células infectadas fu¡ precipitado Con polietilenglicol 6000, en 

agita6ión durahte 4 h a 4"~ y centrifugado 20 min a 3200 rpm. El 

botón viral fué sometido a cho~ue t~rmico, pasando 5 veces de -56"C 

a +37"C •. Después de esto,· el virus fué centrifugado, a 100,000xg 4 

h, en un gradi~nte discontinuo de sacarosa de 50% y 253 ~n solución 

NTE .. Las fracciones del gradiente fueron separadas en muestras de 

mL, a las cual!'rn se les determinó concentración de proteína 

[Bradford 1976]~ actividad hemaglutinante [Osawa y Motsumoto 1972] 

y pérfil electroforético en geles de poliacri lamida (Luemml i 1970). 

La proteíria HN, obtenida por este procedimiento, fué utilizada en 

los ensay.os de inhibición de Ja hemaglut !nación para determinar su 

especificidad por oligosacáridos. 

Especificidad por oJigosacárirlos de J_q_JJ_q_magl-'LLJJ:!ina viral. 

La especificidad por oligosacáridos de Ja proteína HN del virus LPM 

fué determinada en ensayos ele inl1ibición do Jn hemaglutinación. 

Diluciones doble~ seriadas de cadn compuesto se incuhnron, 1 ha 

4"C, en presencin ele ·! lJH1\ de la proteína u:\ purificada. 

Postcriorrnentc. se agregaron c1·1trocitoR de carnero en suspensión 

al 1~ y se dejaron ir1ct1bar 90 mina 4uC [Osawa y Matsumoto 1972). 

Los compuestos utilizados fueron Jos mismos que se utilizaron para 

inhibir la actividad ele! \'irus LPM completo, incluyendo azúcares 

simples, glicósido8, glico]Jroteinas, glicopéptidos y gljcolípidos 

(gangliósidos). 
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Caracterizacióp fjsico-guímica_.tle la gr_otcína HN_ . 

. Efecto de la temperatura de incubación sobre la actividad de la 

proteína HNL La hemaglutinación se reallzó de acuerdo a la técnica 

de dilución seriada de la proteína HN inctlbando con eritrocitos de 

carnero al 13 a las siguientes temperaturás, 4•, 7•, :?Jº y 37ºC. 

Hemnglutinación en presencia d~ tationes divalentes. Se probó la 

actividad de la proteína HN con eritr~citos de carnero en presencia 

de soluciones de Cac1 2 , MnCI¡ o Mgso4• La hemaglutinación se llevo 

a cabo realizando diluciones de la proteína HN en presencia de 

concentraciones constantes (0.001-0.:?M) de cada compuesto. La 

hemaglutinación también se realizó con diluciones subaglutinantes 

de la proteína HN en presencia de concentraciones constantes ele 

cada solución. Como testigo se colocaron eritrocitos en presencia 

de las diluciones de cada compuesto. 

Estabi 1 idacl t~L.C_l!!.i_º_f!_de---1.l1_J~1teípa IIN._ Siete vinlcs con muestras 

semejantes de la proteína HN (32 UHA) se colocaron en las 

siguientes tcmperaturns 15" :?Jº. JOº. 40·, 56º, 65º y ss·c. se 

tomnron muestrns de los viales entre 15" y 56°C cada 5 min y de los 

viales a 65º y S5ºC cada min. Posteriormente. se realizó la 

uglutinación con eritrocitos de carnero, incubando 90 min a 4"c. 
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Peso molecular. El peso molecular relativo de la proteína HN fué 

determinado comparando su migración, en electroforesis en geles de 

pol iacri lamida, con la de proteínas de peso molecular conocido 

(Laemmli 1970). 

Ensavos cle=1J:t fecc i ón. 

Determinación ele las unidades formadoras de sincicios (UFS).- Los 

ensayos de infección (formación ele sincicios) se realizaron en 

placas ele microcultivo de 96 pozos. Los cultivos ele células Vero 

fueron separados con tripsina (0.25% en solución ele Hank sin MgH 

ni CaH), las células fueron lavadas con solución clc Hank tres 

veces, y resuspencliclas a 1x105 cels/ml en MEM sin ouero fetal 

bovino. La infección se realizó n temperatura anlbienlc por 10 n1in, 

en agitación ligera, con diluciones seriadas del virus LPM, 

después, se les agregó n1edio E'~IE~t y se incubltron a 37ºC. Pasadas 

72 hrs, las células fueron fijadas en etnnol nbsoluto y teñidas con 

los colorantes ele ~iay-Grünwalcl v de Gic1nsL1. l .. a determinación del 

número ele sincicios se realizó por observación al microscopio de 

luz. Una UFS fué clcfinicla como la maxima dilución ele virus LPM en 

In cual sólo se encontró un sincicio por pozo, cJe5put;s de 72 h de 

infección [Smi th 1974]. 
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1'inción de cultivos infectados. Las células infectadas fueron 

teftidas con el colorante de May-Grunwald y después cont~astadas con 

el colorante de Giemsa. El procedimiento fué; ele :siguiente: 72 h 

después de la infección, se les_ retiró ei! medio-¡¡ l.iis. células y se 

fijara~ con etano!'~bsoluto durante 10 min; Lás cél~las se secaron 

al aire y se _tifleron 5-10. min con colorante de May-Grunwald. 

Posteriorment'e se. -lavarcírt 2 veées.con PBS pH 7.2 y se contrastaron 

con coforant~ cf~ Óiemsa -éli luíéló- i :20 en agua destilada, durante 20 

min; Después 'tle-lavá"t rig-urdsaniente con agua destilada, las placas 

se secaron y se observaron al microscopio sin contraste de fases. 

Las fotografías de células- teftidas fueron tomadas usando rol los 

para impresiones en color Kodak 400 OC. 

Infección en células tratadas con enzimas.- Células Vero sembradas 

en placas de cultivo de 96 pozos, se dejaron crecer hasta alcanzar 

90% de confluencia. Las células fueron tratadas JO min con 

di luciones seriadas de neuraminidasa de \'. choler,1e (0.2-0.006 

U/mi) o ele tripsina pancre;ilica bovin" (6·10-10 11g/111IJ. D"spués ele 

esto,las células fueron lavadas tres \~eces con P13S para eliminar 

las enzimns. La ínfccci6n se realizó incubando las monocapas 

celulares con 100 lJFS/pozo del virus LP~!, en agitacion moderada 

clurnnte h n temperatt!rn nmhicnlc. Después. se les agregó medio 

MEM con 2% SFB y se incubnron a J7º e [Markwell. Fredman y 

Svennerholm 1984], pasndas 72 h, las células fueron fijadas y 

teftidas parn determinar lo formación de sincicios. 
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Efecto de azúcares sobre la formación de sinclcios. 100 UFS/pozo 

del virus LPM fu~ron fncubedas con diluciones seriadas de azúcares 

(concentración iriicia! 0.2M), durante l ha 4ºC, después de lo cual 

se agregaron 1x104 células Vero a cada pozo. Después de 72 h de 

incuhación a 37ºC las células fueron fijadas y teñidas para 

observar !á formación -de sincicios [Superti y Donelli 1991;. En 

estos ensayos se utilizaron los siguientes azúcares: D-manosa. L­

fucosa, D-ga!nctosa, D~glucosa, N-acetil-D-glucosamina. N-acetil­

D-galactosamina, ácido N-acetilneurarnínico, sialil!a2.J)lnctosn y 

sialil(a2,6)-lactosa. 

r n fecc i ón de cé l u 1 as Ve ro t 1:a ta das con anJ i b i éi,J_i __ C:Q_s _ _lnhJ_i~_i_do r_.:¿_~_ 

la glicosilación~ Células Vero en fase de crecimiento exponencial. 

cultivadas en placns de 96 pozos. fueron tratadas con diluciones 

seriadas (5-0.03 ¡tg/ml) ele los nnt ibil1t icos tunicamicina, 

desoxin1anojirimicinrl y clesoxinojirimicina. Pasadas 8 h de 

incul>nción n J7ºC. 1:1s célul:ts ft1cron infectadas con 100 UFS/¡Jozo 

de virus LPM. por 1 ha tcmpcrl1tt1rr1 nmhicnte en ngitnción ligera. 

Después, se les agregó mee! io "ID1 y se dejaron incubando a 37ºC por 

72 h [Sta! lcup y Fields 1981]. Una vez transcurrido este tiempo las 

células st: fijaron y se tiñeron para observar la formación de 

sincicios. 
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Ensa..)'.OS de Flo_l,lr'ªsce~ 

Conjugación -ele lectinas a fltiorocromos. Para la conjugación se 

utilizaron de 1 a 5 mg de proteína (lectina), los cuales fueron 

dializados, co.ntra nmol'.tiguaclor de car_bonutos 0.1 M pH 9.5, toda la 

noche a 4ºC. Para_ cácla mg de próteínu se aíiadieron 5 µL de una 

solución de ,isotiocianato de fluoresceína (ITCF) o de rodamina 

(ITCR) "én~:.dimet.il:n¡lfóxicló (100 _µg/mLJ. El fluorocromo se agregó 

lentumen~e y se agitó durante 2 h a temperatura ambiente. 

envolviendo los tubos en papel aluminio para evitar el contacto con 

la luz. Después de esto, se dializó contra PBS pll 7.2, toda la 

noche. Al otro día, se obtuvo el conjugado dializado y se separó en 

alícuotas de 20 11L, las cuales se almacenaron a -20ºC hasta su uso 

[Hudson y Hay 1989]. 

Fluorescencia en células Vero tratadas con antibióticos inhibidores 

de la nt ico_,<;_i_~~->'j_Q_r!_._ En experime;¡tos paralelos a los de inhibición 

de ln glicosil:lción, !ns células Vero fueron cultivadas sobre 

cubreobjetos tlcntro ele caja~· de l'ctri y fueron tratadas con Jos 

antibióticos: TU:\ (0.6 ¡ig/mL) D:-.'M (2.5 ¡ig/mL) y DMM (2.5 µg/mL). 

Después de 8 h de incubación a 37"C, los cubreobjetos fueron 

retirados, lavados J veces ele 3 min e/u con PBS, y fijados 5 mina 

temperatura ambiente con acetona al 20'.~ en PBS-BSA (0.02%). Las 

células fijadas se incubaron 30 n\in a 37ºC en cá1nara htlmedn, con 

las diferentes lectinas conjugadas a ITCF o ITCR. Las celulas se 
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lavaron rigurosamen~e con PBS-BSA-Tween 20 (0.0013) para eliminar 

el exceso de conjugado. Los cubreobjetos se montaron sobre 

portaobjetos con 

esmalte [Rockborn, 

glicerol-diaminobenzidina y se sellaron con 

Klingeborn y .runti 1990];. Lás células fueron 

observadas en microscopio de emisión de luz ultravioleta para 

fluorescencia IMT-20 (Olympus). 

Fluorescencia en células Vero tratadas enzimas. En experimentos 

pliral€dos a los ele infecc-ión ele células tratadas con enzimas, las 

células Vero fueron sembradas sobre cubreobjetos dentro de cajas de 

Petri y al-alcanzar 90% el~ confluencia fueron fijadas con acetona 

en PBS-BSA. Posteriormente, Las células fueron tratadas con 

neuraminidasa (0.1 U/mL) o tripsina (O. l mg/mL) JO min a J7·c, 

después de esto, se lavaron 3 veces con PBS-BSA y se incubaron 30 

min a 37ºC con Jas diferentes Jectinas conjugndus a fluorocromos. 

De aquí en adelante se siguió el procedimiento descrito 

anteriormente. 

