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CARACTERIZACION DEL RECEPTOR CELULAR DEL PARAMIXOVIRUS PORCINO LPM.
Reyes Leyva JR (1993) Tesis de Maestria en Ciencias Biomédicas, Inmunologia.
Facultad de Medicina, UNAM. Tutor: Dr. Edgar Zenteno.

RESUMEN.

El paramixovirus porcino de La Piedad Michoacan (LPM) es el agente etiolégico de
una - enfermedad que provoca alteraciones neuroldgicas, respiratorias y
reproductivas, acompafada por opacidad de la cérnea y que afecta principalmente
a cerdos neonatos. En cste trabajo se determind la naturaleza guimica del
receptor celular del paramixovirus porcino LPM. FEl virus LPM posee actividad
aglutinante para los eritrocitos estudiados, incluyendo humano A, B, 0, carnero,
cuyo, conejo, rata, ratén, pollo y cerdo. Ademds se realizaron ensayos de
hemaglutinacion (HA) v de Tormacion de sincicios (FS) con eritrocitos y células
Vero tratadas con las enzimas ncuraminidasa y tripsina. El tratamiento con
neuraminidasa disminuyé la HA y la FS demostrando que ¢l virus LM reconoce
residuos de dcido sidlico, por el contrario, el tratamiento de las células con
tripsina incrementd el grado de infeccidén. Para identificar la especificidad del
virus LPM se reatlizaron ensayvos de inhibicién de la HA v de la FS, con azicards,
glicdsidos ¥ glicoproteinas. Estos ensayos de competencia de unidn mostraron gue
el virus reconoce andmeros « del dcido sidlico, siendo sialil{e2.3)lactosa el
mejor inhibidor de la actividad viral. Glicoproteinas con un gran contenido de
residuos sialil(«2,3)lactosa, IgA ¥ orosomucoide, fueron buenos inhibidores de
la actividad HA del virus. Para determinar la participacién de los ol lL,OSdCdI idos
de la superficie celular en el proceso de infeccidn, se trataron células x{ero con
antibidéticos inhibidores de la glicosilacion. El uso de tunicamicina ¥
desoxinojirimicina redujo notablemente la infeccién por ¢l virus LPM, El patrén
de expresidn de arzdcares en células Vero y en tejidos de cerdos neconatos sanos
se determind utilizando diversas lectinas conjugadas a fluoresceina. Los ¢nsayos
de fluorescencia con la lectina de Maackia amurensis, especifica por moléculas
NeuAca2, 3Gal, demostraron ta presencia de sialil(el,3)lactosa en células Vero.
Los tratamicento de  las célulag Vero con neuraminidasa, tunicamicina y
desoxinojirimicina disminuyeron el reconocimiento por esta lectina. Esta lectina
también demostrd la prescencia de sialil(w2.3)lactosa en tejidos respiratorio y
nervioso de cerdos neonatos. En especiul on Ja mucosa bronquial y en la corteza
cerchral. Los resultados demuestran que of virus LPM reconoce como receptores a
moléculas sialiladas, cpresadas en la superficic celular., Al parecer la
estructura ninima reguerida por el virus p intoraciuar con su receptor ¢s ¢l
Acido sidlico, ya que su climinacidn de las cclulas disminuye la infeccién. Sin
embargo, o hemaglutinina viral parcce poscer un sitio de union restringido, ya
que 2,3 pero no «2,6 sialillactosa resultd ser inhibidor de la actividad HA ¥
FS. El patron de expresion de sialil(u2,3)lactosa en los tejidos de cerdos
neonatos y la especificidad del virus LPM hacia este tipo de oligosacéridos
explica el tropismo tisular mostrado en la patogenia de la enfermedad.




CHARACTERIZATION OF RECEPTORS FOR THE PORCINE LPM PARAMYXOVIRUS.
Reyes Leyva JR (1993) Tesis de Maestria en Ciencias Biomédicas, Inmunologia.
Facultad de Medicina, UNAM, México. Tutor: Dr. Edgar Zenteno.

ABSTRACT.

The porcine La Piedad Michoacdn (LPM) paramyxovirus is the cthiological agent of
o new porcine discase, characterized by neurological, respiratory and
reproductive manifestations with corneal opacity: that mainly affects neonatal
pigs. This work concerns with the chemic nature of cellular receptor for the
porcine LPM virus.

The studies incluided the inhibition of both hacmagglutinating (HA) and syncytium
forming (SF) activities of LPM virus, using sugars, glycosides and glycoproteins
as receptor binding competitors. The viral HA and ST activities were also tested
with neuraminidase- or trypsin-treated cells. Also, the virus infection was
tested on glycosylation-inhibited Vero cells. Finally, the binding patterns of
FITC-conjugated lectins were tested with mock and treated Vero cells as well as
with neonatal healthy pigs’ tissucs.

The competition binding asssays showed that LPM virus recognizes sialic acid-
containing structures, mainly sialyl{«2,3)lactose moieties. Moreover, the human
glycoproteins, IgA and «l acid, wich contain high amounts of sialyl{a2,3)lactose
were the best inhibitors of the virus activities. The assays in ncuraminidase-
treated Vero cells confirmed the relevance of sialic acid as receptor for LPH
virus, because this treatment diminished the infection. Conversely, treatment of
the cells with trypsin increased the number of syncytia produced by LPM virus.
The inhibition of the glycosylation pathway of Vero cells with tunicamycin or
deoxynojirimycin abolished or importantly diminished, respectively, the syncy-
tium forming activity of LPM virus. The cxpression of sialyl{u2,3)lactose
molecules in mock Vero cells was confirmed using FITC-conjugated Maackia
amurensis (MAA) lectin, wich specifically recognizes Neuacu2,3Gal moicties.
Treatment of Vero cells with neuraminidase, tunicamycin or deoxynojirimycin
notably decreased the binding of this lectin. In the same manner, this lectin
showed a high binding degree on nervous and respiravory tissues of neonatal pigs.
The highest binding of MAA Jectin was observed with bronchial mucous and cerebral
cortex.

The results showed that LPM virus recognizes sialylated molecules as receptors.
1t secms, that sialic acid ts the minimal structure required by LPM virus to
interact with cetls, However, the viral hacaagglutinin scems to have o restricted
hinding site. because, «2,3. but not «2.6 sialyllactose inhibited the virus
activities., This suggests that the N—acetyl group as well as the Cl's hidroxyl
of sialic acid and possibly the CH,OH group of Gal are relevant components in the
interaction with LPM virus. The binding site on the virus haemagglutinin scems
to recognize both the chemic structure and the tridimentional conformation of
cellular receptors.

The expression pattern of sialyl(a2,3)lactose on neonatal pigs’ tissues and the
high specificity of LPM virus for these molecules explain the tissue tropism
showed in disease’s pathogenesis.
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INTRODUCCION. -

,Enfermédadtdel ojorazul en el cerds.

dequ-Eiédéd Miéhoqcén (LPM) ‘es. el agente

:déilbjofaiﬁl‘{Moreno—Lépez'ét‘al; 19861,
nuevaentid d‘:at'ldgic&;d¢1 ganqQ;po;cin9 en 1a que’se presentan

alteraciones neurolégicas, . respiratorias.- y.. ‘reproductivas

Vacbﬁééﬁadas:qu \paq;dgd!ﬁé\Iéré§rh§é{:ld'qﬁe diérsfigen‘al nombre
de la enfermedad (Fig. 1) [Stephano, Gay y Ramirez 1985].

Los‘primeros casos de la enfermedad se presentaron durante 1979 en
granjas de La Piedad, Michoacdn, donde se observaron brotes de una
encefalitis en lechones con caracteristicas clinicas y patoldgicas
diferentes a las observadas previamente en México {Stephano et al.
19811. En 1980 se observaron brotes de la enfermedad en otras
granjas de la misma zona asi como en granjas cercanas en los
estados de Jalisco y Guanajuato. Ese mismo afio la enfermedad se
expandié al resto de Michoacdn y Guanajuato. En 1982 la enfermedad
se diagnosticéd en el FEstado de México. en 1983 en el Distrite
Federal y en los estados de Nuevo Leon, Hidalgo, Tlaxcala vy
Queretaro {[Stephano v Gay 1985]. En 14984 se presentaron brotes en
Tamaulipas y en 1988 en Puebla vy Campeche {Carredn et al. 1989]. La
enfermedad ha continuado su difusidén en el pais, sin embargo, el
foco principal sigue siendo La Piedad y zonas circunvencinas de los

estados de Michoacdn, Jalisco y Guanajuato, donde existe una densa

poblacién porcina [Fuentes et al. 1990].



FIG. 1. CERDO CON OPACIDAD CORNEAL.

Cerdo de 45 dias de edad con opacidad unilateral de la
cbrnea y conjuntivitis bilateral; al momento de la foto-
grafia, el animal presentaba pardlisis bilateral de los
miembros posteriores. El suero de este cerdo mostrd un
titulo elevado de anticuerpos contra el paramixovirus
porcino LPM.



- Hasta eLv momento,’ Méx1co és'fe}b ‘unico paiq afectado por la
enfermedad del OJO azul del cerdo [Llnné 1992] sin embargd,'se
pensaba que un s1ndrome 51m11A1, con altcra01oncs resp1ra1ox1as ¥
~reproductxvas,,descr1to -en Estados Unldos, Canadé Holanda 'y otros
'pnises de Europa,kera cauqado por el mLsmo param1xov1rus‘ Se hé

‘reportado rec1entcmentc quc este sindrcme es’ causado por el virus

~de Lelystad [Chrxstxanson 1791] ‘fcual ha sxdo 01551flcado dentro

Caracterf{sticasiclinicas

Durante ﬁn brote de la enfermedad del! ojo azul la morbilidad es del
20%, con una mortalidad del 90%, siendo los animaies miés
susceptibles lechones menores a 20 dias de edad [Stephano et al,
1981]., Los signos clinicos varian de acuerdo a la edad de los

animales. En cerdos neconatos los signos se presentan rdpidamente y

reflejan la infeccidn del sistema nervioso central; es comin
observar a los lechones con ataxia, rigidez en los miembros
posteriores, temblor muscular, movimientos involuntarios, etc., los

lechones mueren reguiarmente 48 horas después de gue los primeros
signos son observados. La opacidad de la cdérnea sélo se presenta en

1-10% de los animales afectados [Stephano, Gay y Ramirez 1988].



Los cerdos ina)'drés de -30 . dias d¢ edad queb sdn;_infe‘c‘tados s6lo
presentar{ manifestaéiones reproduc”tivv’as,: ré'ra've’z pvr’esentan isignos
de dafio neurolégico y pocos mueren por ta 1nfecc16n, a menos que se
_presente dﬁoc1ada . a otras 1nfecc10nes __de tipo" respiratorio.

Frecu'vente,mente,f, la un1ca 1nd1ca016n ‘id la 1nfecc16n en cerdos

mayor,égAe_s 'con‘untlvrxt“ls y' pac dad de la cérnea. Las cerdas

t das desarrollnn ocaswnalmente opacidad

1lcados, cuando se infectan al

inicio de la ‘gestacién’ presentdn""regresos al estro, con la

consecuente baja en »los porcentaJes de fertilidad. Estas

manifestaciones redundan en..un dano importante a la economia de los

porcicultores [Stephano y 'Gay 1985].