Cortes ele tejidos porcinos. ~1uestras de tejido respiratorio, 

nervioso, clig~stivo y linfático fueron obtenidas ele 2 cerdos de 1 

día de eclact~ clínicamente sanos, proceclentes de granjas situadas en 

zonas 1 ibres ele la enfermedad de 1 ojo azul. Los animales fueron 

sacrificados por choque eléctrico y sus tejidos fueron obtenidos 
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in~ediatamenie después de la muerte. Las muestra& fueron colocadas 

en congelación hasta ~er procesadas. Los cortes de 5 µm de espesor 

de los tejidos f~eron o~ienldos en criotomo con el compuesto Tissue 

Tek OCT II en Freón 'derret,ido. Los cortes colocados sobre 

portaobjetos fueron conservadós en congelación a -20º e hasta su 

uso [Laitinen 198~]. 

Fluorescencia directa en tejidos porcinos. Los cortes de tejidos 

fueron incubados 30 min a J7ºC en cámara hdmeda con las diferentes 

lectinas conjugadas a fluorocromos. Pasado este tiempo, los cortes 

fueron lavados rigurosamente con PRS-BSA-Tween 20, se les colocó 

una gola de gllcerol-diamlnobenzidina y se cubrieron con 

cubreobjetos, los cuales se sellaron con esmalte. Luego se 

observaron ;11 1nicroscopio ele Juz ultravioleta, parn determinar la 

unión de cuda lectina a los diferentes tejidos [Nag 1985, Laitinen 

1987]. En las fotografíns de fluorescencia se usaron rollos para 

impresión en blanco y negro Kodnk super xlOO. 

Fluorescencin en con enzimas. En 

experimentos pnrnlclos, los tejidos fueron tratados 30 mina 37ºC 

con ncurRminidnsn (0.J U/mL) o con tripc.ina (O.! mg/mL) y, después 

de la\•arlos 3 \•eces con PBS, fueron incubados con las lcctinas 

conjugadas tL fluoroc1·01nos, co1110 se mencionó anteriormente. 

39 



RESULTADOS. 

Caracterización físico-química v biológica del virus LPM. 

El pnramixovirus porcino, cepa LPM, utilizado en este estudio fué 

obtenido del Departamento de Virología Veterinaria del Biomedical 

Center, Upps~ala Suecia; donde fué caracterizado originalmente. El 

virus LPM es resistente a la actinomicina D, se inactiva con 

solventes orgánicos, 

neuraminidasa, hemolítica 

posee actividride~ hcmaglulinanle, 

y formadora de sincicios en cultivo 

celular; es pJeomórfico y posee una nucleocápside helicoidal de ARN 

dentro ele una envoltura lipoprotéica [Moreno-López et nl.1986]. 

El virus LPM fué multiplicado en células ele riHón ele cerdo, PK-15, 

en las que produjo un efecto citopático consistente en vacuolnción 

y lisis (Fig. JI). El virus de los sobrcnacluntcs ele células PK-15 

infectadas fué concentrado por precipitación y purificado en 

gradientes de sacarosa. El virus purificado mostró un perfil 

electroforético formado por 5 o b proteínas IFig. 12). 

La actividad \•ira! durante la purificación fué determinada por 

hemaglutinación, 100 mi. de sobrenadante mostraron un título de 

1.280 llHi\/mL, el virus conc~ntradu (2 mL) mostró un título de 

40,960 UHA/mL (64'7' de recuperación) y el virus purificado (4 mL) 

presentó un título de 5.l~O UHA/mL 116% de recuperación) (Tab. 3). 
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FIGURA 11. EFECTO CITOPATICO EN CELULAS PK-15. 
Cultivo de células PK-15 (riñ6n de cerdo) infectadas con 

virus LPM 1000 UFS/10 5cels. En esta linea celular el virus 

no produce sincicios bien definidos, por el contrario el 

efecto citopstico consiste en vacuolaci6n y desprendimien­

to celular, seguidas por lisis del monoestrato. 

Compárese esta imagen con la de la figura 6, obtenida con 

la misma dosis y volumen celular pero con células Vero, en 

nuestro laboratorio. 



1 2 3 

• 
FIG. 12. PERFIL ELECTROFORETICO DEL VIRUS LPM. 

Los SC·brenadantes de células PK-15 infectadas 

con virus LPM fueron colectados, clarificados 

y precipitados con PEG. El virus fué purificado 

por centrífugaci6n en gradientes-de sacarosa y 

las fracciones fueron sometidas a ·-electrofore­

sis en geles de poliacrilamida en condiciones 

reductoras (sos-PAGE, Laemrnli 1970). Se utilizó 

acrilamida al 10% y los geles se tiñeron con 

nitrato de plata. l. Sobrenadante precipitado 

con peg. 2. fracción 18 (aprox 35%' sacarosa) 

del primer gradiente. 2. Virus LPM obtenido 

después de la segunda centrifugación (ver mate­

rial y métdos). 



Tabla 3a. Recuperación de la actividad hernaglutinante 
durante la concentración y la purificación del virus LPM. 

HA UHA/rnL UHA/vol total Actividad 
recuperada 

Soºrenadante 32 1,280 128,000/100 rnL 
Predpi tado 2,048 40,960 81, 920/2 rnL 643 
Purificado 128 5' 120 20,480/4 rnL 163 

Tabla 3b. Recuperación de la actividad hernaglutinante 
durante la concentración y la purificación de la proteína HN. 

HA UHA/rnL UHA/vol total Actividad 
recuperada 

Sobrenadan te 32 1,280 32,000/25 mL 
Precipitado 256 10,240 25,600/2.5 mL 803 
Purificado 64 2,560 10,240/4 mL 323 



Ensnvos ele HemillLJutinnci_6n l!lA_L" 

Hemnglutinnci6n ele eritrocitos de diferentes especies animales. La 

actividncl del virus LPM se i cien ti f i có en ensayos ele HA con 

eritrocitos ele diversa• especies animales, ele acuerdo a la técnica 
' . 

de dilución seriada:.'il título de HA se expresó comO el inverso de 

la dilución má~ ilta del virus en la que se observó aglutinación 

completa de Id~ ~ritjocitos. El virus LPM aglutinó eritrocitos de 

diversas especies incl~jendo humano tipo Al, A2, By o, ele cerdo, 

carnero, rata, conejo, cobayo y pollo; Lo~ títulos de HA quedaron 

comprendidos entre 8 (cobayo) y 64 (conejo, pollo y humano A2). Los 

diferentes títulos de HA obtenidos no tuvieron una relación directa 

con el clerivaclo ele ácido neuramínico (ácido siálico) que presenta 

cnda tipo de eritrocitos (Tnblo 4J. 

Hemaclutinaci6n tje eritrpcitos tratados con enzi1nas. La IiA ta1nbién 

se real izó cnn eritrocitos trntaclos con llts enzimas neura1ninidasa. 

tripsina o con tripsinn seguicln por neuraminidasu. Cuando lo~ 

eritrocitos fueron tratados con neuraminiclasa la actividad 

t1e1nagluti11nnte se nl>olió en nlgunos casos, p.c. de 64 a O UHA en 

eritrocitos humanos A2 y en otros casos se redujo notablemente, 

P·''· de J2 a 4 Ullt\ en eritrocitos de carnero y humanos Al. Sin 

embargo, ~uando las células se trataron con tripsina hubo un ligero 

incremento en ln actividad aglutinante del virus, de 32 a 64 UHA en 

eritrocitos de cnrnero y humanos Al y de 16 o J2 UHA en eritrocitos 

humanos tipo B; no obstante, cuando las células tratadas con 
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Tabla 4 ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DEL PARAMIXOVIRUS LPM 

Eritrocitos Grupo Acetilo Principal titulo HA
2 

Humano A1 N 32 
Humano A2 N 64 
Humano B N 16 
Humano O N 16 
Cerdo N3 32 
Carnero N 32 
Rata (Wlstar) o 32 
Conejo o 64 
Cobayo o 8 
Pollo N 64 

1. Tomado de Schauer (1982). 2. El titulo es reportado como el inverso de la 

última dilución con actividad HA. 3. Los eritrocitos de cerdo contienen ácido 

N-gllcolllneuram!nlco. 



tripsinn fueron además tratadas con neuraminidasa, la actiYidad 

hemnglutinante desépareció en todos los casos (Tabla 5). 

]::specificidad por ol igosacáridos del Yirus LPM. Con el fin de 

determinar la especificidad de reconocimiento del Yirus LPM, se 

realizaron ensayos de inhibiéión de la actiYidad aglutinante 

utilizando azucares, g!:lcósidos, glic-oproteínas, glicopeptidos y 

glicolípidos. Para esfo, 4 UHA del Yirus fueron incubadas con 

di luciones seriadas de cada estructura, antes de real izar la 

aglutinación de eritróc_itos humanos tipo A2. Los resultados se 

expresan como In concentración molar de cada estructura capaz de 

inhibir la actividad hemnglutinante viral. De todos los compuestos 

estudiados, In actividad viral fué inhibida sólo con estructuras 

que contienen dcido siálico tales como ácido N-acetilneuran1íi1ico 

(NcuAc), ácido N-glicolilneuramínico (NcuGc) y los anómcros a del 

ácido ~.iálico, c\cido colomínico (poli NcuAc(a2.S)Neu.-\c) y el 

glicrisido ct-meti lneuraminico. L ns estructuras 

si a 1 i 1 ( rt 2 , 3 ) 1 actos amín i e as : NeuAclu2,J)Gal(f31,4)GlcNAc y 

NeuAc(a2.J)Gal(f3J,3)Glc'.':\c inhibieron cuatro \"Cces mi.is la HA que el 

ácido neu1·aminico libre. Ln acti\·idad \·iral no fué inhibida con 

siaJil(a2,6)1actosa (~cuAclu2.6)Gall~l.~)-GlcNAcl ni con e 1 

glicósldo f3-mct i lncuraminico (Tnbln 6). Entre los carbohidratos que 

no inhibieron Ja actividad viral , tenemos monosacáriclos, 

disacáridos y polisacáridos sulfatados (Tabla 7). 



Tabla 5. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DEL VIRUS 

LPM EN ERITROCITOS TRATADOS CON ENZIMAS 

Eritrocitos 

Humano A1 
Humano A2 
Humano B 
Humano O 
Carnero 

NT 

32 
64 
16 
16 
32 

NANasa 

4 
NA 
2 

NA 
4 

TRIP 

64 
64 
32 
16 
64 

T+N 

4 
NA 
NA 
NA 
NA 

El paquete de eritrocitos fué tratado con 0.1 U de Neuraminidasa de 

V. cholerae (NANasal o con 0.1 mg de Trlpslna (TRIP). Los eritrocitos 

tratados con trlpslna fueron ademAs tratados con Neuraminldasa (T•N). 

NT Eritrocitos No Tratados. NA No Aglutinaron. 



T-6 Efecto de oligosacáridos sobre la actividad 
hemaglutinante del paramixovirus porcino LPM 

Compuesto Conc.µM 1 F, I. i 

ac. N-acetilneuramínico 120 
ac. N-glicolilneuramínico 120 
glfcósido a-metilneuramínico 120 
glicósido B-metilneuramínico NI 
ac. colomínico * 120 

NeuAc(a2,3)Gal(Bl,4)GlcNAc ** 30 4 
NeuAc(a2,6)Gal(Bl,4)GlcNAc ** NI 
NeuAc(a2,3)Gal(Bl,3)GlcNAc ** 30 4 
Gal(Bl,4)GlcNAc NI 

l. Concentración m1n1ma para inhibir 4 UHA del 
virus LPM en ensayos de HA con eritrocitos humanos 
A2. NI no inhibidor a 100 mM para azúcares simples 
y 200 µM para glicósidos. 2. Factor de inhibición 
obtenido en relación a la concentración de NeuAc. 
* ácido colomínico de E.coli (Poli NeuAc(2,8)NeuAc) 
su peso molecular es desconocido, su valor corresponde 
a µg/mL. ** Las estructuras sialilactosamínicas, 
contienen unidades disacarídicas de tipo 1 (Dl,3) o 
de tipo 2 (Dl,4), 



Tabla 7. CARBOHJDRATOS NO INHIBIDORES DE LA 
HEMAGLUTINACION INDUCIDA POR EL VIRUS LPM. 

D-glucosa 
N-acetil-n-glucosamina 
~-galactosa 
N-acetil-n-galactosamina 
D-manosa 
met i 1-D-manosa 
L-fucosa 
D-xi losa 
d(-)arabinosa 
trehalosa 
sacarosa 
lactosa 
lacto-N-tetraosa 
heparán-sul fato 
dextrán-sulfato 
condroitín-sulfato 

4 UHA del virus LPM fueron incubadas con diluciones de 
los diversos azúcares, 1 h 4ºC, después se agregaron los 
eritrocitos y se determinó la hemaglutinación o su 
inhibición después de 1 h de incubación. Los azúcares no 
inhibieron a una concentración 100 mM y los glicósidos 
a 200 µM. 



Las glicopr~teinas con actividad inhibidora incluyeron a la 

gl icoproteína ácida a.-1 humana (orosomucoide) i a la .IgA sérica 

humana y a la SGP II ele rata. estas 

glicoproteinas con neuraminidasa eliminó completainente su actividad 

inhibidora (Tabla Sf. Algunas de las estructuras que no inhibieron 

la actividad viral contienen moléculas laterales ·ae ácido siál ico, 

p.e. mucina submaxilar bovina. Las ·cadenas laterales de 

o l i gosacár idos que constituyen cada' una de l ns g 1 i copro t cd nas 

utilizadas en este estudio son mostradas en la figura 13. 

Purificación de la hemagJutinina viral. El virus contenido en 25 mL 

de sobrenadante de células PK-15 infectadas (1,280 UHA/mL) fué 

concentrado y resuspendiclo en 2.5 mL de PBS (10,240 UHA/mL, 80~ de 

recuperación). Posterionnente. el virus fué sometido a choque 

térmico y su h0mnglutinina {proteína HN.l fue separada en gradiente 

ele sacarosa. En lns fracciones 16 a 19 del gradiente {concentración 

aproximada de sacarosa del JO;'~), se obtuvo una banda que presentó 

unn Rctivi<1Ad hemaglutinzLr1te ele 2560 UHA/111L (recuperación del 32% 

de la actividad totnl) con eritrocitos de carnero {Fig. 14). 

Especjfici.dnd por o\ir!osacfiridos de la proteina HN. Para detenninar 

sj la especificidad rle reconocimiento de In proteína HN era la 

misma que la ele! virus LPM completo, los ensayos de inhibición de 

la hemaglutinación se realizaron con los mismos compuestos 

utilizados para inhibir la actividad viro!. Paro esto, 4 UHA de la 

proteína HN fueron incubadas con diluciones seriadas de cada 
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T-8 EFECTO DE GLICOPROTEINAS SOBRE LA ACTIVIDAD 
HEMAGLUTINANTE DEL PARAMIXOVIRUS PORCINO LPM. 

Compuesto Conc.µM l. F. 

Glicoproteína a-1 ácida humana 
Glicoproteína a-1 ácida humana desializada 
Inmunoglobulina A sérica humana 
Inmunoglobulina A sérica humana dcsializada 
Inmunoglobulina G sérica human 
Inmunoglobulina M sérica human 
Protamina 
Albúmina sérica bovina 
Mucina submaxilar bovina 
Mucina submaxilar ovina 
Mucina submaxilar ovina desializada 
Fetuína bovina 
Fe~uína bovina desializada 
Transferrina humana 
Sialoglicoproteína I de rata 
Sialoglicoproteína II de rata 
Sialoglicoproteína III de rata 
Glicopéptidos de eritrocito de rata 
Glicopéptidos de eritrocito humanos 
Glicopéptidos de mucina submaxilar bovina 
Mezcla de gangliósidos * 

0.1 1200 
NI 

0.025 4800 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 

250 0.5 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 

1. Concentración mínima para inhibir 4 UHA del virus LPM en 
ensayos de HA con eritrocitos humanos A2. NI no inhibidor a 200 
µM para glicoproteínas y glicopéptidos. 2. Factor de inhibición 
obtenido en relación a la concentración de NeuAc (Tabla 6) 
*La mezcla de gangliósidos contenía 21% de Gml, 40% de Gdla, 16% 
de Gds y 19% de Gts. 

* 
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HeUAc. (a2-6) Gal.(81-~) Glct~c.-t 61_:-2) Kan ~a.1.~-~ \ • 

. kon(61-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N) 1 
NaUAc(o.2-6)Cal(Bl-4)ClcNAc!Bl-2)Ho.n(C11-6/t é ¡ 

~I ¡1 :!.' 

NeUAc (a2-6)Gal lBl-4)GlcNAc (61-2)twl(al-3\ . 
. GlcNAc(61-4)---,HAn(Bl-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc<Bl-N¡ 2 

N•UAc(o.2-6)Cal(61-4)GlcNAc(61-2)HanlC11-6) 1 (Cll-6 ) 
Fue 

N•UAC (o.2-6) Gal(Bl-4)GlcNAC (Bl-2) Han (Cll-l) . 

NcUAc (o.2-6) Gal (Bl-4) GlcNAc(61-2\ . ~HAn (61-4)GlcNAc (Bl-4)GlcNAc (61-N)Asn 3 
Man (al-6) 

NeUAc (0.2-J) Gal (81-4) GlcNAc (61-6/ 

NeUAc(a.2-J or 6JC4.l(Bl-4)GlcNAc(61-4) 
. \i.:i..-:.(c.l .,, 

NoUAc (a2-3 or 6) Ga.l (Bl-4)GlcNAc ca1-2>' "''\an CB1-4)Glc:NAc (81-4)GlcNAc (61-N)Aln 

NoUAc(Q2-3 or 6)G4l(61-4)GlcNAc(131-2;\ / 4 
Han(a.1-6) 
I 

NeUAc(a.2-3 or 6)Gal(Bl-4)ClcNAc(81-6) 

KAn(Ul-J) 

KAnlal-J\. "H4nlB1-4)Clc::IAc 1P 1-4Jclc:NAc(tl. 1-NJAsn 

K&n{Ol-6)/ 
5 

I 
. Msn(a.l-6) 

Cd!Bl-l\ 

CAl.W.C (Cll-J) su or nu: 
7 

llaUAc(02-6{ 

FIG. 13. ESTRUCTURA DE LOS OLIGOSACARlDOS PRESENTES EN 
ALGUNAS DE LAS GLICOPROTEINAS UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO. 

Los esquemas representan Ja secuencia de azúcares que componen Jos 
oligosacáridos lnlcrnJes de Jns siguientes glicoprotcínas: 
1. transferrina s6rica humana, 2. IgG humnnn, 3. transferrina 
s6rica humnnn, 4. gJicoproteína ácida a-1 séricn humana, 5. IgM 
humana, 6 .. gJicoforina humana, fctu!nn e IgA séricn humana, 7. 
mucinns submaxilares, 8. gJicoforina humana y fctuínn. 
Tomado de MontrcuiJ 1984'. Glc, O-glucosa; Gal, D-gnlnctosn; Mnn, 
mnnoS:a, Fue, L-fucosn; GlcNAc, N-nccti lglucosaminn¡ GalNAc, N­
ncctilgnlactosnminn; NcuAc, ácido N-ncctiJncuramfnico. 
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Fig. 14 PURIFICACION DE LA PROTEINA HN · 
DEL VIRUS LPM EN GRADIENTE DE SACAROSA. 
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4 7 10 13 16 19 22 

fracciones 

Título HA 

25 28 31 

- Conc. de Proteína - Actividad viral HA 

64 

48 

32 

Una muestra de sobrenadante (Sn) de células PK-15 infec­

tadas con virus LPM, fué clarificada a 3,200 rpm 20 min, 

el virus del sn fué precipitado con PEG 6000 4 h a 4°C y 

después de centrifugarlo 20 min a 3,200 rpm, el bot6n 

formado fué lisado por choque térmico y después fué cen­

trifugado en gradiente discontinuo de sacarosa (25% y 50%) 

a 100,000xg durante 4 h a 4ºC. A cada fracci6n se le de­

termin6 actividad hemaglutinante, con eritrocitos de carner·o 

(HA) y coricentraci6n de proteína (Bradford) y posterior­

mente se sometieron a electroforesis en geles de poliacrila­

mida (7.5%). En las fracciones 3-5 quedaron los restos del 

virus, en las fracciones 16-19 qued6 la proteína HN y en el 

fondo qued6 unJrnezcla de proteínas, virus y PEG. 
/ 



estructura, antes de real jzar Ja aglutinación de eritrocitos 

humanos tipo A2. En forma similar a Jo observado con el virus 

completo, Ja acti\ridacl de la proteína HN fué inhibida sólo con 

estructuras que contenlan .icid6 si.ilfco y los anómetos a del ácido 

siálico, tale~ como NeuAc, NeuGc, poli NeuAc(aJ;.s)NeuAc, glicósido 

a-metilneuramínico, sialil.(a2,J)lactosa y con .las glicoproteínas 

IgA, orosomucoide y SGP 11 de rata- (Tabla 9) ;·:-La-· actividad de la 

proteína HN no fué inhibida con anómeros- J3 del. cácido si.ilico, 

sialil(a'.?,6)lactosa, glicoproteínas désializadas IgA y 

orosomucoide, ni con los demás compuestos que no inhibieron la 

actividad viral (Tabla 7 y SJ. 

_Efecto de l;-1 t _ _glnPert!...lJLf..iL___.J}_~ incubación sobre la nctividad de la 

QJ:_Q...tef.n_L H~. Pnru determinar las ccinclicioncs óptini.:i.s para la 

actividad de la proteína H~J. la llL!maglutinación se realizó a 

diferentes temperaturas. Como é;e observa en la tabla Job, la 

proteína HN aglutinó los eritrocitos a diferentes ternperaturas de 

incubación, sin obscrvnrsc diferencias en el titulo. A 4" y 7"C la 

HA se mantuvo presente hasta IS h despu6s de iniciado el 

experimento. A temperatura ambiente (2J"C) se observo que el 

proceso de ¡tglutinnci6n inducido por In p1·oteína HN se revierte; a 

las 3 h inició el proceso de separación y finalizó a las 5 h 30 

min. A J7ºC la hemaglutinacicin se revierte rapidamente finalizando 



T-9 INHIBICION DE LA ACTIVIDAIÍ.:HEMAGLUTINANTE DE 
LA PROTEINA· HN DEL PARAMIXO.VIRUS PORCINO LPM. 

Compuesto Conc.µM 1 F.J. 2 

ac. N-acetilneuramínico 
ac. i-glicolilneuramínico 
glicÓsido a-metilneuramínico 
glicósido n-metilneuramínico 
poli NeuAc(2,8)NeuAc * 
NeuAc(a2,3)Gal(Bl,4)GlcNAc ** 
NeuAc(a2,6)Gal(Bl,4)GlcNAc ** 
NeuAc(a2,3)Gal(Bl,3)GlcNAc ** 
Gal(nl,4)GlcNAc 

Glicoproteína a-1 ácida humana 
Glicoproteína a-1 ácida humana dcsializada 
Inmunoglobulina A sérica humana 
Inmunoglobulina A sérica human desializada 
Inmunoglobulina G sérica human 
Inmunoglobulina M sérica human 
Sialoglicoproteína II de rata 

60 
60 
60 
NI 

120 o. 5 

15 4 
NI 
15 4 
NI 

0.24 
NI 

0.015 
.NI 
NI 
NI 

100 

250 

4000 

0.6 

l. Concentración m1n1ma para inhibir 4 UHA de la proteína HN del 
virus LPM en ensayos de HA con eritrocitos humanos A2. NI. no 
inhibidor a 100 mM para azúcares y 200 µM para glicósidos y 
glicoproteínas 2. Factor de inhibición obtenido en relación a la 
concentración de NeuAc. * ácido colomínico su valor corresponde 
a µg/mL. ** Estructuras sialilactosamínicas. 