Desde 1983 se han indentificado brotes de la enfermedad, con
encefalitis y opacidad de la cdérnea, en donde los principales
afectados son cerdos mayores de 45 dias de edad. En estos casos,

mids de las alteraciones reproductivas cominmente observadas en
las cerdas, los machos presentan orquitis, epididimitis y atrofia
testicular [Stephano et al 1990, Campos y Carbajal 1991]. Esta
sintomatologia sigue el comportamiento patoldgico de otro

paramixovirus, el de la parotiditis humana [Pomeroy y Jordan 1992].

10



Patogenia

En CStUleS de transmls1on e‘{pcrlmental se demostré que e}l virus

LPM producxa 51gnos clinxcosvy camblos paLologlcos en lechones

: Stephano et al 1938], similares a
los’ que habian ‘s1¢p‘ k en brqtes naiﬁrales. Hay
gvidcnp;as‘qug ;ndi :7_'::f: 1 :ﬁﬁé;ﬁqpufdf‘de infeccién es la
qasdfaringe{ g ao A

Y Yper1mental intranasal o

intratraqueal.- dia de edad, provoca un sindrome

nervioso s1m11ar al observ do en l&'infecéidn natural [Stephano y

Gay 198 ]

El sitio inicial  de replicacién podria ser la mucosa nasal
(cornetes) y amfigdalas. De ahi, el virus se disemina hacia el
sistema nervioso ¥ los pulmones; ésto sucede temprano en la
infeccidn ya que una de las primeras manifestaciones clinicas es la
aparicion de signos neurolégicos [Stephano v Gay 1985]1. Ademds, el
virus se aisla de encéfalo con mayor abundancia que de ningun otro
tejido, ¥ l!la inoculacidén intracerebral acorta el periodo de
incubacidén, ocasionando cuadros clinicos similares a los casos
agudos en lechones infectados naturalmente [Pérez, Stephano y Gay
1988]. Dafios microscépicos en ¢! sistema nervioso central, se
observan adin en cerdos sin signos neuroldgicos. El mayor dato
histolégico es una encefalomielitis, que afecta principalmente la

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

marcada gliosis focal y difusa inflamacidén linfocitaria

11



perivas cular, neuronofagla, necrosis ncuronal y g11a1 meningitis
y coroldltls ¥ ‘ho se obbcrvan cuerpos de 1nc1u816n. En:los-pulmones

es frecuente ob ervar Zonas dJsemlnadas de neumonla intersticial,

con engrosamlento ldel septo;alveolar por células mononucleares

[Stephano, Gay -y Ramire7 1988]

Ramirez 19881,

La opacidéd corneﬁl norha sxdo‘reproduc1da evper1menta1mente. La
alteracidén macrascépica mdq dréstlca que se ha logrado reproducir
en el ojo es el edema corneal que desaparece paulatinamente. Los
cambios histoldgicos incluyen el edema corneal y uveitis con
infiltracion por macréfagos y neutréfilos en diferentes partes del
ojo: endotelio corneal, unidn esclerocornecal, en el iris y en el
nervio 6ptice [Stephano y Gay 1983].

El virus también pucde llegar a dtero causando muerte embrionaria
y retorno al estro en cerdas en el primer tercio de la gestacidn y
produciendo muerte fetal y momificaciones en cerdas con gestacién
mds avanzada. Muchos animales tienen una amigdalitis moderada con
descamacidén de! epitelio y con c¢élulas inflamatorias en las
criptas. En otros drganos no se observan cambios importantes

[Stephano y Gay 1985].




Estructurabdelkvirus LPM.

Por sus caracteriStléas'fisico-quimicas. biolégicas, estructurales

¥y morfolég1cas el v1rus LPM ha sido c1351f1cado dentro del género

Param1¥ov1rus.kde-la,famllla Paramyxov1r1dae. En el cuadro 1 se

presenta 1nformac16n sobre la familia Paramy\ovxrldae y un resumen

de la func;én de sus protefnas..*

El - virus LPM ha sido 11slado a partxr de las amigdalas, el pulmén

y 'él* encéfalo de “lechonesrkconf ncefalom1e11t1s aguda. A la
mlcroscopfa electronlca el v1rus LPM muestra la morfologfa clédsica

_los param1XOV1rus (Fig"a 2) [Moreno-Lépez et al. 1986]. En

tinciones negativas los viriones de los paramixovirus se observan
esféricos o pleomdrficos y miden de 100 a 360 nm. Su nucleocapside
es helicoidal ¥ estd encerrada e¢n una membrana lipoprotéica,
derivada de las células, qgue es c¢xtremadamente frdigil, dejando al
virién vulnerable a la destruccidn por ¢l almacenaje, congelamiento
y descongelamiento. Debido a esto, las particulas virales aparecen
con frecuencia distorsionadas en las micrograflias electrénicas, y
¢s dificil hacer la demostracidén de su nucleocdpside interna

{Kingsbury 1990].

Como todos los virus con envoltura, el virus LPM se inactiva con
solventes organicos, como éter y cloroformo, sin perder sus
caracteristicas antigénicas {Moreno-Lépez e¢t al. 1986). Ademds, es
resistente a la actinomicina D, lo que indica la presencia de dcido

ribonucléico (ARN) en su genoma [Stephano, Gay y Ramirez 1988]. Los

13



CUADRO L. FARILIA PARANYXOVIRIDAE.

La familia Paramyroviridac incluye 3 virus formados por ARN de cadena dmica, negativa; los cuales han sido
clasilicados en tres géneros de acuerdo a las actividades biolégicas de su glicoproteina de adherencia (ON, U o
G). Todos los micmbros de esta familia son cavsantes de cnfermedades importantes tanto en animales como en el
hoabre, afectando cn forma significativa a fos sistemas respiratorio y mervioso.

CLASIFICACION DE LA FANILIA PARAMYXOVIRIDAE.

GENERO PROTEINAS ACTIVIDADES ESPECIES HOSPEDERO
DE ENVOLTURA  BIOLOGICAS VIRALES RATURAL
Paramixovirss N, ¥ Hemaglutinacién  Virus Sendai (PI-1} Ratén
Neurasinidasa P{-3 bovino Ganado bavino
Fusiéa celular # Virus parainfluenzs
tipos -4 humznos flombre
+ §VS (PI-2 canino) Perso
# Virug de la parotiditis Hombre
t Virys LPM cerdo
virus de fa enfermedad
de Newcastle Aves
Worbillivirus H, ¥ Hepaglutinacién Virus del sarampin flogbre
Fugidn celular Virus del moguiilo Perro
Virus de Iz peste del
ganada Rumiantes
Preasovirys 6, ¥ Fusién celutar Virus gincicial
respirstorio humane Hombre

Virus sincicial
respiratorio bovino

Ganado bovigo

 Por su homologfa genémica los wirus PI-2, PI-4, Parotiditis, SVS y LPH

serdn clasificados en un género aparte Ilacado Rubviavirus.

PUKCIONES DE LAS PROTEINAS DE LOS PARAKIXOVIRUS

PROTEINA FUNCION PRINCIPAL

iy Glicoproteina de fa envollura viral responsable del reconocimiento del receptor celular

F Glicoproteina de la envoltura viral, su afta hidrofobicidad [avorece la fusién
cos {a meabrara celular y la formacion de sincicios.

N Protefna asociada a la parte jnterns de la envoltura viral, sc encarga de organizar las
protefnas y nucleocdpsides durante ¢l ensamblaje del viridn,

Np Protefna estructural que comstitoye la base principal de ta cépside viral, estd asociada
fuertemente al ARN genédmico.

L Proteina involucrada junto con la proteinma P en la actividad polimerasa.

P Proteina relacionada con [a actividad polimerasa, parece participar en la repulacién de la

replicacidn del genoma viral




paramxeV1rus contlenen ARN de hebla “negatxva por lo tanto, el

ARNm debe ser pr1mero transcrlto por una pollmalasa de ARN ~que

viene 1ntegrada al v1r1én (Flg ) [Ro1zman 1990]

El v1r1on del paramlxovxrus porc1no LPM esté cothltuldo por seis

prote1nas~ la Hemaglut1n1na—Neuram1n1dasa (HN), la proteina de

Fusxén (F), :_1a?Fosfoproteina;(P)y 1& Nucleoproteina {NP)}, la

protexna de Matr1z (M) y“la proteina{devalto peso molecular (L)

: ,Enflagtabla,l se muestran en

relativos. de  las  proteinas
Fcomparacién ‘con las de otros

pafamf*évifhs”[Linné.19§2]}if~—ﬂ

Las proteinas L, NP y P junto con e! ARN viral forman la
nucleocdpside de los paramixovirus. Las proteinas P participan,
formando un complejo con la proteina L, en la replicacidén del ARN
viral (Fig. 5). Al parecer, la proteina NP sdlo posee funcidn

estructural [Ray y Compans 19%0}.

La proteina M de los paramixovirus se asocia a la envoltura viral
pero no esta glicosilada, su funcidén principal consiste en
organizar a la nucleocdpside en las zonas de la membrana celular
donde abundan las glicoproteinas virales; también ha sido implicada
en la regulacidon de la sintesis de ARN [Morrison 1988). En el virus
de sarampidén, las proteinas M estdn relacionadas con la induccién
del dafio a la membrana celular de neuronas y en la presentacién de

panencefalitis esclerosante subaguda {Ray y Compans 1990)]. La
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FIG. 2. MICROGRAFIA ELECTRONICA DEL PARAMIXOVIRUS LPM.

Tincién negativa (dcido fosfotungstico) de un viri6n del virus LPM

aislado del cerebro de un lech6én con signos de encefalomielitis.
N6tese la envoltura viral con proyecciones (complejos de

glicoproteinas) y la nucleocdpside helicoidal enmarajiada en el inte-

rior del viri6émn. Es comGn observar nucleoclpsides separadas, debido

a la fragilidad de la envoltura viral (Moreno-L6pez et al. 1986).



Enzimas del viriéon
Virién

ARN de hebra (=) m—w—m———p- ARNIM (+) —===p- Protefnas

| -

ARN de hebra (+)

| -

ARN de hebra (~)

progenie

-

Progenie del virus

Fig. 3. FLUJO DE EVENTOS DURANTE LA REPLICACION DE LOS
PARAMIXOVIRUS. Tomado de Roizman (1990).

El viri6én de los paramixovirus esté formado por un &cido
ribonucléico (ARN) de cadena (~) que sirve de molde para
1. La transcripci6n de un ARNm, que codifica para las
proteinas virales y que es sintetizado por una transcrip-
tasa que viene asociada al virién. 2. Una vez iniciada la
sitesis de proteinas virales, la hebra parental sirve de
molde para la sintesis de ARN de cadena (+) (diferente al
transcrito inicial de ARNm) que a su vez serd utilizado
para la sintesis de mGltiples copias de ARN (-) que forma-
rén. el genoma de la progenie viral (Roizman 1990).



Fig. 4. PERFIL-ELECTROFORETICO DEL VIRUS LPM.
El virus LPM fué marcado con 355—metionina y
posteriormente inmunoprecipitado. Lineas 1 y
2, células PK-15 no infectadas. Lineas 3 y 4,
cé&lulas infectadas con virus LPM. Lineas 5 y
6, virus LPM purificado. Lineas 2, 4y 6 con-
tienen el material inmunoprecipitado con un
suero hiperinmune anti virus LPM. Las letras
a la derecha corresponden a las protefinas
virales (cuadro 1). Tomado de Sundgvist el al.
1990.



Tabla 1. PESOS MOLECULARES RELATIVOS DE LAS PROTEINAS
ESTRUCTURALES DE LOS PARAMIXOVIRUS.

Virus

Proteina  LPMv PI-3 Sendai NDV  Parotiditis

L 200 200 200 200 200
il 66 68 n 12 19
NP 68 65 38 33 - n
F 39 34 49 33 b1
P 219 19 33 45
M 4 39 38 37 49

Los pesos moleculares de las diferentes proteinas de los
paramixovirus se obtuvieron de Sundqvist et al, (1990) y de las
referencias de ese articulo. Los pesos moleculares estdn
expresados en KD.
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. FIG. 5. DIAGRAMA; DE .UNA PARTICULA DE F:XliliMIXO‘.?I'RUIS; »Y“"DEL-QJAPA GENOMICO.
Los'geneé y las proteinas que-ellos codifican estdn marcados con el
mismo tipo de sombreado. . La nucleocdpside interna (negro) contiene al
ARN genomico junto con.las pioteinas eéstructurales de nucleocipside, NP.
Las proteinas asociadas.al genoma P (circulos) y L (évalos).qge parti-
cipan en la‘rep;icacién del ARN viral. En la parte interna de la envol-
tura se encuentra la proteina M (circulos rayados) y en la parte exter-
na las glicoproteinas HN (proyecciones redondas) y F '(proyecciones .. -
triangulares). E1 mapa genémico muestra la secuencia de genes determi-
nada para el virus LPM, los nmeros corresponden a los nucleftidos que
constituyen cada gen (Linné& et al 1992). El esquema fu# tomado de un
modelo para el Viius Sendai (Kingsbury 1990).




prote1n4 M del vxrus LPM es rlca en am1n0dc1dos bésicos, estos le

confxeren una carga neta pos1t1 a: que pucde Ser 1mportante en - su

1nLeracc16n cor

La- glfCQéerei ',forma parte de la
envolfhfa'vxral

con” gran-afinidad, a”estructuras celulares ‘que ‘contienen dacido

siélicé. Laé proteihaévﬁN fofman,dimeros y tetrdmeros unidos por
puentes disnlfufo, reSpcnsableé de - la obéervacién de proyecciones
en la superficie ‘del virién. VEstés complejos presentan a los
receptores celulares un grupo-de sitios de adhesidn que incrementan
la probabilidad de interaccién productiva [Kingsbury 1990].
Andlisis de las secuencias nucleotidicas han demostrado que la
porcién hemaglutinina de la proteina HN, es muy conservada entre

tos diferentes paramixXovirus [Morrison 1988]. La proteina I[N
presenta también un dominio conscrvado con capacidad para eliminar
tos residuos de dcido sidlico de Jos receptores celulares
permitiendo un mayor acercamicento con estructuras celulares que
actdan como receptores secundarios [Huang et al., 1980].
Recientemente, se¢ ha propuesto que existe una gran homologia ¢n
aminodcidos funcionales entre la proteina HN de los paramixovirus
con la neuraminidasa del virus Influenza tipo A [Colman, Hoyne y
Lawrence 1993]. Asimismo, la proteina HN del virus LPM conserva
gran homologfia, en la secuencia de aminodcidos de sus dominios

funcionates, con otros Paramixovirus [Sundqvist et al. 1991].



La glxcoprote1na F i; dé} los 'ﬁaramixovifusr feali?a; funcﬁ§hes,
eqcnc:ales en la penetracxon de 1a célu1a§ ﬁués ipgfd lakfﬁsién de
la envoltura v1ral a; la porc16n externa de. la mémﬁfana‘celularp
También: es: e(presada sobre la supcrf1c1e de la célula 1nfectada, lo
que permlte que tal: célula fusxone su membrana con la de la célula
vecina: no,tnfectada, producxendo La formac16n ‘de’sincicios y la

extensién de ~la: 1nfecc1on en e] érea local por este mecanismo de

reclutamiehto. : La. protelna F,"sej 51ntet1z en. forma de dos

precursores (Fl y F°) un dos por tin puente dlsulfuro para formar un

heterodimero . con: actxvxdad bloléalca [kxnnsbury 1990].

Ei ané}isié‘dérlééféeﬁéé.ééraalas?pf&feinés ﬁN [Sundqvist 19917, M
[Berg et al. 19911 y P {Berg et al‘ 1992] ha mostrado la estrecha
relacién existente entre el virus LPM y los virus del subgrupo 11
de paramixovirus: parotiditis, virus simico 5 (SV5), Parainfluenza-
2 (PI-2) ¥y PI-4; encontrdndose un porcentaje d¢ homologia en
secuencia de aminodcidos alrededor del 40% con estos virus y del
30% con virus del subgrupo 1: Sendai, PI-1, PI-3 humano y PI-3
bovinoe (Tab. 2} [Linné et al 1992]. Se han presentado cvidencias
de que el ARNm de la proteina P del wirus LPM, involucrada en la
replicacidn viral, sufre un procesamiento postranscripcional
similar al!l ocurrido en ¢! virus de la parotiditis humana; este
procesamiento conduce a la expresidn diferencial de proteinas P, V
o C [Berg et al. 19921. El significado biolégico de la cxpresidn de
las diferentes proteinas es desconocido, sin embargo esto indica

que el virus LPM y el virus de la parotiditis 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 Muy SVS PI-2 PI-4 NDV SV PI-J MV RSV

Iy 41 43 38 35 32 2% B 16 18

Mev - 45 40 38 3 27 26 19 18
SV - 4039 3N 1 o1 B2
PI-2 - 33 2 2% 4N
PI-4 - YV A B U I3 |
NDV - 5n
SV - 48 0 22
PI-3 - 20 18
MV - 1

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



evolutivdmente; v pud1eran conse1var s1m111tud en sus mecanismos

re"uladores de la’ repllcac16n [Linné 199“]

Al~parecer;~ cla 16n genétlca de r 1os

générog Morb s Yy Pneumov1rus, es eﬂcasa ef al., 1992].

Con base

atos acﬁmulhddé,' 'PMuha'sido clasificado

come nuevo m'embro d'l géncro Param1xov1rus Sin embargo, se ha
propuesto rec1 clasxflcado junto con
los virus SVS,;paIOtidit{S,, =20y BI=4. entro de un nuevao género

de 1la familia'ParaMixévipidae;fl1ﬁm&d"RubulaVirus.

Propiedades biolégicas del -virus LPM.

El virus LPM se replica con facilidad en e} citoplasma de cultivos
primarios de células de rifidn de cerdo, tiroides de bovino y en las
tineas celulares PK-153, TC., Vero, CK, BEK. BHK-2! y ED [Moreno-
Lopez et al. 1986]. También crece en la cavidad alantoidea de
embriones de pollo de 6 dias, provocando mortalidad del 50% de los
embriones en un periodo de incubacidn de 72 horas [Stephano, Gay ¥y
Ramircez 1988].

En cultivo primario de rifidn ¥ en células Vero, el efecto citopa-
tico producido por el virus LPM consiste casi exclusivamente en la
formacién de sincicios (Fig. 6). Sin embargo, en cultivos de
células PK~15 el virus LPM produce vacuolacidén seguida por lisis

celular y la formacidn de sincicios es escasa (resultados Fig., 11).
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FI1G. 6. EFECTO CITOPATICO EN CELULAS VERO INFECTADAS CON VIRUS LPM.

Cultivo de cé&lulas Vero (rin6n de mono verde africano) infectado
con 1000 UFS del virus LPM. La formaci6n de sincicios es muy
abundante, llegando a formarse sincicios con mids de 50 nGcleos.

Los cultivos de cé&lulas Vero infectados con virus LPM sufren poca
lisis celular.



El . daflo célqiar"sé empieéza . a observar en- el segundo ~dia
postinfecgiéﬁ"y;se_pdmpleta‘en'el'quinto dia [Martinez. et al.

19857.

a bapapidad”de'aglutinaf eritrocitos de una

.tales 'como: 'carnero, oveja,

cabraj: gato,’ perro; . cobayo, conejo, rata,
ratén;. . “pavo.y humano de tipo A. B y O.
~‘Debido e neuraminidasa ‘en su envoltura, también

produce - lisis.de -los ‘eritroéitos sefialados [Moreno-Lépez et al

1986;'Sfcbhand{ Gay y Ramirez 19887,

Inmunidad.

Es escasa la informacidn generada en relacidén a la inmunidad en la
enfermedad del ojo azul. Algunos datos, como la autolimitacidn de
la enfermedad e¢n una zona de brote. sugieren que Ja inmunidad es
sdlida [Stephano y Gay 1985]. En animales convalescientes de la
enfermedad se pueden identificar titulos altos de anticuerpos por

periodos prolongados [Herndndez-Jdauregui et al. 19927,

No obstante la estrecha relacidn genética y estructural existente,
el virus LPM no comparte determinantes antigénicos importantes con
otros paramixovirus, ya que los sueros hiperinmunes contra PI-1,

P1-2, PI-J, sarvampidn, parotiditis, virus sincicial respiratorio
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humano . y“ bbvfn6 -y’ virus' de” la 'enfermedad"de Newcastle - no
reaccionéroﬁ ébﬁyiel virus LPM- en pruebas dér neutraiizaciéh,
1nmunoflouresccncxa,‘f1JaC1on del complemento, 1nmunod1fus16n doble
(Flg, 7) e 1nhxb1C1on de la hemaglutxnac1on [Martlnez et al. 1985,

Moreno- Lépez et al.- 19861. Esto adqu1ere mayor,1mportancia al

conocer gque-sueros-colectados desdeﬁ197° pre en aron titulos altos

de anticuerpos. . contra el virus LPM. EStds da;qs sugieren que el

'To'"de la poblacidn

virus. LPM .ya. se encontraba_diéff@bufddi
porcina mucho antés de idenﬁificar, nfermedad del ojo azul

[Rosales, Martinez .y Correa 198871

Por el momento, no existe vacuna comercial contra la enfermedad del
ojo azul, aunque se han desarrollado algunas vacunas que han

strado buenos resultados en la prevencién de la enfermedad
experimental [Reyes-Leyva 1988, Hernandez y Herndndez 1990,

Herndndez-Jduregui et al. 1990, Herndndez-Jdurecgui et al. 1992].

Receptores virales.