Tabla lOa. ACTIVIDAD DEL VIRUS LPM A 
DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACION. 

Tí tu 1 o HA Tiempo de Tiempo de Temperatura 
·c e lución 1 Hemólisis 

4 
7 

23 
37 

32 
32 
32 

** 

- * 
- * 5:30 

- * - * h 8 h 
< 1 h 

Diluciones seriadas del virus LPM fueron incubadas a diferentes 
temperaturas con eritrocitos de carnero. l. Corresponde al tiempo 
que· tardan los eritrocitos en separarse después de ser 
aglutinados.* No se presentó elución ni hemólisis de los 
eritrocitos, aunque las placas se conservaron durante 18 h. 
**No se observó hemaglutinación; la hemólisis se presentó antes 
de concluída una hora de incubación. 

Tabla ÍOb. ACTIVIDAD DE LA PROTEINA HN A 
DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACION. 

Temperatura 
• c 

4 
7 

23 
37 

Título HA 

32 
32 
32 

** 

Tiempo de 
e lución 

- * 
- * 

5:30 h 

Diluciones seriadas de la proteína HN del virus LPM fueron 
incubadas a diferentes temperaturas con eritrocitos de carnero. 
l. Corresponde al tiempo que tardan los eritrocitos en separarse 
después de ser aglutinados. *No se presentó e lución, aunque las 
placas se conservaron durante 18 h. ** No se observó 
hemaglutinación una hora después de iniciada la incubación. 



h después de iniciada la incubación. En el virus LPM completo 

también se obse·rva este proceso de e!ución ele los eritrocitos, 

presentándose además hemólisis cuando los ensayos se realizan a 

temperatu.ra .ambiente o a 37ºC (Tabla lOaJ. 

HemaglutinacÍón. en presencia de cationes divalentes. Para 

determinar si ·1a ·proteína HN requiere iones para estabilizar su 

unión a las células se reallzaron las pruebas ele HA en presencia de 

soluciones ·de CaClp MnC1 2 y Mgcl 2 . A las concentraciones 

utilizadas, 0.2· a 0.001 M, ninguna de estas soluciones alteró 

(aumentan~o 6 disminuyendo) el proceso de HA; tampoco alteraron In 

formación del botón ele seclimentación ele los eritrocitos sin la 

proteína HN en los ensayos controles \Fig. 15). 

Estabi liclacl térmica ele In proteina HN. Pnra identificar el efecto 

de ln tcmpernturn en ln actividad de la ¡Jrotcína, varias n1uestras 

de la proteína HN fueron inculJnclas n diversas te1nperaturas antes de 

rcaliznr la hemagluLinaciún. Como se 11\UCStl~a en la figurn 16. la 

proteína H~ mantiene constante:: su acti\~idacl a 15º. JJº y JOºC. Un 

ligero descenso c11 su :1ctividncl se olJservó después de 20 1nin a 40º 

c. Sin embargo, la protL·Ína J[~ perdió completamente su actividad al 

incubarla 35 min a S6°C, 10 min a 65"C y 2 mina ss·c. 
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Fig. 15. ACTIVIDAD DE LA PROTEINA HN EN 
PRESENCIA DE CATIONES DIVALENTES 

Tl!Ulo HA 

5 

VIRUS + CaCl2 

-G-- GRC + CaCl2 

conc. protelna 11g/mL 

-+- VIRUS+ MnCl2 VIRUS + MgCl2 

--><-- VIRUS -- GRC 

Los ensayos de hemaglutinaci6n se realizaron en pre­

sencia de soluciones de metales cati6nicos. Diluciones 

seriadas de. la proteína HN fueron incubadas con eritro­

citos de carnero (GRC) en presencia de concentraciones 

constantes de cada soluci6n. En la gráfica se presenta 

un experimento representativo, utilizando una concentr~ 

ci6n 0.02M de cada cati6n. Ensayos semejantes se reali­

zaron con concentraciones tan bajas como O.OOOlM. Los 

resultados fueron semejantes en todos los casos. 



64 

48 

Fig. 16. ESTABILIDAD TERMICA DE LA 
PROTEINA HN DEL PARAMIXOVIRUS LPM. 

Titulo HA 

o 5 JO 15 20 25 30 35 

Tlempo (mln) 
40 45 

-+- 23 e -.o.- 30 e - 40 e -a- 56 e -+- 65 e -- 85 e 

50 

Muestras semejantes de la proteína HN del virus LPM 

fueron incubadas a diferentes temperaturas. Se tomaron 

muestras de los viales a temperaturas menores a 65° 

cada 5 min y cada min de los viales a 65° y '85°C. La 

actividad se determin6 por ensayos de hemaglutina­

ci6n con eri trocli tos de carnero. 



Peso molecular de la protefnn HN. El peso molecular relativo de la 

proteínn HN fué determinado por electroforesis en geles de 

poliacrilamida, la comparación con r.roteínas de peso molecular 

conocido permitió definir que .la proteína !IN tiene un peso 

molecular aproximado de 65 kDa (Fig. 17). Como se puede apreciar la 

purificación por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa nos 

permite obtener una proteína homogónea que presenta una banda en el 

ensayo de electroforesis. 

Ensavos de infección. 

Formación de slncicios en células Vero. Los ensayos de infección se 

realizaron en las células Vero, de rifión de mono verde africano. Se 

seleccionó esta línea celular porqué el efecto citopdtico inducido 

por el virus LPM consiste exciusivamcntu en lél formacion de 

sincicios. Las células Vero infcctndas fueron teñidas con los 

colorantes de May-Grunwnld }" Gicms;.1. e:st.~ tinción permitió apreciar 

claramente· la fusión de lo~ citoplasma~; celulnrcs. La figura 18 

muestra la apariencia clásica de un cultivo de células Vero (105 

cels/mL) infectado con ,·jrus LP)i (1000 CFS/mL) . 

.E.9-L!!.1D~Lc2LL-11c .---tloc i e i os en __ c<: titliL~-~.ero t ra tadns con enzimas. 

También se probó la capacidad del virus LPM para infectar células 

\'ero tratnclns con las enzi1nas neura1ninidasa y tripsinrl. 

La eliminación ele residuos de ücido si;ilico de las células Vero 

mediante tratamiento con neurnminidasa redujo marcadamente (entre 
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FIG. 17. PERFIL ELECTROFORETICO DE LA PROTEINA HN DEL VIRUS LPM. 

El sobrenadan te de células PK-15 fué clarifi~'ad~ y precipitado 

con PEG, el virus :.precipii;é!,do fué lisado por choque térmico y 

posteriormente fué s.eparado por centrifugación en gradiente de 

sacarosa (25 y 50%)'":: · .1. fracción 4, virus completo; 2 y 3 frac­

ciones 18 y 19; 4. virus LPM purificado. 5 y .6 fracciones del 

fondo del gradiente (ver fig. 14). Los pesos moleculares de la 

izquierda corresponden a fosforilasa b, 97; albfunina bóvina, 66; 

albtlmina de huevo, 45 y anhidrasa carbónica, 29 KDa. ~a electro­
foresis se realiz6 en geles al 7.5% de poliacrilamida, los cua­

les fueron teñidos con nitrato de plata. 



FORMACION DE SINCICIOS EN CELULAS VERO 

INFECTADAS CON EL PARAMIXOVIRUS PORCINO LPM 

Fig 18 a. 10 
5 

células Vero fu e ron infectadas con 1000 UFS/mL del virus LPM. 
Los cultivos infectados fueron fijados, en el 3er diá p.i., y se tiñeron con los 
colorantes de May-Grünwald y Giemsa. (Aumento 100x) 
b. Células Vero no infectadas. (Aumento 150x) 



FORMACION DE SINCICIOS EN CELULAS VERO 
INFECTADAS CON EL PARAMIXOVIRUS PORCINO LPM 

5 
Fig 18 a. 10 células Vero fueron infectadas con 1000 UFS/ml del virus LPM. 
Los cultivos infectados fueron fijados, en el 3er diá p.i., y se tiñeron con los 
colorantes de May-Grünwald y Giemsa. (Aumento 100x) 
b. Células Vero no infectadas. (Aumento 150x) 



30 y 453) la cantidad de sincicios inducidos por el virus. Por el 

contrario, el tratamiento con t.ripsina incrementó notablemente 

(hasta 55%) el número ele sincicios formados después de la infección 

(Tabla 11). 

Inhibi'ción de la formación-' ele sincicios· con azúcares. Los ensayos 

ele compéfené:'ia cncélulas·vero se··realizaron incubando al virus 

LPM, antes de infec_tar la_s células,, con diversos azúcares. De los 

azúcares estudiados sólo sfa!il~u2,3)lactosa inhibió completamente 

la formación de sincicios desde una concentración 25 µM. 

La preincubación del virus ccin. ácido N-acetilneuramínico también 

produjo una reducción significativa en la formación de sincicios 

(Fig. 19). Este fenómeno no se presentó con los tlemüs azúcares a 

las concentraciones utilizadas. 0.~~1. En la figura 20, se puede 

observar el efecto inhibiclor sobre la formncjón de sincicios 

causado por In prcincuhación ele! virus LP~1 con sialil(ct2.J)lnctosa. 

Jnfeccicin cte célulns Vero t1·ntn<lns con ~11til1i6ticos inhibidores <le 

la 0 ljcosi\r_tcióq._ Para determinar que la l!Xpre:o;ión ch: azúcares era 

importante en el proceso de infección, sometimos a las células Vero 

a tratn1niento con lliltil>ióticos inhibicfores de la glicosilnción. Se 

utilizaron lo~ .:tntibiútico,s tunicamicina. c!l!soxinojirinJicino y 

desoximanojirimicina. Ln figurn ~l, muestra esquematicamente el 

proceso de gl icosi lnción y la estrategia seguida para inhibirlo. 

Las células Vero fueron tratadas con cada antibiótico 8 h antes de 

ser infectadas. El tratamiento de las células con tunicamicina 
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Tabla 11. FORMACION DE SINCICIOS POR EL VIRUS LPM 
EN CELULAS VERO TRATADAS CON ENZIMAS 

Neuramlnldasa 

Concentración Slnclclos Infección Concentración 
U/mi por pozo 

1 
(%) º µg/ml 

0.2 56 (SO 0.9) 55 640 

0.1 65 (SO 1.2) 64 160 

0.05 69 (SO O.O) 68 40 
0.025 69 (SO 1.4) 68 

10 
0.012 77 (SO 1.4) 76 

0.006 98 {SO 1.9) 96 

Control 3 102 (SO 1.2) 100 Control 

1. Total de alnclcloa en 10 campos vleuolee por pozo. 

Un alnclcJo • 10 o más nucleoa por cltoplaama. 

Trlpslna 

Slnclclos 
por pozo 

150 (SO 1.3) 

135 (SO 1.3) 

111 (SO 1.6) 

99 (SO O.O) 

97 (SO 0.8) 

2. Determinado en retaclOn al control, baaado sólo en In formacl6n de slnclcioa. 

Infección 
(%) 

155 

140 

115 

102 

100 

3. Células Voro lnfocto.dae. con 100 unldadoo tormndorno do a\nc\c\oa por pozo. 

·;; 
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Fig. 19 EFECTO DE AZUCARES EN LA 
INFECCION POR PARAMIXOVIRUS LPM 

% da lnfaoolón 

Control 2,3 slalllactosa 1-ieuAc 2,6 slalllactose Manos a 

concantrsolón µfJ\ 

•25 EJ50 B100 

1000 UFS/mL del virus LPM fueron incubadas 1 h a 4°C, antes 

·de agregar las c€lulas Vero (10 5/mL). Los azdcares utilizados 

en estos ensayos fueron seleccionados de acuerdo con la posi­

bilidad de que formaran parte de las superficies celulares, 

segdn Kornfeld y Kornfeld (1985). Otros azdcaressin actividad 

inhibidora fueron D-glucosa, D-galactosa, L-fucosa, N-acetil­

D-:glucosamina, N-acetil-D-galactosamina y lactosa. 



l;d ~· .i 11. 