El evento inicial en la infeccidn viral es el reconocimiento de
células susceptibles, que poseen en su superficie moléculas que
actidan como receptores virales. La unidn del virus a su receplor es
mediada por proteinas de adherencia viral [Tardieu, Epstein y
Weiner 1982]. La interaccidn entre las proteinas 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 onina del virus PI-3. 1. Virus LPM. 2. Virus PI-3.
No hubo reaccibn cruzada entre 2 y b. En otros ensayos el
virus LPM tampoco ha mostrado reacciones cruzadas contra
los virus PI~1, PI~2, PI-3 humano, sarampi6én, parotiditis,

VSR humano y bovino y NDV. -Tomado de Moreno-LSpez et al.
l986. ) :



este proceso.puede.realizarse por endocitosis o:por_fusién-con la

membrana éelﬁiar (Fig: 8J [sharpe yiﬁiﬁlds‘ i s Virus,

como - los ‘picornavirus, “utilizan:un VP, . para

adherirse  y-penetrar a-suicélula-blanco niembargo, -los virus
complejos. pueden . tener ‘mds de’d

superficie y reconocer distintas. ées

Epstein’ Y‘~Weiherf 19827,

compléJaS? para “aSegﬁ;ar'* Por.ejemplo, si la

penetracién-no resulta;? losTpa ifus~pueden- separarse de las

celulas . después  de VéScisxén' dcido neuraminico de sus
‘receptores = utilizando neuraminidasa, asi el virus
aparentemente. Teconoce a la‘célula que va a infectar [Roizman

1990].

Un. gran nimero 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 [Eppstein et al. 19851, ta moldécuia €3d de linfocitos
humanos, es el receptor del virus Epstein-Barr [Fingeroth ct al.
19841 y el receptor para acetilcolina es utilizado por el virus de

la rabia [Lentz et al. 19821}

Diversos virus reconocen como receptores primarios o secundarios a
moléculas sacaridicas. Por ejemplo, los virus varicela zoster y
herpes simple utilizan para enlace inicial moléculas de heparén

sulfate [WuDunn y Spear 1989], sin embargo, la unién mas especifica
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FIG. 8. MECANISMOS DE INFECCION EN VIRUS CON ENVOLTURA.
1. El primer evento de la infeccién viral es el reconocimiento de recep-
tores celulares, esta reaccibn es reversible, de tai forma que'el virus
puede separarse para buscar otra célula. 2. La afinidad entre las protei-
nas de adherencia viral y los receptores refuerza la interaccibén inicial
e induce la invaginacién. de la membrana celular. La penetracidn a la cé-
lula puede seguir dos vias: 3. La ‘fusién 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 incluido dentro de una vesicula; para que el
genoma pueda ser liberado se requiere de un aporte de protones que incre~ .
mente la acidez de la vesicula para que se separe la nucleocépside viral,
. . la “infeccidén puede ser productiva (5), es
decir, el genoma se replica y hay liberacién de viriones. .
se presenta infeccifn abortiva (6) en la cual la célula no permite la re-
plicacidén viral. Tomado de Sharpe y Fields (1985). .



de estos kvxrus ocurre' con 'otra éstructura, el ireceptor- para

f“ctores de] crec1mxento de fibloblasto [YaVon ét'al. 1991]' los

virus de 1nf1uenza tlpO A y B, xnteractuan con: moléculas del dcido

.et al. los

1988]:

*los coronav1rus, parecen reconocer el

,éc1do ‘N acetll “9-0-acetilneuraminico

198

frEn~el citomegalovirus
Jmurino.la virulencia parece estar directamente relacionada con el
reévoéiﬁiento cdnjunto de'écjdo neuraminico y N-acetilglucosamina
[Révindranath y Graves 19907,

La especificidad y afinidad de las proteinas de adherencia viral
por el receptor en las célutas blanco determina el tropismo tisular
y el rango de hospedero de un virus {Tardicu, Epstein y Weiner
1982]1. La localizacién de los receptores en sitios estratégicos,
celulares o tisulares, ha sido decisiva en la evolucidon dec cada
familia viral [Pastan y Willingham 1981]. La expresién de posibles
receptores virales en una célula determina la susceptibilidad a la
infeccidén, pero no implica que tal célula sea permisible a la
replicacidén del virus. Asi. el receptor para poliovirus, ICAM-1, se
expresa en células del tracto gastrointestinal ¥ en neuronas,
lugares donde la rceplicacién de e¢stos wvirus e¢s permitida. Sin
embargo, en otras cé¢lulas que expresan ICAM-1 no hay una infeccidn
productiva, esto implica que 1los poliovirus requieren algunos
elementos celulares especificos que permitan su replicacién

[Rueckert 19907.



En algunos vxrus la espec1f1c1ad por el reccptor cs controvers1al,

por eJemplo los‘param1xov1rus rcconoccn como‘rcceptor moléculas

‘ubzcuas, que cont1encn"

ac;dq slal1co; yosin embargo el rango de
hospedero-“d Tesirestringido

[Kingsﬁﬁ:yuiggp]

No .obstant: vde-: receptores i ales 'COnocidos. la

mayo%iagdé~ os o sxa11lol1go—

<acér1do~. ] Te eptor pueden actuar
d1rectamente ‘comd'ue1~; “las proteinas de
'adherenc1a vtral d”actﬁéh maﬁtknlendoruné'ccnformacién adecuada

del sitio receptor [Tavakkol y Burness 1990]

Glicosilacidn.

La glicosilacién es una cualidad comin de 1a mayoria de las
membranas eucaridticas y proteinas de secrecidn. Las porciones
glicédnicas, de glicoproteinas y glicolipidos, estdn presentes
exclusivamente sobre la superficie externa de la membrana
plasmatica y forman parte de los receptores para diversas hormonas,
toxinas o bacterias entre oltros.

Los carbohidratos estdn unidos por enlaces O- y N-glicosidicos a
las proteinas de la superficie celular y su biosintesis sigue la
via de glicosilacion general establecida para esta clase de

compuestos. En el caso de estructuras N-glicosiladas dos fases

o
XS]



pueden sef dfstinguidas en la via de glicosilacidn:

LN El en%amble deée un oligosacédrido .precursor (GchMawGlcNAch

‘sbbrg'7e transportador Dolicol' . pirofosfato- (Dol-PP), ¢l cual

transfiéré'es;os~precursores a-las cadenas de polipéptidos recién

siﬁtgtiiddgsceh el reficulo‘endoplésmico'(RE).

2%  Uhékvézjnnido, é1 oligosaédrido sufre una secuencia de
reaécioﬁéé‘dejseparééiéh'éh las que .dintervienen principalmente las
enzimas glucos1dasas 1 v II dél RE y manosxdasas I y Il del aparato
de Golgx. La adxcton de reszduos de N-acetilglucosamina, galactosa,
fucosa -y ‘acido siélicb catalizada por glicosiltransferasas
especificas en el compﬁrfimiento trans-Golgi, completa el ensamble
del complejo de oligosacdridos (Fig. 9). Dependiendo del grado de
procesamiento, una gran variedad dec oligosacdridos de tipo
manosidicos ¥y N-acetilactosaminicos pueden scr observados en las

superficies celulares (Fig. 10) [Kornfeld ¥ Kornfeld 1985].

El uso de antibiéticos inhibidores de la glicosilacién ha permitido
estudiar el papel que juegan los oligosacdridos de glicoproteinas

virales y celulares durante los procesos de infeccién [Klenk 19907].
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FIG. 9. VIA DE GLICOSILACION DE LOS N-GLICANOS.

El proceso se inicia cuando el Dolicol pirofosfato (Dol-P)
transTiere, al polipéptido recién sintetizado, un oligosacdrido
precursor formado por tres glucosas (tridngulos), nueve manosas
(circulos obscuros) y dos N-acetilglucosaminas (cuadros). Este
oligosacdrido sufre una serie de reacciones de separacién en las
que intervienen las enzimas glucosidasas I (1) y II (2) y a-1,2
manosidasa (3) del reticulo endopldsmico y las manosidasas I (6) y
II (8) del aparato de Golgi. La adicién de residuos N-
acetilglucosamina, fucosa (circulos claros), galactosa (estrellas)
y 4fcido sidlico (rombos) es realizada por glicosiltransferasas
especificas (4,7,9-13).

Cada tipo celular posee diferente actividad enzimdtica en relacién
a su via de glicosilacién, por lo que se puede observar gran
variedad de estructuras oligosacaridicas 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 gue sufran las estructuras
glicdn icas en la via de glicosilacibn, &stas pueden expresar oligosa-
caridos de tipo complejo, con terminaciones de dcido sidlico (S.A.) y
ramificaciones laterales de N—acetilglucosamiﬂa (GlcNAc) y de fucosa
(Fuc); © pueden expresar molé&culas con un gran contenido de manosa
(Man). Algunos glicanos expresan moléculas hibridas con terminaeciones
en galactosa (Gal) o en manosa .con cadenas laterales de N-acetilgiuco-
samina. Tomado de Kornfeld y Kornfeld 1985.



JUSTICACION.

El .aislamiento ¢ 1dent1f1cac10n ‘de. ‘nueves  virus se realiza en
individuos i con 1gnos cllnxcos gque. no. se ajustan a las entidades
patolégjcds,conocidas. La propagacxén de algunos virus con gran

actividad~'papogénica‘,s¢ determxna cuando una epidemia esta

,présente.i“fotfflo:Aﬁanto;: es7 importante'—definir cuales son los

factcres que n parazque un v1rus apalentementc "inocuo”

adqu1era carécter patogénzco v Se manifieste como enfermedad.

En nuestro Jabo#btorio{{éﬂ ei Depto. de Bioquimica de la Fac. de
Mediciﬁa, estamos’ interesados en estudiar las interacciones
celulares mediadas .por carbohidratos como el reconocimiento, la
comunicacién y la adhesidén. En relacidén al paramixovirus porcino
LPM, nos interesa reconocer la naturaleza quimica de su receptor
celular ¥ determinar cdmo influve la presencia de esas estructuras
en el comportamiento patoildgico del virus.,

Las proteinas de¢ adherencia viral reconocen estructuras especifi-
cas de la membrana celular, cuya distribucidn tisular puede influir
sobre el tropismo tisular ¥ el rango de hospedero del virus. De la
misma manera, la relacidn que guarde el receptor de un virus dado
con el resto de las estructuras celulares puede alterar la
capacidad de reconocimiento viral y por lo tanto la susceptibilidad

o resistencia a la infecciodn.



OBJETIVOS.

especificidad -de -reconociniento del! paramixovirus

Definir la

porcing. . por ‘oligosacaridos - ‘celulares, determinar su
partiqipacién;eq*al,proceso*de,infeédién y-su influencia sobre el

tropismo tiéﬁ‘fé}f'y” el rango de :ho'srpedkero del virus.

HIPOTESIS

El alto nivel de expresidn, en la superficie celular, convierte a
los oligosacdridos en blanco de tas proteinas de adherencia de
miltiples virus. La expresion de oligosacdridos sialilados en
lineas celulares o en tejidos porcinos determina la susceptibilidad

a la infeccidn por el paramixovirus porcino LPM.



MATERIAL .Y METODOS . -

Rénctivos.—~ Azﬁcarés. gllCGQ1do oy glicoprotéinas complejas,
neuram1n1dasa de V1br1um cholerac,mxnedig esencial de mantenimiento
de Eagle (E’ MEM), soluc10n dc Hank, tincién de Giemsa, tincidén de
May-grﬁn&dld suero fctal bOV1no. 1LCtlﬂaS de: Canavalza ensiformis

(Con . A}, Arachzs hypooaea v(PNA)‘ y “dé,,Lens culinaris (LCA),

1<ot1001anato de flourescexnn," ’de>fddamina ATRITC) fueron

obtenidos de 1gma Lhem1cals, US: 1ps1na de ‘padncreas bovinc se
obtuvo  de D;fco, Co. USA‘,’ Lect1nas dE'AMackla amurensis y de
Sambucus nigra,ktunichmicinajidgspv-:OJlr;m1c1na y desoximanojiri-
micina se obtuvieron de Bdehf&nggiQEAthéin Biochemica, Alcmania.
Sialil{(a2,3)lactosa, sialil (a2 G)Idcto<a, dcido N-glicolilneurami-
nico, ganglidésido Gml, IgA, IgM.e I1gG séricas humanas, de alta
pureza, fueron amablemente donados por el Prof. Claude Michalsky de
la Universidad de Ciencias y Tecnologias de Lille, Francia. Las
botellas » placas para microcultivoe celular y los tubos para
centrifuga fueron obtenidos de Nunc., Dinamarca: las placas para
microensayo de hemaglutinacion fueren obtenidas de Falcon, USA; los

tubos de criapreservacian y para microfuga fueron de Nalgene, USA.

Células v Virus.- Eritrocitos de humano tipo Al. A2. B y O, de
carnero, cerdo, cobayo, conejo, rata vy pollo fueron mantenidos en
solucidén de Alsever hasta su uso. Las células de rifién de cerdo,
PK-15, fueron cultivadas e¢n botellas de 200 y 750 mL y se

utilizaron para la multiplicacién del virus. Las células de riiién
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de mono verde africano, Vero, fueron cultivadas en botellas de 50
mL ¥y se utilizaron en los ensayos de infeccidn'y de’inhibidén de’la
infeccidén., = Ambas “lineas. celulares fueron cultivadas ‘con E’MEM

suplementado ‘con . 10% " de’ suero. fetal bovino.. E] _bathmixdvirus

porcino: cepa LPM. fué donado’ gentilmente  por éi.Di‘ Jorge ‘Moreno

Lépez de. la Universidad de Uppsala, Suecia. ﬁ) firus f@éPtéplicédo,
a bajo pasaje, en cultivos de células PK—lS,féoﬁ¥EfMEMgéuﬁiémgntado

con 2% de suero fetal bovinoy

Purificacién Viral.- El sobrenadante de cultivos infectados fué

c1arificado pdr centrifugaciéhfays}ZOC‘fpm'pbf 20 min y almacenado

a -20°C'hasta'su}u$6:”fla#1 nsrééqigﬁ}dorén los sobrenadantes fué
precfpitado con poiietilehgiicol 6;660 (10% p/v), durante 4 h a 4°C
con agitaciéh leve y se centrifugd a 3200 rpm 20 min. E! botdn se
resuspendidé en solucidén NTE (NaCl 150 wmM, Tris-HC! 50 mM, EDTA 1
mM, pH 7.5) con un volumen equivalente al 5% del volumen original,
se congeld inmediatamente en Nlliquido v se mantuvo en congelacion
a =56°C (35). El wvirus fu¢ purificado por centrifugacidén en

gradiente discontinua de sacarosa (2

t ha 100,000 x g.
Después, sc¢ recuperd la interfase viral, se diluyé 1:10 y se
centrifugd 4 h mas a 100,000 g en un gradiente lincal de sacarosa
{10-60%). Al final, el virus se obtuvo por sedimentacidén al través
de una solucion de sacarosa al 309 [Sundgvist et al 19901 EIl virus
se tituld por pruebas de hemaglutinacidn (HA) y unidades
formadoras de sincicios (UFS). La concentracién de proteina se

determind por el método de Bradford. El grado de homogeneidad del
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material purificado se analizd por el patrén electroforético en
geles de poliacrilamida bajo condiciones reductoras sigujiendo: los

procedimientos descritos por Laemmli (1970).

Determinacidén de la concentracidn de proteina. La concentracidén de
proteinas se determiné siguiendo el,lnétodo de. Bradford (1976)
modificado para microvolimenes, Se realizeé uha curva de
concentracidn de '0-10 :ug/mL :de una prbfgiﬁa cbnocida, albdmina

sérica bovina -(BSA),-en un volumen final--de 100 pL por tubo. En un

tubo aparte, . se céiocélunrvolumeniﬁé'40—6b ﬁL de la muestras del
gradiente, Todas la§ dilucidnes s¢ realizaron con agua destilada.
A todos los tubosrée les aﬁédié 1 mL del reactivo de Bradford (azul
de Coomasie G-250 100 mg, etanol 953% 50 mL, dcido ortofosforico 83%
p/v 100 mL, agua destitada c.b.p. 1000 mL). Se agitaron los tubos

en vortex y se¢ esperaron 10 min, colocando los tubos en obscuridad

antes de leer en espectrofotémetro a 393 nm.

Preparacién de suero_hiperinmune.- Un antisuero polivalente contra

¢l paramixovirus LPH fué preparado en 4 conejos por inoculacién
subcutdnea de 100 pg de virus purificado., emulsificadeo (v/v) en
adyuvante completo de Freund. Esta dosis de virus fué aplicada
nuevamente a los 10 dias con adyuvante incompleto de Freund y la
misma dosis viral sin adyuvante, se aplicd tres veces mds en las
siguientes 3 semanas. Los conejos fueron sangrados 1 semana después
de la dltima inoculacidn. El suero [ué separado por centrifugacidn

y se le determiné el titulo de anticuerpos contra el virus LPM por
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las  técnicas . de ELISA: e, inhibicidn de la hemaglut1nac16n
[Herndndez-Jauregui- et cali 19921 Los'. antlcuerpos fueron
precipitados ‘utilizando “sulfato de' amonlok;alw,30% ’(P/v),, se

dializafon contra PBS, fy,'és d1v1d1eron en al1cuotas que - se

mantuv1eron a‘—70 C hasta su uso [Hudson y Hay 1989]

Estandatizacjéh'del‘conteﬂidd viralﬁﬁarg;los‘énsaxoé biolégicos. En
la mayorfa de Ios’eﬁsayos;selutiliiﬂrdh~como fuentes de virus los
sobrgnadqntés,de diferentes cultivos.de- células PK-15 infectadas
_con parqmixovirus LPM. Los:cuitivoé infectados fueron selecionados
entre. el 3er y S50 dia posfiﬁfaccién de acuerdo a la presencia de
,efe;td citopdtico  (vacuolizacidén y lisis). Las células de los
cultivos seleccionados fueron lisadas totalmente sometiéndolas 3
veces a choque térmico. Los sobrenadantes se colectaron después de
clarificar por centrifugacidn a 3,200 rpm 20 min y se filtraron por
membrana 0.22 pm, se les determiné la actividad hemaglutinante y se
les ajustd el titulo a 32 unidades hemaglutinantes (UHA) con
eritrocites de carnero. Los sobrenadantes filtrados se dividieron

en alicuotas de 1! ml v se almacenaron a -56°C hasta su uso.



Ensavos de hemaglutinacidn.

Aglutinacién de eritrocitos de diversas-especies-animales.

se probdé en

La . capacidad: heméglutih{an‘tfé
placas de 96 po,z‘c;s' co '
dilu'idas -s‘éria’!‘_l'ryienutfé”qo"n’ u ; (‘lke's'pués. 50 uL de
eritrocitos al ,»1%"’ , ’ozvycx). Se utilizaron

eritrocitosi:de . humano: tip 2 ‘de - carnero, cerdo,

cobayo, conejo, rata y. pollo. La hemaglutindcién se determiné, por
observacién ‘directa, ‘des'pu'és “de’ 90 'fmin de ‘incubacidén a 4°C. Ll
titulo fué feportado comg™ el inverso de "la dltima dilucién del

virus con actividad hemaglutinante [Osawa y Matsumoato 1972].

Hemaglutinacidn de eritrocitos tratados con enzimas.- Alicuotas de

0.5 mL del paqguete de eritrocitos de humano y de carnero fueron
incubadas 30 min a 37°C con neuraminidasa (0.1 U) o con tripsina
(0.1 mg). Después, los eritrocitos se lavaron tres veces con PBS a
2000 rpm 5 min y S¢ prepararon suspensiones al 1% en PBS. Los
ensayos de hemaglutinacidén se realizaron por la técnica de dilucidn

seriada del virus LPM [Matrkwell, Fredman y Svennerholm 1984].

Especificidad por oligosacdridos dcl virus LPM.

La especificidad por oligosacdridos del virus LPM fué determinada
comparando la capacidad inhibidora de diversos azicares, glicdsidos
y glicoproteinas sobre su actividad 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
eritrocitos’ de carneroien suspensidén al 1% .y se dejaron.incubar 90

min & 4°C . [Osawa ¥y Matsumoto 1972]. Los compuestos utilizados

fugroh'ﬂjq"‘gigﬁiénteéz D-manosa, metil-D-manosa; D-glucosa, N-
acetil—§¥glpégsqﬁidé, Q—gélactosa, N-acetil-D-galactosamina, L-
fucosa,rgéxilésa,,trehalosa,,sﬂcnrosa, d(-) arabinosa. lactosa,
lacfo—ﬁfteffédsa; heparén—sulfatq, dextridn~sulfato, condroitin-
sulfato. dcido ﬂ—dcetilneufﬁmin}co, aciad N-~glicolilneuraminico,
glicésido a—ﬁeti{—hehramihico. glicosido B—meiilneuraminico. acido
colominico, sialil(a2,3)lactosa, sialil(w2,6)lactosa. protamina,
albimina sérica bovina, mucina submaxilar bovina, mucina submaxilar
ovina, mucina submaxilar ovina desializada, fetuina bovina, fetuina
bovina desializada, transferrina humana, glicoproteina al dcida
humana, glicoproteina al dcida humana desializada, TgA sérica
humana, 1gA sdérica humana desializada, IgG sérica humana, IgM
sérica humana, sialoglicoproteina (SGP) 1, SGP II, SGP II1I de rata,
glicopéptidos de estroma de eritrocitos de rata, glicopéptidos de
gstroma de eritrocitos humanos, glicopéptidos de mucina submaxilar
bovina y mezcla de ganglidsidos conteniendo Gml, Gdla, Gds, Gts
bovinos. Las concentraciones iniciales utilizadas de cada compuesto
fueron las siguientes: azicares 0.2 M, glicdsidos 0.2 mM,

glicoproteinas y ganglidsidos 1 mg/mL y glicopéptidos 10 mg/ml.

Purificacidén_ de la hemaglutinina viral. La purificacién de la

hemaglutinina, proteina HN, del virus LPM se realizé de la

siguiente manera. El virus contenido en sobrenadantes clarificados
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de células:xnfectadas fue pre01p1tado con polletllengllcol 6000, en

agztac1én durante 4 h a 4 C y centrlfugado 20 ‘min a “3200 repm. El

boton vxral fué somctldo a choque térmlco,'pasando 5. veces de -356°C

a +37° C Deqpués de esto, el VlrUS fué centrifugado, a 100,000xg ¢4
h, en: un grad1ente dlscontlnuo de sacarosa-de 50% y 25% en solucidn
WTE La9 fraccxones dEI gradlente fueron separadas en muestras de
1 mL,,é las cuales se Jes dqterminé concentracién dc¢ proteina
[Bfn&fo}a 1976]; &;ti;idad hémaglutinantc [Osawa ¥y Matsumoto 1972]
¥y pérfilyélééérgfq;é£iéﬁren geles de poliacrilamida (Laemmli 1970).
La pro;eiﬁa ﬁN, obtenida por eéste procedimiento, {ué utilizada en

los ensayos de inhibicidén de la hemaglutinacidn para determinar su

especificidad por oligosacédridos.