EFECTO DE SIALIL(c'< 2,3)LACTOSA EN LA INFECCION 

·:: .··.t~ 

r~,;~~)) 
B ~~ff 

Fig 20. La preincubación del paramixovirus LPM con sialil(2,3)1actosa 
inhibió la actividad formadora de sincicios del virus. a. Células Vero 
infectadas con virus LPM preincubado con sialil(ex2,3)1actosa (100 µM). 
b. Células Vero infectadas con virus LPM sin preincubar. (Aumento 300x) 



inhibió completamente la formación tle sincicios, el tratamiento con 

desoxino.iirimicina produjo una disminución significativa en la 

fonnación de sincicios, en cambio, el t ra t. ami en.to con 

desoximanojirimicina no a.Iteró la formación de sincicios (Fig. 22). 

Para determinar los cambios, en la expresión de azúcares de la 

superficie celular, inducidos por cada antibiótico se ~tilizaron 

lectinas conjugadas a cQmpuestos fluorescentes (ver más adelante). 

Ensriyos de fluorescencin. 

~L~e~c~t_,i~n~a~s~-· _,,u,_,t~·~i _,_l_,i_,z~,,a,-"d~a~s,,__e=n~~l-"o~s~_e=n~s"'a~v~o~s,,_-'c"-1,,.e _ _,_f_,l'"'u=o_,1~· e_s ce n e i a . Para 

determinar la relación entre la expresión de oligosncáridos y la 

infección-en células Vero normales, trntadns con enzimas y tratadas 

con antibióticos, se utilizaron lectinns conjugadas n fluorcsceína. 

Las lectinas son proteínas que ienen In cnpaciclnd de reconocer y 

unirse con moléculas específicas de azúcares. La cspecificitlad por 

azücares de { ilS lecl inas ul i l izadas en e" te estudio es la 

siguiente: Arachis hypngnen (PNi\}. Gal y Gnl~Ac; .\fnnckia amurensis 

(MAA}, NeuJ\c(t2.JGal: Sambucus nigrn tSNA), NcuAca..:?,6Gal y Ca11av·,1Jis 

ensiformis (Con A), mnnosn (Tablo 12). 

Fluorescencia en célula~ Verq_j_[fil;LC:lf1s c;on ar1tibióticos inhibidores 

ll.g___L~ "lico_silaci_91:L~. Pnrn confirmar que el tratamiento con 

antibióticos inhibido1·es de In g!icosilación producía cambios en la 

expresión de azúcares de l.:i. suporficle celular, se realizaron 

ensayos de fluorescencia directn con lectinns. En la tabla 13 se 
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Fig. 21. ESTRATEGIA SEGUIDA PARA INHIBIR LA GLICOSILACION DE CELULAS VERO. 

Trans Golgi Golgl 

· Cis 
Golgl 

Los antibi6ticos utilizados inhiben las siguientes fases de la vía de glicosilaci6n. Tunica­

micina (TUN) inhibe al transportador dolicol pirofosfato !Dol-P), el cual une las moléculas de 

oligosacliridos a la cadena polipeptidica recién sintetizada; La desoxinojirimicina (DNM) actda 

sobre las enzimas glucosidasas I. y It del ret!culo endoplásmico.y· la desoximanojirimicina blo­

quea la acci6n de la enzima manosidasa I del aparato de golgi. l. glucosidasa::I.'.2. glucosi-
'dasa II. 3. Manosidasa I. ·Los c~adros representan N~acetilglucosaminas~ los c!rculos,manosas: 
los tritingulos, glucosas; los :o~os, ácidos siálicos y los- :círcü.los claros,_ fucosas. 



Fig. 22 EFECTO DE INHIBIDORES DE LA 
GLICOSILACION EN LA INFECCION VIRAL 
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105 células Vero en suspensi6n fueron 

cultivadas en presencia de diluciones 

de los antibi6ticos inhibidbres de la 

glicosilaci6n tunicamicina,.desoxino­

jirimicina y desoximanojirimicina, en 

concentraci6nes iniciales de 50 ug/mL. 

Después de B h de cultivo a. 37ºC, las 

células fueron infectadas con 100 UFS 

por pozo del virus LPM. La determina­

ci6n de inf~cci6n .se realiz6 en base 

al número de sincicios producidos des­

pués de 72 hrs. El porcentaje de in­

fecci6n fué calculado en relaci6n al 

número de sincicios obtenidos en lps, 

pozos testigos. 



Tabla 12. LECTINAS UTILIZADAS EN ESTE 
~ESTUDIO Y SU ESPECIFICIDAD POR AZUCARES 

"LECTINA 

~Maackia amurens1s (MAA) 
Arachis hypogaea (PNA) 
Sambucus nigra (SNA) 

-Canavalia ensiformis (CON A) 

j 

., 

J 
' J 

l 
J 
1 
j 

ESPECIFICIDAD 

NeuAca2,3Gal 
Gal y GalNac 
NeuAca2,6Gal 
Manos a 



TablA 13. PATRON DE UNION DE LECTINAS A 
CELULAS TRATADAS CON ANTIBIOTICOS 
INHIBIDORES DE LA GLICOSILACION 

TRATAMIENTO 

TUN (0.6 µg/mL) 
DNM (2.5 µg/mL) 
DMM (2.5 µg/mL) 

Vero normales 

MAA SNA PNA CON A 

+ + 

+++ +++ 

+ 

+ 

++ 
+++ 

+ 

105 células Vero por mL fueron cultivadas 48 h sobre cubreobjetos 
en cajas de Pe tri, después fueron tratadas con los diferentes 
antibióticos y 8 h más tarde fueron procesadas para realizar la 
fluorescencia directa con lect inas. Las cruces indican la 
intensidad de la fluorescencia. · 



presentan los patrones de unión de cada le~tina a células ttatadas 

con antibióticos. Como se puede observar, las células Vero no 

tratadas expres·an const(tutivamente NeuAc(«2,3)Gal, NeuAc(2,6)Gal, 

Gal/GalNAc y manosa, ya que .. fueron. reconocidas por las lectinas 

MAA, PNA y CON A_,- respectivamente. El tratamiento de las células 

con tunicamicina inhibió ~!'reconocimiento por todas las lectinas 

utilizadas. Por ·su la desoxiriojirimicina inhibió 
. ·-·- :--·-, .. --

parcialmente la expresión· de az1f~ares reconocidos por las lect inas 

del estudio. 

Fluorescencia en células Vero t-ratadas con enzimas. Las lectinas 

conjugadas a compuestos fluorescentes se utilizaron también para 

determinar si se producían cambios en el reconocimiento de azdcares 

en células tratadas cor1 las er1zi1nas ncurnminidasa y tripsina. el 

tratamichto con neurnminidnsa disminuyó el reconocimiento por la 

lectinn MAA y aumentó 1n unión de Pi'JA, sin provocar cambios en el 

reconoci1niento por Con A. Por su ¡Ja1·te el trata1niento con tripsina 

increment6 notublcmcnte el reconocimiento por la lcctina MAA y 

clisminuyci ligera111entc el de Con/\ y PN/\ (Tabla 14). Los cambios en 

el reconocimiento ele :~tAA correlacíonnron adecuadamente con los 

Cilmbios presentados en ln infección después del tratamiento con las 

enzimas (Fig. 23). 
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Tab 1 a 14. UN ION DE LECTINAS A CELULAS VERO TRATADAS CON ENZIMAS. 

TRATAMIENTO 

Vero normal 

Tripsina 

Neuraminidasa 

Tripsina + 
Neuraminidasa 

MAA SNA PNA LCA Con A ALA WGA 

++ + + + 

++++ ++ +-

+- +- ++ + 

+- +- +++ +-

105 Células Vero por mL fueron cultivadas 48 h sobre cubreobjetos 
en cajas de Petri, después fueron tratadas 30 mina 37ºC con 0.1 
U/mL de neuraminidasa, 0.1 mg/mL de tripsina o por tratamiento 
consecutivo de tripsina y neuraminidasa. Las células fueron lavadas 
y se incubaron con las diversas lectinas conjugadas a fluorocromos. 
En este ensayo también se utilizaron las lectinas dé Lens culinaris 
(LCA) que reconoce Man,Glc y GlcNAc; Amaranthus leucocarpus (ALA), 
GalNAc, NeuAc y Triticus vulgaris (WGA), GlcNAc, NeuAc. 



Flg. 23a. INFECCION POR VIRUS LPM EN 
CELULAS VERO TRATADAS CON NEURAMINIDASA 

$ de lnfocclOn 

o.o o.oo 0.12 0.26 06 

nooromlnldo:m ug/ml 

Flg. 23b INFECCION POR VIRUS LPM EN 
CELULAS VERO TRATADAS CON TRIPSINA 

200 

150 

100 

"º 

o 

'.6 de Infección 

o.o 10 40 160 640 1260 2600 

trlpslna µg/ml 

10 5 células Vero por mL fueron sembradas en placas de 96 pozos, 24 h 

después (antes de alcanzar la confluencia) las células fueron tratadas 

30 min a 37°C, con diversas concentraciones de las enzimas neuraminidasa 

o tripsina. Las células fueron lavadas y después fueron infectadas con 

100 UFS por pozo del virus LPM. La infección fué determinada de acuerdo 

al nfunero de sincicios producidos. El porcentaje de infección est& cal­

culado en relación al testigo. 



~F~l~u=o'-'r__,e=s_,c,_,· e,,__n,_,_,,c'"'i'"'a,.__,c,_l ,_i _,r__,e"-c"-'t-"a'-__,e'"'n"--"-t ~ec.1._· "-i ,,cl-"o'-'s"-_,c,,_l"e _ _,c e r dos neonatos. Para 

determinar la presencia ele residuos NeuAca2,3Gal en tejidos 

porcinos, se obtuvieron cortés de tejido nervioso, respiratorio, 

digestivo y linfático ele cerdos Tecien nacidos sanos. La expresión 

celular de azüc~res se"~e~e~minó con ~iversas lectinas conjugadas 

a flouresceína. De los co~·tes estudiados, todos los ele tejido 

nervioso y· respiratorio_ reaccionaron fuertemente con Ja lectina MAA 

(que reconoceNeuAcci2_,JGalJ yclebilmerite con duodeno y bazo (Tabla 

15). La·interaccióri'Ci€,-'fo".lectina MAA fué mayor con el epitelio de 

la mucosa bronquial~ aií como con la mayoria ele la masa tisular de 

la corteza cerebral. ~ambién, la Jectina MAA reaccionó fuertemente 

con células globulares en el tejido ocular. Lci lectina MAA no 

reaccionó con ningün componente del tejido en estómago y yeyuno de 

los cerdos estudiados, aunque mostró una reacción débil con algunas 

zonas del duodeno. 

La lcctina SNA reaccionó fuertemente con zonns restringidas de 

pulmón, duodeno y bazo. Por ~u parle, la l~ctina PNA murcó la 

1nayor parte clel tejido en estó1nago. duodeno y yeyuno y se 

observaron zonas de fluorescencia dóbil en cerebelo y puln1ón, las 

cuales se incrcn1enta1·on después del tratan1iento con neura111inidasa. 