Especificidad_por oligosacdridos de la hemaglutinina viral.

La especificidad por oligosacaridos de la proteina HN del virus LPM
fué determinada en ensayos de¢ inhibicidn de la hemaglutinacidn.
Dituciones dobles seriadas de cada compuesto se incubaron, 1 h a
4°C, en presencia de 4 JHA de la proteina HON purificada.
Posteriormente., se agregaron eritrocitos do carnero en suspensién
al 1% y se dejaron incubar 90 min a 4°C [Osawa ¥y Matsumoto 1972].
Los compuestos utilizados fueron los mismos que se utilizaron para
inhibir la actividad del virus LPM completo, incluyendo aziucares
simples, glicdsidos, glicoproteinas, glicopéptidos y glicolipidos

{ganglidsidos).



Caracterizacidn fisico-guimica de la proteina HN,

Efccto .de la temperatura de incubacién sobre la actividad de la

proteina HN. La hemag}utinacién se realizé de’acuerdo a Ld técnica
de dilucidn seriada de la proteina HN incﬁbando cdh eritrocitos de

carnero-al 1% a. las siguientes temperaturas, 47, 7%, 23° y 37°C.

VHemuqlutinacién en presencia de Cafiéneﬁ difalentes. Se probd la
actividad de la proteina HN con eritrocitos’dé carnero en presencia
de ‘soluciones de CaCll, MnC12 [} MéSO4. La hemagliutinacién se llevo
a cabo rtealizando dilucionés de &a proteina HN en presencia de
concentraciones constantcs‘ (0.001-0.2M) de cada compuesto. La
hemaglutinacidon también §é realizdé con diluciones subaglutinantes
de la proteina HN en ptesencia de concentraciones constantes de
cada solucidn., Como testigo se colocaron eritrocitos en presencia

de las diluciones de cada compuesto.

Estabilidad térmica de la_proteipa HN. Siete viales con muestras

semejantes de ta proteina HN (32 UHA) se colocaron en las
siguientes tcmperaturas 15°, 23°, 30°. 40°, 356°, 63° y 83°C. Se
tomaron muestras de los viales entre 15° y 56°C cada 5 min y de los
viales a 65° y 83°C cada min. Posteriormente. se realizé la

aglutinacién con eritrocitos de carnero, incubando 90 min a 4°C.
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Peso molecular. El peso molecular relativo.-de la-proteina. HN Tué
determinado comparando st migracidén, en electroforesis en geles de
poliacrilamida, “‘con’ la ‘de proteinas de peéso molecular’ conocido

(Laemmli 1970).

Ensayvos de Infeccidn.

Determinacién de las unidades formadoras de sincicios (UFS).- Los

ensayos dé infeécién (formacién de sincicios) se realizaron en
placas de microcultivo'de 96 pozos. Los cultivos de células Vero
fueron separados con tripsina (0.25% en solucidn de Hank sin MgH
ni Ca”), las células fueron lavadas con solucidn de Hank tres
veces, y resuspendidas a 1x105 cels/ml en MEM sin suero fetal
bovino. La infeccidn se realizé a temperatura ambiente por 10 min,
en agitacién ligera, con diluciones seriadas del virus LPM,
después, se les agregd medio E'MEM y se incubaron a 37°C. Pasadas
72 hrs, las células fucron fijadas en etanol absoluto ¥ tefiidas con
los colorantes dc May-~Griinwald y de Giemsa. La determinacidén del
nimero de sincicios se realizé por observacidn al microscopio de
luz. Una UFS fué definida como la maxima dilucidn de virus LPM en
la cua! sdlo se encontrd un sincicio por pozo, después de 72 h de

infeccidén [Smith 1974].
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Tincién -de cultivos ‘infectadoq ‘Las 'células 1ntectadas fueron

teﬁidas con ‘el colorante de May Grunwald y después contrastadas con

el culorante de Gxemqa. El procedLmlento gu1ente. 7° h

deqpués de la 1nfec016n, se’ les ret1r6 el ‘medi jcélﬁlas y se

as célitlas .se secaron

'con color» 1 °O en agua destxlada, durante 20

’ra ,1°urosamente con agua dest1ladd, las placas

'—m1n. Desp é de
se secaron y se observaron al m1croscop1o sin contraste de fases
Las fotograf1a5'de células*tenldas fueron tomadas usando rollos

para impresiones en .color Kodak 400 GC.

Infeccidn 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 30 min con
diluciones seriadas de neuraminidasa de V. cholerae (0.2-0.,006
U/ml) o de tripsina pancredtica bovina (640-10 ug/ml). Después de
esto,las células fueron lavadas tres veces con PBS para eliminar
las enzimas., La infeccidn se realizd incubando las monocapas
celulares con 100 UFS/pozo del virus LPM, en agitacion moderada
durante 1 h a temperatura ambiente. Después. sc¢ les agregd medio
MEM con 2% S8FB y se¢ incubaron a 37° ¢ [Markwell, Fredman vy
Svennerholm 1984], pasadas 72 h, las células fueron fijadas vy

tefiidas para determinar la formacién de sincicios.
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Efecto de~azﬁca£es ﬁobreila‘formacidn de “sincicios, - 100 UFS/pozo
del virus LPM fﬁepon»iﬁ:hbﬁdaéféon diiuCionés seriadas de aztcares
(concentrabiénfiéiCidl~Q;2M);Jdufahte,l ha 4°C; después de lo cual
se . agregaron 1X16‘ célﬁ)as vé:oka éada poio; Despﬁés de 72 h de
incubacidén : a 37°C l1as cé]ulasy fueron-:fijadas 'y tefiidas para
observar la fbrmaéiéh Heisiﬁcfcibs {Sgpefti‘y'Donelli 1991;. En
estos ensq&os serﬁtilizaqu lds»siguiqptes azdcares: D-manosa. L-
fncosa, D—ga;actosa{‘D{glﬁqpsa, N-acetil~D-glucosamina, N-acetil-

D-galactosamina, -4cido: . N-acetilneuraminico, sialil(«2,3)lactosa y

sialil(a2,6)-lactosa.

Infeccidén de células Vero tratadas con antibidticos inhibidores de

la_glicosilacidn. Células Vero en fase de crecimiento exponencial.,

cultivadas en placas de 96 pozos, fueron tratadas con diluciones
seriadas (5-0.03 png/ml) de los antibidticos tunicamicina,
desoximanojirimicina v desoxinojirimicina. Pasadas 3 h de
incubacion a 37°C, las células fueron infectadas con 100 UFS/pozo
de virus LPM. por 1 h a temperatura ambiente en agitacidn ligera.
Después, se les agregd medio MEM ¥ se dejaron incubando a 37°C por
72 h [Stallcup y Fields 1981]. Una vez transcurrido este tiempo las
células se fijaron y se tifieron para observar la formacién de

sincicios.



Ensayos. de-Flourescencia.

Con1ugqc16n'( ‘lectina< a fluoxocromos. Para 1a éonjugacién se
utlllzaron de 1 a5 mg ‘de protcxna (Iectxna), los cuales fueron

dxalxzado< contra amoxt1guador de carbonatos D 1 M pH 9.5, toda la

noche' a 4 C. Para cada mg “de’ proteina‘se aﬁadleron 5 uL de una

soluq16nfde qot1001anato dérflqoresqglna (ITCF) o de rodamina

(ITCR)A d1met 1su1féx1do (;QO,ug/mL);”EIAflporocromo se agregd

lentamente ”y,'Se aglté : durante 2 “h.-a ‘temperatura ambiente,
énVolviéﬁdo—lbs‘tubbé en: papel nluﬁip}o ?afa evitar el contacto con
la-luz., Desbués de--esto;, serdializé contra PBS pH 7.2, toda la
noche. Al otro dia, se obtuvo el conjugado dializado ¥y se separd en
alicuotas de 20 plL, las cuales se almacenaron a -20°C hasta su uso

[Hudson y Hay 1989].

Fluorescencia en células Vero_ tratadas con antibidticos inhibidores

de ta glicosilacidn. En experimeiitos paralelos a los de inhibicidn

de la glicosilacidén, las células Vero fueron cultivadas sobre
cubreobjetos dentro de cajas de Petri y fueron tratadas con los
antibidticos: TUN (0.6 pg/ml) DNM (2.5 pg/mL} ¥y DMM (2.5 ug/mL).
Después de 8 h de incubacién a 37°C, los cubreobjetos fueron
retirados, lavados 3 veces de 3 min c¢/u con PBS, y [ijados 5 min a
temperatura ambiente con acetona al 20% en PBS-BSA (0.02%). Las

células fijadas se incubaron 30 wmin a 37°C e¢n cdmara himeda, con

las diferentes lectinas conjugadas a 1TCF o ITCR. Las celulas se
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lavaron rigurosamente con PBS-BSA-Tween 20;(0.001%)‘para eliminar

el exceso "de¢ conjugado.  Los. cubreobjetos i sé . montaron -sobre

portaobjetos :con: glicerol-diaminobenzidina 'y se -sellaron con

esmaftef[qukbofn,vKlingeborn ykJuntfjtégd] Las células. fueron

observadas ‘en. 'microscopio de emisién ‘de’” _uliraviqleta para

fluorescencia IMT-20 (Olympus) . .

Fluorescencia en células Vero tratadas enzimas. En .experimentos

paralelds 7168 de Tinfeccién decélulas tratadas con enzimas, las
Vcélujés vero fﬁeron sembradas sobre cubrebbjetos dentro de cajas de
Petri-y al-alcanzar 90% de'cqnfluencia fueron fijadas con acetona
en PBS—BSA; 'Posteriofmenfe, Las células fueron tratadas con
neuraminidasa (0.1 U/mL) o trips{na (0.1 mg/mL} 30 min a 37°C,
después de esto, se lavéroﬁ 5 veces con PBS-BSA ¥ sc incubaron 30
min a 37°C con las diferéntes Jectinas conjugadas a fluorocromos.

De aqui en adelante se siguido el procedimiento descrito

anteriormente.

Cortes de tejidos porcinos. Muestras de tejido respiratorio,

nervioso, digestivo y linfdtico fueron obtenidas de 2 cerdos de 1
dia de edad, clinicamente sanos, procedentes de granjas situadas en
zonas libres de la enfermedad del! ojo azul. Los animales fueron

sacrificados por choque eléctrico y sus tejidos fueron obtenidos
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1nmed1atamente despues dc Ja muerte. Las muestras fueron colocadas

en congelac16n hasta ser’ proc sadas. Lo§ cortes de 5 pum de espesor

de 105 teJldos fueron obtenldos cn crlotomo con el compue sto Tissue

Frcén derretldo. 'Los cortes colocados sobre
portaobgetos fueron conservados en con°e1ac1én'a -20° C hasta su

uso. [Laltxnen 1987]

Fluorescencia directa en:tejidos porcinos.- Los cortes de tejidos

fﬁéron {ncuﬁééds 30 mih a 37“6 en cémara himeda con las diferentes
lectinas conjugadas-a fluofocromos. Pasndo este tiempo, los cortes
fueron lavados rigurosamente con PBS-BSA-Tween 20, se les coloco
una gota de glicerol-diaminobenzidina y se cubrieron con
cubreaobjetos, los cuales se sellaron con esmalte. Luego se
observaron al microscopio de luz ultravioleta, para determinar la
union de cada lectina a los diferentes tejidos [Nag 1985, Laitinen
1987]. En tas fotografias de fluorescencia se¢e usaron rollos para

impresién en blanco ¥ negro Kodak super x100.

Fluorescencia_ _en tejidos porcinos tratades con enzimas. En

experimentos paralelos, los tejidos fueron tratados 30 min a 37°C
con neuraminidasa (0.1 U/mlL}) o con tripsina (0.1 mg/mL) y, después
de lavarlos 3 veces con PBS, fueron incubados con las lectinas

conjugadas a fluorocromos, como se menciond anteriormente.



RESULTADOS. -

quacfériiaciéﬁ ffsiéo—quiﬁic#'v bioldzica del virus LBM.

El pqréMEXGyifus éorcino, cepa L?M,:ufiliiaAO en este estudio fué
~obtenido’&él,DepartaméntO de‘virdlogfa Vet?rinaria del Biomedical
'Centefﬂ Uppsala Sueciai‘donde fﬁé:éﬁfactef;zado originalmente. E!

virus -LPM es resistente.a'la ‘actinomicina D, se inactiva con

solventes orgAnicos, i -posee - aptiyidddes hemaglutinante,
neuraminidasa, hemolitica y..formadora.de 'sincicios en cultivo
celular; es pleomérfico y posee.una nucleocdpside helicoidal de ARN

dentro de una envoltura lipoprotéica [Moreno~-Ldépez ct al.19861.

El virus LPM fué multiplicado en células de¢ rifién de cerdo, PRK-15,
en las que produjo un efecto citopdtico consistente en vacuolacidn
y lisis (Fig. 11). El virus de los sobrenadantes de células PK-15
infectadas fué concentrado por precipitacidén y purificado en
gradientes de sacarosa. El virus purificado mostré un perfil
electroforético formado por 3 o 6 proteinas (Fig. 12}).

La actividad viral durante la purificacidn fué determinada por
hemaglutinacidn, 100 mL de sobrenadante mostraron un titulo de
1,280 UHA/mL, el virus concentrado (2 mL) mostré un titulo de
40,960 UHA/mlL (64% de recuperacidén) y el virus purificado (4 mL)

presento un titulo de §.120 UHA/mL (16% de recuperacidén) (Tab. 3).
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Cultivo de células PK-15 (rifién de cerdo) infectadas con
virus LPM 1000 UFS/loscels. En esta linea celular el virus

no produce sincicios bien definidos, por el contrario el
efecto citop§tico consiste en vacuolacién y desprendimien-
to celular, seguidas por lisis del monoestrato.

Compédrese esta imagen con la de la.figura 6, obtenida con

la misma dosis y volumen celular pero con cé&lulas Vero, en
nuestro laboratorio.



FIG. 12. PERFIL ELECTROFORETICC DEL VIRUS LPM.
Los scbrenadantes de cé&lulas PK-15 infectadas

~ con virus LPM fueron colectados, clarificados

y precipitados con PEG. El virus fué purificado
por centrifugacibn en gradientes de sacarosa y
las fracciones fueron sometidas a -"electrofore-
sis en geles de poliacrilamida en condiciones
reductoras (SDS~PAGE, Laemmli 1970). Se utilizé
acrilamida al 10% y los geles se tifleron con
nitrato de plata. 1. Sobrenadante precipitado
con peqg. 2. fracecibn 18 (aprox 35% sacarosa)
del primer gradiente. 2. Virus LPM obtenido
después de la segunda centrifugacifn (ver mate-
rial y m&tdos). '



Tabla 3a. Recuperaci6n de la actividad hemaglutinante
durante la concentracidn y la purificacién del virus LPM.

HA  UHA/mL  UHA/vol total  Actividad

recuperada
Sobrenadante 32 1,280 128,000/100 mL
Precipitado 2,048 40,960 81,920/2 nL 64%
Purificado 128 5,120 20,480/4 mL 16%

Tabla 3b. Recuperacién de la actividad hemaglutinante
durante la concentracidn y la purificacion de la proteina HN.

HA  UHA/mL  UHA/vol total  Actividad
recuperada

Sobrenadante 32 1,280 32,000/25 nL
Precipitado 256 10,240 25,600/2.5 mL 80%
Purificado 64 2,560 10,240/4 nl 32%




Ensavos de Hemaglutinacién (HA),

Hemﬂzlutxna016n de erxtroc1tos de deexenteq especies anlmales La

ﬂCthIdad rdel~ erus LPM

se  identificsd” en ensayos de. HA ‘con
er1t1001tos de d;versas'abpecies animales. de.acuerdo a: la técnica
de d1[uc16n,'

la. dilucién

T troc1tos. El virus: LPM aglut1no e11t10c1tos de

compléfaﬁde

d1versas es pecxes 1ncluyendo humano t1po Al, A B y O, de cerdo,
carnero.,rata,~coner, cobayoy pollos Los titulos de HA quedaron
comprendidas entre 8 (cobayo) y 64'(cohgj6, poiio y humano A2). Los
diferentés titulos de HA obtenidos no tuvieron una relacién directa
con-el derivado de Adcido neuraminico (dcido sidlico) que presenta

cada tipo de eritrocitos (Tabla 4).

Hemaglutinacidn de evitrocitos tratados con enzimas. La HA también

se realizd con eritrocitos tratados con las enzimas neuraminidasa,
tripsina o con tripsina seguida por neuraminidasa. Cuando los
eritrocitos fucron tratados con neuraminidasa la actividad
hemaglutinante se abolid en algunos casocs, p.e. de 64 a 0 UHA en
eritrocitos humanos A2 ¥ en otros casos se redujo notablemente,
p.e. de 32 a 4 UHA en eritrocitos de carnero y humanos Al. Sin
embargo, «cuando las células se trataron con tripsina hubo un ' ligero
incremento en la actividad aglutinante del virus, de 32 a 64 UHA en
eritrocitos de carnero y humanos Al y de 16 a 32 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 ! tituto HA’
Humano A1 N 32
Humano A2 N 64
Humano B N 16
Humano O N 16
Cerdo NS 32
Carnero N 32
Rata (Wistar) o] 32

. Conejo ) 64
- Cobayo (o) 8
Polio N 64

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

altima dilucion con actividad HA. 3. Los eritrocilos de cerdo contienen acido
N-glicollineuraminice. '



tripsina fueron ademds tratadas con neuraminidasa, la actividad

hemaglutinanté desaparecié en todos los casos. (Tabla 5).

Especificidad por _ol};ioshcéfidos del vi‘ru‘s LPM. Con el fin de

determinar: la es,'pejc:ificidad :de reconommxento del virus LPM, se

ealizaron’ ensayos® de 1nh1b1c16n de l act1V1dad aglutinante

utilizando 'a;)_i‘xc'ares', g11c651do glxcoprotunas. glicopéptidos v

glicolipides.  Para esto." 47 UHA delkvu-us fueron incubadas con
dilucioneé,seriadas‘ de cada- estrucyturra, antes de realizar la
aglutinncién'de’erit'rdcjtos hiuymh(:)sr .tipo A2. Los resultados se
expresan como la concentraci‘én moylér de cada estructura capaz de
inhibir la actividad hemaglutinante viral. De todos los compuestos
estudiados, la actividad viral fué inhibida sélo con estructuras
que contienen dcido sidlico tales como dcido N-acetilneuraminico
{NeuAc), dcido N-glicolilneuraminico (NeuGe) v los andmeros o del

Acido sidlico, dcido colominico (poli NeuaAc({a2.8)Neudc) y el

glicosido a-metilncuraminico. Las estructuras
sialil{a2,3)lactosaminicas: NeuAcl{u2,3)Gal{B1.4)GlcNAC ¥y
NeuAc(a2,3)Gal{B1,3)CGleNAc inhibicron cuatro veces mas la HA que el

dacido neuraminico libre. La actividad viral no fué inhibida con
sialil{a2,6)lactosa (NevAc(a2.6)Gal {3l ,4)-GleNAc) ni con el
glicdsido B-metilneuraminico (Tabl!a 6). Entre los carbohidratos que
no inhibieron la actividad viral, tenemos monosacdridos,

disacdridos y polisacdridos sulfatados (Tabla 7).



Tabla 5. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DEL VIRUS —’
LPM EN ERITROCITOS TRATADOS CON ENZIMAS

Eritrocitos NT NANasa TRIP T+N
Humano A1 32 4 64 4
Humano A2 64 NA 64 NA
Humano B 16 2 32 NA
Humano O 16 NA 16 NA

Carnero 32 4 64 NA

El paquete de eritrocitos fué tratado con 0.1 U de Neuraminidasa de
V. cholerae (NANasa) o con 0.1 mg de Tripsina {TRIP). Los eritrocitos
tratados con tripsina fueron ademas tratados con Neuraminidasa (T+N).

NT Eritrocitos No Tratados. NA No Aglutinaron.




T-6 Efecto de oligosacdridos sobre la actividad
hemaglutinante del paramixovirus porcino LM

Compuesto Conc.yM ' F.I.}
ac. N-acetilneuraminico 120 1
ac. N-glicolilneuraminico 120 1

glicésido a-metilneuraminico 120 1
glicosido B-metilneuraminico NI -
ac. colominico ¥ 120 1
NeuAc(02,3)Gal(B1,4)GlcNAC ## 00 4
NeuAc(a2,6)Gal(B1,4)GIcNAC *¥ NI -
NeuAc(az 3)Gal(B1,3)GlcNAC %+ 30 ¢

Gal(B1,4)GlcNAc N -

1. Concentracién minima para inhibir 4 UHA del

virus LPM en ensayos de HA con eritrocitos humanos

A2. NI no inhibidor a 100 mM para azlcares simples

y 200 uM para glicésidos. 2. Factor de inhibicién
obtenido en relacién a la concentracién de NeuAc.

* dcido colominico de E.coli (Poli NeuAc(2,8)NeuAc)

su peso molecular es desconocido, su valor corresponde
a pg/mL. **% Las estructuras sialilactosaminicas,
contienen unidades disacarfdicas de tipo 1 (B1,3) o

de tipo 2 (B1,4),



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

D-glucosa
N-acetil-D-glucosamina
D-galactosa
N-acetil-D-galactosamina
D-manosa
metil-D-manosa
L-fucosa

D-xilosa

d(-)arabinosa
trehalosa

$acarosa

lactosa
lacto-N-tetraosa
hepardn-sulfato
dextrén-sulfato
condroitin-sulfato

4 UHA del virus LPM fueron incubadas con diluciones de
los diversos azdcares, ! h 4°C, después se agregaron los
eritrocitos y se determiné la hemaglutinacidn o su
inhibicidn después de 1 h de incubacion. Los azficares no

inhibieron a una concentracidn 100 mM y los glicésidos
a 200 pM.