La lectina Con A r->e unió a sitios muy especificas de bulbo 

raquídeo y duodeno principalmente. 
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Tabla 15 .PATRON DE UNION DE LECTINAS A TEJIDOS DE CERDOS NEONATOS 

TEJIDO MAA SNA PNA CON A 
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

Corteza Cerebral +++ 
Cerebelo +++ + + * 
Bulbo Raquídeo ++ + * 
Tálamo ++++ ++ 

SISTEMA RESPIRATORIO 
Bronquio ++++ 
Pulmón ++ +++ * + * 

SISTEMA DIGESTIVO 
Estómago +++ 
Duodeno + +++ * ++ + * 
Yeyuno +++ 

SISTEMA LINFATICO 
Bazo + +++ * 
Timo 

Muestras de tejidos de cerdos neonatos, libres de la enfermedad 
de 1 ojo azul. Los cortes de 5 µm de espesor se realizaron en 
criotomo con Tissue Tek OCT II y se conservaron en congelación. 
Los cortes fueron incubados 30 min a 37 ·e con las diferentes 
lectinas conjugadas a fluorocromos. Las cruces indican la 
intensidad de la fluorescencia. * indica que la fluorescencia se 
localizó a zonas limitadas del tejido. 
Fluorescencia (+) debil (++) regular (+++) fuerte (*) focal 



DISCUSION. 

En e 1 presente trabajo se planteó como objetivo determinar la 

naturaleza química del r~ceptor celular del paramixovirtis porcino 

LPM, virus ident i ficaclo recientemente, q~e _ha'sidC> re!acionado con 

la presentación de la enfermedad del ojo,azulae :los cerdos. 

La inquietud por realizar este trabajo iurif~p6r el conocimiento 

de varios -datos, prirnero, los cerdos m~~o'~~s de 20 días de edad 

muestran una- gran susceptibilÚlacl- a_-, J-n_'--:en-fe-fmedad ele! ojo azul 

[Stephano et al 1981]. Segundo, las manifestaciones clínica;, de la 

enfermedad parecen clcpcnclcr de la edad de- los animales infectados. 

siendo basicamente de índole respiratorio y neurológico un cerdos 

neonatos y de tipo reproductivo en animales adultos [Stephano et ni 

1988]. Tercero, el cuadro clínico de la enfermcclael sólo puede 

reproducirse experimentalmente en cerdos nconatos [Stcphano et al. 

1983]; en cerdos mayores a JO días ele edad la infección 

experimental no produce sintomatologfa apreciable [Stcphano et al 

1988, llern<Ínelez-.Jáuregu i no publicadas]. Dos 

interpretaciones se hicieron el~ estos tlcchos: 

Ln primera fué que la infección natural o experimental tenía un 

control inmunolcígico adecuado en cerdos adultos y que este control 

no era cfcctiYo, por inmntlurez del sistema inmunitario. en el cerdo 

ncqnato. Sin c1nburgo. cc1·clos ele 45 d1ns. sin trazas de anticuerpos 

contra el virus LP~1, se mostraron refringentes a ln infección ante 

una dosis ele dcsnfio con el virus LPM nctivo [Reyes-Leyva 1988]; el 

mismo virus produjo signología neurológica y la muerte de cerdos 
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neonatos [Hernández-Jáuregui et al. l'J90J. 

La segunda interpretación .de los datos anteriores fué que la 

suscept ibi! idad a la infección estaba detenninada por la expresión. 

en cerdos neonatos, de moléculas que actuaban como receptores del 

Vi rus LPM, 11101écu1 as que no eran expresadas, en i gua 1 grado. por 

los animalcis adultos. Las diferencias ·en las manifestaciones 

clínicas de !~ enfermedad relaciohadas con la edad de los animales 

[Stephano et al. .1985], sugeda -(a existencia ele diferentes 

mecanismos de pafógé~fdidad enfre animales recién nacidos y 

adultos, apoyando .Ja última. hipótesis. As.ímismo, el virus ele la 

parotiditis humrina~tfene un-comportamiento patológico parecido al 

del virus LPM, es decir~ hay manifestaciones neurológicns en 

infantes y puede haber lesiones epidiclimotesticulares si la 

infección ocurre durante o despucs de Ja pubertad 1 Pon1eroy y Jordan 

1992). Un control inmunológico ele la paroticlitis explicaría porque 

la susceptibilidad a la enfermedad es mayor en In infancia, pero no 

explica al prcst..:ntursc la in!ecc1011 en jnd1viduos tic mayor edad. 

por que las altcrnciones ~-:e prescntnn L·n ór~!ano.s diicrcntes. 

Otro dato. ha sido inquiet.:H1tc para nosotro~;. el hecho de qu~ todos 

y cada uno de los parnrnixovirus tienen un rungo de hospedero 

restringido y provocan infecciones graves en animales o humanos 

jÓ\'enes 1 Fcnner y ll'll i te i 'J0J. h.lngsbury l 'J<JU J. lo0to sugiere que 

existe un[L li111itante para que cada virus reconozca a su hospedero 

natural, y otra, o la misma, que limíte la jnfección a las utapas 

tempranas de1 dcs,'lrroJ lo. 
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Presentadas estas inquietudes, dirigi111os nuestro interés hacia el 

reconocimiento de las estructuras ¿elulores que actüan co1110 

receptores para el para111ixovirus porcino LPM en células y tejidos 

suscept i b 1 es. 

La actividad viral se determinó mediante pruebas de 

hemaglutinación, en estos.ensayos el virus LPM reaccionó con los 

eritrocitos de todas las especies estudiadas, incluyendo de 

mamíferos y aves, esto ha ·sido observado en trabajos anteriores 

[Correa et al 1985, /~oreno-L6pez et al. 1~86, Stephano et al 1'18t$!, 

lo que indica que el virus reconoce una estructura ubicua u todos 

los eritrocitos. La reducción en el título ele hcma~lLninación 

observada al utilizar eritrocitos tratados con neura1ninidasa 11os 

indicó que el ácido siálico erél 1111porlnnte t..:n el proceso de 

reconocin1iento. Este dalo cxplicEl po1·que el virus l1it aglutinado a 

todos los eritrocitos estudiados hasLa t..!1 111l)111cntu, ya que el ücido 

siálico es una n1olécula n111r>liEtn1cnte distrihuida c11 Ja r1uturalcza ¡1 

todos los ni\rcJcs de la l:SCéila L!VOJut1va ISchuU\.!1' 19tS2J. 

Ne> obsLante. no se observó u11a 1·ctación directa entre el titulo de 

hemaglutinacirín ~·el contenido de ácido ü-act.::lil, N-acetiJ o N­

glicolilneuraminico de cada tipu ele eritrocitos (Tabla 3) fSchauer 

1982]. Stephano et al. hicieron nntar que el virus LPM también 

aglutinaba eritrocitos de caballo (los cuales tienen un alto 

contenido de ácido U-acctilncuraminicn [Scbaucr 198:?.f) a diferencia 

del virus hemaglutinante de Japón (Scndai, l'J-1) el cual en los 
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afias 60's fué relacionado con manifestaciones de enfermedad 

neurológica en los cerdos l.Slephano et al. J988J. Esto sugiere 

indirectamente la existencia ele diferencias en el reconocimiento 

del receptor especifico entre el virus LPM y el virus Sendai. 

Un paso importante fue determinar cual de los componentes virales 

era el responsable del reconocimiento del receptor celular, Para 

esto el virus LPM fue concentrado, sometido a choque térmico y la 

hemaglutinina fue separada por centrifugación ün gradientes de 

sacarosa. Mediante este proceso logramos obtener semipurificada una 

proteína de ap1'oximadamente 65 KDa Ja cual conservó la actividad 

hemaglutinante del ~irua. La observación ele eJución de los 

eritrocitos aglutinados por esta proteína a 23" y 37"C, puede sor 

ocasionada por la actividad neuraminidasa ele la proteína que al 

romper el licido siál ico del receptor celular favorece lu separacion 

del virus y de los eritrocitos [!-luan):! 191:101. Esta misma actividad 

fué observada en el virus completo (Tabla lüa). 1~.1 virus t;:unbi0n 

mostró nctivid.ad hemolítica, la cual no se presentó en los ensayos 

con lu proteina liN. t.sto inciica que ia acti\·idad hcmoliLica, 

atribuida a la protcín.:~ el" fusión IK.ingsbury l 'J90 j. es 

independiente de la ;1ctivitll1cl neu1·t1111inicli1sn, ¿1un4ue se l1it propuesto 

la coopcració11 c11t1·c it1111Jas prutci11a~ 1)~l1·a 1·c.:aliznr lit l1cmólisis 

[Xiaolei et al l~l'J2]. 

Los datos de Ia tictividad de la proteína aíslncla respaldan lo 

reportado por Sunclqvist c:t al. en el sentido de Ja existencia ele 

una glicoproteína (HN), en el \•irus LPM. con las dos actividades, 
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hemaglutinant" y neuramíniclasa. Aunque en ese trabajo [ Sunqvist et 

a 1, 1990] y "n otro anterior del mismo grupo 1 Moreno-López et al 

198li] no se determinó experimentalmente que ambas actividades 

virales fueron realizadas por la misma molécula. En este sentido, 

nuestros resultados no son con¿luyentes, pero estamos desarrollando 

estrategias experimentales para determinar si Ja proteína de 65 KDa 

es o no responsable ele la actividad neuraminidasa del virus. 

Para determinar la especificidad de reconoclmiento del virus LPM, 

se realizaron ensayos de inhibición de la hemaglutinación en los 

cuales se incubó ~ªl~ virus Ü 1 M o a Ja proteína HN con homólogos 

putativos de su receptor celular. De acuerdo a lo esperado, las 

estructuras que contenían ácido silll ico inhibieron Ja act ividacl 

hemaglutinantc deJ virus. Sin ~111l>argo y atln mds import;1nte fu~ que 

no todas las molCculas sialíladas lograron inhibii· al viru:s. En 

este sentido, el virus LPM mostró una gran espec:iricidad de 

reconoc.imil!ntu ya que sólo los anómeros u del ácido sililico, !'uuron 

inhibidl~re.s. Aunado ll L'Slo. la actividad v1rnl tué inh.ibitla c.:un 

sinlil(u2,J)lrlctosa pero no co11 siítlíl(rt:2,b)l1lCll1Sa. lo que refleja 

la importancin del tipo lle ~nlac(.' gl icosídtco t..:n la inlcracción del 

virus con ~.;u rc·ccptor lT~irdieu 0t al. l~JB2l. l"..stos últimos datos 

recuerdan la cspeci ficidncl de la hcma~Jutinlna d~l virus influenza, 

en la cual mutaciones en et :.;] L lo de uniór. al rccr..:plor son capaces 

de discri111innr entre enluces «2.J y a2.G nuurumínicos y dan origen 

a variaciones en lns cepas vir1tlcs IWcis et al. 19881. 

55 



La actividad hcmaglutinante también fue inhibida con las 

gl ícoproteinas _SGP lI de rata, orosomucoide e lgi\ humanas, estas 

últimas fueron los mejores inhibidÓres ele_ la proteína HN y del 

virus completo; su actividad ,_inhibidora puede ser reflejo de su 

contenido de oligosacdridos sia)if(a2,J)lactosamínicos [Montreuil 

!984]. La glicoproteina _orosomucoide muestra una actividad 

inhibidora mayor sobre el virus completo que sobre la proteína HN 

(tablas 7 y 9). Se ha reportado que el orosomucoicle actúa como 

Jectina reconociendo residuos ºde mariosa en las proteínas de fusión 

ele algunos paramixovirus. esta interacción parece favorecer Ja 

infección de células que no expresan el receptor sial izado para las 

proteínas UN; en nuestro estudió, la actividad de lcctina de! 

orosomucoicle sohre la glicoproteína ele fusión podría incrementar 

inespecificamcntc su actividad inhibidora sobre el viru~ LPM. 

Otro dato de importancia fué que ninguno de los µol ísacáridot; 

sulfatados inhibió la actividad hemagJutinnnLc viral. Esto indica 

que la interacción de la hemaglutinina viruJ con su receptor no es 

dirigida poi· la fuerza i dn i ca. Esto es respaldado por los 

resultados de los e:xpcrirncnto::_; en presencia ele cationes divaJcntcs~ 

en Jos cuales. ningun~1 de lns soluciones utilizadas alteró el 

título de hernaglutinación. L:i partiL·ipación de cation<.:s en la 

estabilización de la confo1mación triclimcnsiorwJ de las 

hemaglutininns hn sido cstucliada e11 otros ,·irus l1'Ltvakkol y Burncss 

lYYOI. En el caso clcl virus t1erpcs sin1¡JJc se tia dc111ostrado ta gran 

afinidad de sus proteínas d~ envoltura por compuestos ccttiónicos 
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como el heparan-su·1rato, al parecer, la· atracción de cargas 

inducida por 6~tas moléculas le permite al virus herpes estabilizar 

su unión ri su receptor específico, el receptor de factores del 

crecimiento de fibroblastos [Lickc et.· a.J: 1991],· 

Nuestros r~sultados en relación a !~fuerza fónica, no descartan la 

posible participación cte cargas negativas del. grupo carboxilo del 

carbono 1 del ácido siálico en .la conformación tridimensional de la 

hemaglutinina del virus LPM. Un punto controvers.ial es que el ácido 

siálico se ha involucri:tdó en la atracdióri de· cationes hacia la 

membrana [Schauer 1982], por lo tanto queda la posibilidad de que 

la necesidad de ·cationes. divalentes ·scacsatisfacida H partir del 

propio eritrocito. 

Un dato interesante es que se ha utilizado fctulna como substrato 

para determinar la actividad neuramiaidasa del virus LPM [Linnó et 

al. l9~>21. sin embargo, esta glicoprotcínn no inhibió la actividad 

hcmaglut in.i.nte de la proteína "º nuestros de 

competcncta. tsto sug1er~ yue lit pruli.:1na !IN pu::.;L:~ do~; sitio::.::; 

runcionalc.s con di~tinto rcconucimicnto contormncionnl. uno para la 

actividad hcmaglutinant(: y otro pnra la act.ividad neuraminidasa. 

Esta dupljciclad de: :-~itios fu11ci~n1nlcs ha sido propu~sta, utilizando 

a1tlicucrpo:..:; mo1ll)Clon;tlc:.:;. pf1r<t t)tros parnm1xovirus, c11tre el los et 

virus Scnc!ai l!'ortncr et al l'Jl:i71 y el NDV florio y Bratt 1984.I. 

J\símismo, esta dupi icidad funcional ha dacio origen a trabajos en 

los cuales se compnra la proteína HK de los pnrumixovirus con la 

ncuran1inidasu [C:oJ111an et al. 1993] o con 111 hc111aglutinina IBlumberg 
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et al. 1985] ele los virus influenza. Lus secuencias de aminoáciuos 

reportadas como sitios funcionales en los trabajos anteriores son 

muy conservadas evolutivamente entre los diferentes paramixovirus 

[Morrison 1988] 

del virus LPM 

y fueron identificadas también en la proteína l!N 

[Sundqvist et al. 1991]. El sitio con actividad 

neuraminidasa parece estar formado por una s.ecuencia. lineal de; 

aminoácidos cercana a la región carboxilo terminal, mientras que el 

sitio con actividad hemnglutlnina, estd ubicado en la región amino 

terminal y parece ser f.ormado por la confor¡náclón tridlmcn,;ional 

ocasionada por el plegamiento de la cadena polipeptidica IMorrison 

1988 J. 

Al parecer Ja estructura mínima reconocida por el virus es el dciclo 

si ti 1 i co' ya que su eliminación de las células inll i be la 

t1en1aglutinación, sin cn1bnrgo, Ja afinid(ld es n1uyor por 1110!6culL1s 

s i a 1 i 1 ( a 2 • 3 i l actos am í n i ca s , esto sug i t:rc que la galactosa y 

posiblemente ln N-acetiJgluco::.;umina incrementen la ruerza de unión 

l!ntrc el recepto!' y la prote1na H:\. La;~ glicoprotc1nas lgA y 

01·oson1ucoid~. con cnflcnr1:-'> l;·~teritlcs cic ol 1;=::!,osacñridos sialj l{tt:2.J}-

Jactosit1nin1ct1s [~!nntreu1 !~n·;-i]. tambi0n inhib1cron In acti\ridad 

viral, respaldanJo \n importancia de estos residuos en la 

interacción \·lrus-c01ulü .. '-.in c111burgo, no todas las ~structura!:l que 

cont~nía11 :icido s1úl ico o sial iJ (u::2,J) laclllSH fueron inhibidores de 

la actividad l'iral. En este sentido. el sitio de unión ele la 

proteina HN parece reconocer tanto la estructura químicn como la 

conformación tridimensional, ya que las m<lléculas con el ácido 
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siálico en posición terudnnJ fueron inhibidoras en tanto que 

aquel las con el ácido siiil ico ubicado lateralmente [~lontreui l 1984] 

no lo fueron. Datos similares han sido obtenidos con el virus 

~endai, sin embargo, la especLficidad de este virus parece estar 

dirigida hacia repeticiones del ácido neuramínico bon enlaces a2,8 

(poli NeuAca2,8NeuAc, ácido colomínico) [Markwell 1981 I, en cambio, 

aunque el virus LPM interactúá con ácido colominico, su 

especificidad es m-ucho mayor por res_iduos siafil(a2,JJlactosa. Los 

resultados en-células tratadas con trip-sirí·a, sugieren que el virus 

reconoce estructuras profundas, que son expuestas con el 

tratamiento, increme-ntánd.ose el tí tU:lo de l1Cmaglut inación y de 

infección. La correlación de estos resultados con los obtenidos en 

los ensayos de inhibición de la gl ico.si lación con 

desoxinojirirnicina {1n cual inhibe también la glicl1silacion lle 

lípidos) sugieren qu~ estas moli:.!c..:ulus profundas pl1drian ser 

glicolípidos (gangliLisiclos). La participación de los gang.Jiósidos 

co1no reccpto1·cs virales !1u ~iclL1 nrr1pJia111entc estudiada !Hol111grcn et 

ul. 1980, ~uzuk1 1.:!l ai. l~J::;U, :\lark.wL:Ji et al. 1901, ~upcrti et al. 

l98b, Superti y Donelli 1~)9JJ !\o obstante. en nuestros ensayos de 

compet~ncin. In mr_·zcln de gnnglil·J~_~idos uli1izada nu inhibil1 la 

actividad viral. Esto no r0sta 1rnportanc.:ia a estas molc.!culas en lu 

infecci6n por ~1 virus f.p;,¡, y.J. que !o:.:i g1icolipidos utilizados en 

el estudio p1·c~3cnta11 al ti.ciclo sia1ico ubicado lateralmente a la 

cadena olisosncuridica ISonn]no et n!. 19:JJj, mientras que el virus 

I~P~t parece reconocer una estructura oligosacnridiclt con el ácido 

siálíco en rormn longi tudina!. En este mismo sentido, la 



conformación y la accesibilidad de las moléculns parece ser de gran 

importancia yo que la muclna submaxJlar bovina, unn glicoproteina 

con un nito contenido 

Dtontreuil 1984] no 

de 

fué 

residuos 

inhibidor. 

NeuAclcr2,J)Gal(~1,J)OalNAc 

Esto puede deberse al 

impedimento estérico provocado por la ce:rcaní.a entre las moléculas 

del ácido siálico y la caclcna peptídica, ya qutL las cadenas 

laterales de oligosncáridos de esta p~oteína son~ muy cortas 

[Montreuil 1984]. La incapacidad de la mucina de inhibir la 

actividad del virus LPN s~ contrapone cori las funciones protectoras 

acreditadas a esta glicoproteína [Vázquez et al: 1992). 

Los ensayos de· hemaglutin~ción y de inhibición ele la 

hemaglutinación nos pejmitieron acercarnos bastante a la definición 

ele la naturaleza químicu del receptor para el vi rus L!'M. sin 

embargo, se tenían que transpolar 1os datos oh tenidos un 

eritrocitos a otras células. en las cuales el virus OCilS1unz1ra ur1l1 

infección productiva. Para poder renllzar esto teníamos que 

seleccionar células susceptible~, con las CU«\ J C;-i se pud iern 

desn1·rollar un m(f:Loclo cuanLitativu. lit: f~\i_:ll m~ucjo. reproducible 

y ndccuaclo n Jos ensayos pln11~ndos. l'robnmos algunas líneas 

Cl!lulnres como PK-15. Blth-21 y MlJCh con algunos métodos como la 

determinación del \ 1 is is). ltemadsorción a 

rnonocnpns celulares y formaci(1n de placas líticas en agur. Sin 

embargo, la forrurición de sincicio::; en células dL' rif1ün de mono 

Ycrclc.· nfricano, Vero. r1..:sultó la mejor opción para realizar los 

ensayos planeados. 
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Hustu este momento de nuestro diseno experimental, Jos resultudos 

indicaban que el ácido neuramínico y en especial sialil(a2,3)­

laclosa tenían una interacción tan fuerte con el virus LPM que 

lograban inhibir las actividades virales. Sin embargo, el siguiente 

paso era definir sí la inhibición de la actividad viral con 

moléculas sial i lacias se clebín a una competencia real contra 

componentes semejantes expresados en las células susceptibles o era 

consecuencia exclusiva de un impcclimcnto estérico en la interacción 

del virus con su receptor celular, "s decir, cualquier otra 

molécula. 

Nueirainehle los da-tos -aportados por el -tratamiento enzimático 

sugerían que el ácido neuramínico era importante para In infi.:cclón, 

sin embargo, esto podía interpretarse en dos sentidos. Primero, 

podía significar que el receptor celular cstnbn formado por dcido 

neuramínico. Segundo. la importancia dc1 ácido neuraminico sólo 

residía en mantener una conf'or1nuc1ón acicc11ac!n clcl sitio receptor. 

como hu sido demostrado para otros \'iru~ ITnva~~kol y l3urncss 19901. 

Los ensayos ele tnh1hic1on de la torrnnci;.)n de s1nc1cios con 

sinJil(u:2.J)lnctosn inlfjcafJ:ltl qut: e! f)rl!llf.!I' punto era el correcto, 

yn que nucnJmcnte Ja act ¡,_·iciacl del virus Ll'M ruó inhibida con 

estructuras sia!ilada:J. La infurmación existente sobre el receptor 

del viru:::. S1.:ndai, re~paldal>a nu....:!:itra hipót.L!0i:..., dL! que sia1il(ct2,J}­

lactosa era el rec<0ptor celuJClr del virus LPM [J-lolmgren et al. 

.l980. Suzuki et ni l'lé:O. ~larkwell et al J981. :-1arkwell et al. 1984, 

Markwell et al. l 'J85 1. !'ero hasta e! momento, los resultados 
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obtenidos sólo confirmaban una gran '-'Specificidaci de reconocimiento 

entre el paramixovirus porcino LPM y moléculas sializadas. 5in 

embargo, no determinaban si estas 1noléculas era componentes rca!cs 

de las superficies celulares. Para determinar Ja presencia de 

sialíl(c(2,J)lactosa y otros azúcares. las células vero fueron 

tratadas con antibióticos inhibidores de Ja gl icosilación y después 

fueron infectadas con el virus LPM; mientras que en experimentos 

paralelos se determinó la expresión de azúcar.es en las células 

tratadas mediante ensayos de ~fluorescencia con lcct inas. El 

tratamiento de células Vero con tunicamiclna inhibió completamente 

la formación ele sincicios, lo que indica que al inhibir el proceso 

de gl icosi !ación, la tunicamicina evitó la expresión ele los 

azticares necesarios para la infección. Los tiempos y dosis 

utilizados en nuestro estudio, con células Vero, están ele acuerdo 

a lo reportado ünte1~iarmf.!nte para otras lineas celular~s. La 

incubación ele células BHK-21 con tunicamieina durnnt~ 4 h provoca 

una inhibición de la glicosilnción del 80~~' sin nltcrar la sintcsís 

pcptidica; en Lanto que la incubación por rnüs de 12 h provoca 

tnmhién rc·duccirln en 1.:t síntesis de prott:inas 1.r;amsky et al. 1979]. 

En otras ce': lulas, closjs del ¡tg/mL presentes en el cultjvo menos de 

24 p1·oducc u 1 desprendimiento y la !lll!C rt e céluln.s 

transformndns ror virus. ~-:.rn altecar :1 l""' cCtulas normales; 

mientras que la ap!icacíor. proiongada pued12 conducir n daños 

irreversibles en a111bo~; tipos de cCJula.s lUuksin y Bornstcin 1977]. 

Por otro lado, el uso de tunícamicina evitó !a unión ele las 

lcctinns uti 1 izadas en este estudio, lo que comprueba que la 
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glicosilación se inhibió conwlctamente. Esto tumbi6n concuerda con 

la falta ele aglutinnción celul:.ir con la lactina Con A obtenida 

despu6s de tratamiento ele c6lulos JTJ con tunicamicina [Uuksin y 

Bornstein l'l77]. Otros inhibiclorcs de la gl icosi !ación se han 

utilizado para estudiar In función de las proteínas virales en el 

proceso ele infección y difusión, sin embargo, son escasos los 

estudios en los que se intenta. inhibir el receptor. para un virus 

dado, como el trabajo con el virus HlV-I y ~u receptor CD4, en el 

cual a pesar de que CD4 es una· glicoproteína, el uso de 

castanoespermina (inhibición;· de la· glucosiciasa 1) no alteró el 

reconocimiento por la proteína ;;-p120 del \"irus !Walker et al. 

1987]. En nuestro estudio, el uso de desoxinoj irimicina ( inhibidora 

de las glucosidasas y 11) si logro afectar la expresión del 

receptor paro el virus LPM y el reconocimiento por lus lcclinu~. En 

nuestro estudio desoximanoj irimicina no inhibió la infección. 

aunque provocó can1bios en la expresión Lle azúcares. 

Estos resultados controvcrs iales pucdc:n ser l!Xpl icaclos por la 

existencia de un receptor secundario que puede estar actuando sobre 

la proteína de f"usi~r1 de! vi1·t1s LPM, co1no 11¡1 siclo postulado pitra el 

virus Scndai f\!nrkwell i.;t n1. l~J:35J. 

En este ,sentido. la capacidad de !o::; .:izúcarc:>. reconocidos por la 

p ro t e í na ll !\ , d !..:! i n h i h i r i n r t) r 111 í.1 e i t111 d e ,s 1 ne i e i o ;·; q u e s e s upo ne es 

realizarle:: por lit rroteinl:. de.: fusión. ::ic: explica por los datos de 

vztrios ti·alJa.ios dondes~ plnnteit el Jlnpcl coopcrndor ele Ja proteína 

HN en la producción ele l<: fusión celular llluang el al. l'JSO, Wild 

et n l . 1 ~J 9 .l • X i a 1 Ge i e t a 1 . ! tJ ~J 2 , ~.tos e o na y Pe 1 :.is o 1 ~ 9 J y l 9 9 '.2 l . 

LiJ 



El tratnmicnto de Jas célula!:; Vero con enzimas y su posterior 

reacción con Jectinas mostrd unti. buena córrelación entre la 

expresión de N"uAc(u2.J)UAl y el t.itulo de infección en células 

tratadas y no tratadas con las enzimas. Así la reducci6n ele la 

expresión de NeuAc(u2,J)GAl al usar neurnminidrisn se correlacionó 

con la reducción ele la infección. El tratamiento· con tripsina 

incremento la infección y el reconocimiento. por la lectina MAA 

(NeuAc(u2,J)GAl). Esto nos llevan proponer que hay dos niveles de 

receptores p~rn el virtis, uno cx~ejno fotfun~o posiblemente por las 

glicoproteínas extracelulares y ·otro profundo .formado por los 

glicolipidos de membrana, como ha sido propuesto para otros virus 

[Markwell et al.1981. Markwcll et al. ·1934, 

Después ele obtener indicios de la presencio en las superficie:; 

celulares de moléculas sialil(a2,J)lactosa, faltaba aclarar c:l 

punto más importante: ¿Son las moléculas de sialil(a~.J)lactosa 

estructuras celulares cxpresadns c:n tejidos de anim[tle:; 

susceptibles a ta in1'eccióri por el virus LP~l~. Si esto es cierto. 

;,las mot6cuta::-> etc :-.>iúlil(ct2,J)lHc:tosa ~e ~xprcsan ahundnntementc en 

Jos silios de exposición ul virus, co111tl f'arLt justificar su tropismo 

viral'!. 

Pari1 dnr respuc~tn a ~stns ir1tcrrogilntcs se realizaron ensayos de 

f 1 uorcscenci a di rcct:.:1 con l ect i r1as :;()brl..! cortes Ue lt!j jdus de 

certlos neunutos. los m¡is sttsceptiblcs itl virus LP~1. Eiótos ensayos 

moslra;-on uno~; patrones de c:xprcsion de azúcares wuy bien 

definidos. Jo mds importante de: esto fué que la unión ele la lcctina 



~L\A, específica para NeuAc\a2,JGali, se 111anifcstó principalmente en 

sist~111a respiratorio y nur~ioso. Esto explica Jas 1nanifcstncioncs 

neurológicas y respiratorias ele la infección [Stephano et al. 

1988]. La falta de manifestaciones dlg~stivas en la infección por 

virus LPM puede ser explicada por la ausencia tic receptores 

sialil(u2,J)lactosnmihinicos, a decir por Ja falta de reacción de 

la Jectina MAA con estos tejidos. 

Nuestros_ resul_tados estün en acuerdo con -1n posibilidad de que el 

virus LPM reconozca estructuras que• contienen altas concentraciones 

de sialil(a2,3)lactosa, como los gangliósidos cerebrales [Sonnino 

et al. 1983, Schaucr 1982] y aquellos observados en el epitelio 

ciliado bronquial !.Loveless y Feizi 1989]. Se ha propuesto que 

las moléculas ele carbohiclratos sufren modificaciones en su 

expresión de acuerdo a la edad do los animales ll•eiz1 t~n-s51. t!Il 

este senticto se demost1·ado que ha)~ una exprc~ión 111ayor tic 

NcuAc(lt.2.J)Gnl en el cerebro ele ratas en la t..'.tapa fetal~/ nc:nnntal 

que en su ctapn adulln lFinn~ !~l:-_-;21. \1ü~..; ¿1un. el alto nivel de 

cxprcfilcin de· gnnpl iósidos \W1t:P,ltndt como Ui..: ~te ido 

coJomínico (0:c11Ac(tt.2..S)r\t.-:u:\c) pre::•cntc: ~n las moli...:culas tic adhesión 

de células ncuralc~ !Rotll et nl. 1(10:::;¡ pui..:dl.' fundamentar la mayor 

susccptibi l idnd a la tnfecc1on pur el \'iru:; LP~f ~n cerdos jóvt::ncs 

LStepllitOo 1981, Stephano l~J88]. No se conoce cual es cxactarncntc el 

pat1·ón de expresión de los oligo~acri1·idos sinli lados en el cerdo, 

y tampoco si existen cambios rc·lucionadns al desarrollo, lo que 

clcja In linea de investigación abierta pa1·n futuros traba.ios. 
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CONCLUSIONES. 

l. El paramixovirus porcino LPM reconoce estructura~ celulares que 

contienen t.iciclo s itil ico, ya que e 1 tratamiento con ncuraminidasa 

inhibió la hemaglutinación y la formación de sincicios. 

2. El paramixovirus porcino LPM muestra gran especificidad por 

anómeros a del ácido sidlico, en eépecial por sialil(a2,3)1actosa. 

3. La actividad hemag!utinante del paramixovirus LPM es realizada 

por una proteína de 65 KDa-, que corresponde a la proteina HN 

reportada por sundqvist el al. en 1990 y 1991. 

4. La actividad hcmaglutinante de la proteína HN es bloqueda por 

moléculas de ácido siólico y en especial por sialil(a2,J)lactosa. 

5. La interacción de la hemnglutinina viral con su receptor celular 

es independiente de la fuerza iónicu, ya que los polisacáridos 

sulfatados no inhibieron la actividad viral. 

6. La hcmoglutinina viral mostró no depender fuertemente de 

Cltlior1cs clivtllcr1tc~;. ya que la presencia de catit1ncs 110 alteró su 

nctividad hemr1glut inantc. 

l.n actividittl ele ncuraminictnsn tlcl virus parece ~ur rcalizad¿l por 

la hcrnaglutinint! viral. 

S. La 01cti\•idc1tl ltL·molíticn r!t.:·l \'irus no 1_·s producida directamente 

por 1~ protcina HN. 

9. La protcin<I tc.rmoJ ábi 1, ya que la incubación a 

temperaturas de 56"'C o mayores lr1 inactivar1. 
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JO. La actividad formadora de sincicios del pnramixovirus porcino 

LPM es bloqueda por moléculas de 4cido sidlico y en mayor grado por 

sialil(a2,3)lactosa. 

Jl. Las células 

sialil(a2,31lactosa, 

V~ro expresan constitutivamente 

lo que las hace susceptibles a Ja 

moléculas 

infección 

por el paramixovirus porcino LPM. Estas moléculas se presentan en 

dos niveles uno muy superficial (glicoproteínas) y otro profundo 

(glic~ltpidos), a juzgar por Jos ensayos de tratamiento cnzim4tico 

y de reconocimiento ~ori lectinas. 

12. La expresión de azdcures en Ju superficie de células Vero puede 

ser inhibida utilizando antibióticos inhibidorcs ele la 

glicosilación, Jo que a su vez disminuye la susceptibilidad a la 

infección por el parnmixovlrus porcino LP~. 

13. Existe uno relación directa entre la expre,;ión de molcculas 

sialil(ct'.!,J)lactosa y Ja susceptibilidad a la infección celular. 

14. Los tejidos nervioso y 1~espirutor io de: cerdos neonatos 

expresan rnolóculns sinlil(u2.JJl~ctosn. l~a expresión de ost[LS 

molécu!ns es mayor en el tdl~11110. corl~7n ceret,1·nl y bror1quio~. 

15. Lit altn exprcsio11 de nioiC:culcis sia1il(Lt.2.Jll<.~clu;.:>a en los 

tejidos cerdos nc:onatos puede ser responsable ele Ja 

susccptibilidnct 111ostrncla ¡1or estos nni1nalcs a ln infección por el 

pnrnmixovirus porcino LP~t. 
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PERSPECTIVAS DE INVESTJGACION. 

Los posibles etnpns que continuarían en estn líneo de investigación 

serían: 

A. Estudiar n fondo los corocteristicas físico-químicas de la 

proteína HN n fin de determinar claramente como realiza su función 

de reconocimiento del receptor celular. 

B. Continuar In cnracteriznción del receptor celular, y de ser 

posible separarlo de Ja membrana para purificarlo y annliznr así 

sus características. Esto permitirá un mayor conocimiento de su 

función celular y de las ventajas que obtiene el virus al 

utilizarlo como blanco d.urante la. infección. 

C. Estudi1n la presencia de moléculas sialil(a2,Jllactosa en el 

resto de los tejidos de cerdos neonatos y en cerdos de mayor udaJ. 

para establecer los cambios en en su cxprcsi0n relacionados ct1n el 

desarrollo de los animales. 

D. Amplicar los ensayos ele inhibición de la glicosilación al 

estudio de las gl icoprotcínas ele! pnramixovlrus porcino LPM, con el 

fin de determinar el papel sus oligo~ltcári(lü~ e11 la infección y en 

el ciclo rcplic«tivo del virus. 

E. Por último. ~;;e prt:tl!ncte analjzar ln cxistencin ele factores 

rcguladorc5 de rcrl icnción i:iral en diferentes motlwtos in vivo l! in 

v"itro. con el fin de contestar a Jt1 prl!gunta: ;,por quC cada 

para111ixovirus tiene un ror1go de hospcd8ro tan i·cstringido, siendo 

que la 1nnyorín de ellos utilizan ur1 receptor co111tin? 
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