Las~ glicoproteinas. con,“qctividada~inhibidora 1nc1uyeron a. la

glicoproteina écida~a—1,humaﬁa (orosomuc01de),' la lgA sérica

humana yﬂ'é4,1a !SGE LITe de rata’ EI tra'am1ento “de  estas
nlxcoprote1nas con neuramlnldasa/el1m1no completamente su-actividad
1nh1b1doxa (Tabla 8) Algunas dc las estructuras que no inhibieron

la act1v1dad Vlral cont1encn molcculas laterales de &cido sidlico,

p.€. muc1na;,submaxllar bov1na; WLas: enas laterales de

oligosacaridos . que  constituyen cadﬁiUnQi de” las glicoproteinas

utilizadas en este estudio son mostradas en la figura 13.

Purificacidén de la hemaglutinina viral. El virus contenido en 25 mL

de sobrenadante de células PK-15 infectadas (1,280 UHA/mL) fué
concentrado v resuspendido en 2.5 mL de PBS (10,240 UHA/mL, 80% de
recuperacidn). Posteriormente. el virus fué sometido a chaque
térmico v su hemaglutinina (proteina HN) fué scparada en gradiente
de sacarosa. En las fracciones 16 a 19 del gradiente (concentracidn
aproximada de sacarosa del 30%), se obtuvo una banda que presento
una actividad hemaglutinante de 2560 UHA/mL (recuperacidn del 32%

de la actividad total) con eritrocitos de carnero {(Fig. 14).

Especificidad por oligosacdridos de la proteina HN. Para determinar

si la especiflicidad de reconocimiente de la proteina HN era la
miama que la del virus LPM completo, los ensayos de inhibicidn de
la hemaglutinacidon se realizaron con fos mismos compuestos
utilizados para inhibir la actividad viral. Para esto, 4 UHA de la

proteina 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.uM ! I. F.*
Glicoproteina e—-1 &dcida humana 0.1 1200
Glicoproteina a-1 4cida humana desializada N1 -
Inmunoglobulina A sérica humana 0.025 4800
Inmunoglobulina A sérica humana desializada NI -
Inmunoglobulina G sérica human NI -
Inmunoglobulina M sérica human NI -
Protamina NI -
Alblimina sérica bovina NI -
Mucina submaxilar bovina NI -
Mucina submaxilar ovina NI -
Mucina submaxilar ovina desializada NI -
Fetuina bovina NI -
Fetuina bovina desializada NI -
Transferrina humana NI -
Sialoglicoproteina I de rata NI -
Sialoglicoproteina 11 de rata 250 0.5
Sialoglicoproteina I1II de rata NI -
Glicopéptidos de eritrocito de rata NI -
Glicopéptidos de eritrocito humanos NI -
Glicopéptidos de mucina submaxilar bovina ~ NI -
Mezcla de gangliésidos * NI -

1. Concentracidén minima para inhibir 4 UHA del virus LPM en
ensayos de HA con eritrocitos humanos A2. NI no inhibidor a 200
uM para glicoproteinas y glicopéptidos. 2. Factor de inhibicién
obtenido en relacién a la concentracién de NeuAc (Tabla 6)

*# LLa mezcla de gangli6ésidos contenia 21% de Gml, 40% de Gdla, 16%
de Gds y 19% de Gts.



] 2 o .
Houac (a2-6) Gal {B1+4) GlctiAc (B1-2) Han (ai-3 )
: T R T (BL-4) GLcNAC {B1~4) GleNAC (B1-H)
NebAc (62-6) Gal (81-4] GlcNAc (B1=2) Man(a1-6] 2 2 i
g EX 4t
Neuac (a2-6)Gal (§1~4) GLcNAC (Bi-2)Man{al~3 '
GLENAG (Bl4) crmmeme MAT { 81-4) GLENAC (B1~4) GlctAC (B1-N}
Neuac {a2-6)Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2) Han (al-6) {a1-6)
Fuc

NeuAc {a2-6) Gal { 81-4) GLcNac (B1-2) Man (al=3) .

NeuAc (a2~6) Gal (B1~4)GleNAc (B1=2) an (B1-4)GleNAc {B1-4) GLeNAc (BL-N) Asn
Man (a1-6)

Neuac (62~3) Gal {81-4) GlcHAc (81-6)

Neuac(a2-3 or 6)Gal (B1-4)GlcNAc (B1-4)

~

/:ix:((:l 2y .
HouAc (a2-3 or 6)Gal(B1-4)GleNAc(g1-2)
NeuAc{q2-3 or 6)Gal({Bl-4)GleNAc(p1-2]

Man(al-6)

\mm {B1-4) GLenac (B1~4)GleNAC (B1~N)Asn

NeuAc{g2~3 or 6)Gal{B1-4)GLcNAc(81-6)

Hanai-1)
Han{al-d Han(B1-4)GletiAc (B1~4) GLeNAC (B 1-N) Asn
Kan{ol=6)

. . ¥an(al-6}

teuAc (32-3) Gal (B1-3)GaliAc (31-3) Ser or Thr

Ga (B1-3
GallAc (X1-) Ser or Thr
HeuAc (a2-6

HauAc(a2-3)Gal(Bi-3)
GalNAc{al-])Sexr or Thr
HeuAc (02-6)

FIG. 13. ESTRUCTURA DE LOS OLIGOSACARIDOS PRESENTES EN
ALGUNAS DE LAS GLICOPROTEINAS UTIL1ZADAS EN ESTE ESTUDIO.

Los esquemas representan la secucncia de azidcares que componen los
oligosacéridos latcrales de las siguicntes glicoprotefnas:

1. transferrina sérica humana, 2. IgG humana, 3. transferrina
s€érica humana, 4. glicoprotefna bcida a-1 sérica humana, 5. IgM
humana, 6. glicoforina humana, fectufna ¢ IgA sérica humana, 7.
mucinas submaxilares, 8. glicoforina humana y fetufina.

Tomado de Montreuil 1984°'. Glc, D-glucosa; Gal, D-galactosa; Man,
manosa, Fuc, L-fucosa; GlcNAc, N-acetilglucosamina; GalNAc, N~
acctilgalactosamina; NeuAc, ficido N-acctilneuraminico.

4

=)



: SU—, | N—

W,

Fig. 14 PURIFICACION DE LA PROTEINA HN -
DEL VIRUS LPM EN GRADIENTE DE SACAROSA.

/mi Titulo HA
700 Tug m
s . - 64

600
500 L 48
400

- 32
300
200 ®
1001
©0- 0

1 4 7 10 18 1B 19 22 25 28 &1
fracciones

—— cone. de Proteina I Actividad viral HA

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
despué&s de centrifugarlo 20 min a 3,200 rpm, el botfn
formado fué lisado por choque té&rmico y después fué cen-
trifugado en gradiente discontinuo de sacarosa (25% y 50%)

a 100,000xg durante 4 h a 4°C. A cada fraccifn se le de-
terminé actividad hemaglutinante, con eritrocitos de carnero
(HA) y concentracién de proteina (Bradford) y posterior-
mente se sometieron a electroforesis en geles de poliacrila-
mida (7.5%). En las fracciones 3-5 guedaron los restos del
virus, en las fracciones 16-19 gued6 la proteina HN y en el
fondo quedd un%ﬁezcla de proteinas, virus y PEG.



estructura, -antes -de  Teadlizar la faglutinhcién de eritrocitos
humanos tipa: A2, En forma ‘similar-a lo observado ¢on.el virus
completo, la actividad de la protu1na HN- fué inhibida sélo con

structurds que conlenlan dc1do sldllco y los anémeros a del A4cido

sidlico; ales como NeuAc, NcuGc, p011 NeuAc(a° 8 guAc, gllcésxdo

a-metilneuraminico, 31a111(a 3)lactosa y

as ~glicoproteinas

Iga, o;osomucoidevy SGP II de- rata (Tabla 9) La-actividad de la

proteina HN no fué.. 1nh1b1da con “del dcido sidlico,

sialil(a2,6)lactosa, : alicoproteiﬁas"" deSLallzadas IgA y

orosomucoide, ni ‘con los demas compuestos que no inhibieron la

actividad viral (Tabla'? y S).

Caracterizacidn fisico~quimica de la proteina HN,

Efecto de 1a tremperatura de _incubacidn_sobre ta actividad de la

proteina HN., Para determinar las condiciones d&ptimas para la
actividad de la proteina HN, la hemaglutinacion se realizé a
diferentes temperaturas. Como se observa en la tabla 10b, la
proteina HN aglutind leos eritrocitos a diferentes temperaturas de
incubacidn, sin observarsce diferencias en el titulo. A 47 ¥y 7°C la
HA se mantuvo presente hasta 18 h después de iniciado el
experimento. A temperatura ambiente (23°C) se observéd que el
proceso de aglutinacidén inducido por la proteina HN se revierte; a
las 3 h inicid el proceso de separacién y finalizé a las 5 h 30

min. A 37°C la hemaglutinacién se revierte rapidamente - finalizando
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T-9 INHIBICION DE LA “ACTIVIDA

EMAGLUTINANTE DE

LA PROTEINA-HN DEL" PARAMIXOVIRUS:PORCINO LPM.

Compuesto

ac. N-acetilneuraminico

ac, N-glicolilneuraminico
glicésido a-metilneuraminico
glicésido B-~metilneuraminico
poli NeuAc(2,8)NeuAc

NeuAc(a2,3)Gal(B1,4)GIcNAc **
NevAc(02,6)Gal(B1,4)GlcNAC **
NeuAc(a2,3)Gal(B1,3)GlcNAc *#*
Gal(B1,4)GlcNAcC

Glicoproteina a-1 dcida humana

“conc.uM ! F.1.

2

60
60
60
NI
120 0.5

[ o= b

15 4
NI -
15 4
NI -

0.24 250

Glicoproteina a-1 dcida humana desializada NI

Inmunoglobulina A sérica humana

0.015 4000

Inmunoglobulina A sérica human desializada NI -

Inmunoglobulina G sérica human
Inmunoglobulina M sérica human
Sialoglicoproteina II de rata

NI -
NI -
100 0.6

1. Concentracién minima para inhibir 4 UHA de la proteina HN del
virus LPM en ensayos de HA con eritrocitos humanos A2. NI. no
inhibidor a 100 mM para azicares y 200 uM para glicésidos y
glicoproteinas 2. Factor de inhibicién obtenido en relacidn a la
concentracidén de NeuAc. % &4cido colominico su valor corresponde
a ug/mL. ** Estructuras sialilactosaminicas.



Tabla 10a. ACTIVIDAD DEL VIRUS LPM A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACION.

Temperatura Titulo HA Tiempo del Tiempo de
°C elucidn Hemélisis
4 32 - % -
7 32 - % - %
23 32 5:30 h 8 h
37 - % - < 1 h

Diluciones seriadas del virus LPM fueron incubadas a diferentes
temperaturas con eritrocitos de carnero. 1. Corresponde al tiempo
que- tardan los eritrocitos en separarse después de ser
aglutinados. * No se presentd elucidén ni hemdlisis de los
eritrocitos, aunque las placas se conservaron durante 18 h.

**% No se observd hemaglutinacién; la hemélisis se presenté antes
de concluida una hora de incubacién.

Tabla 10b. ACTIVIDAD DE LA PROTEINA HN A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACION.

Temperatura Titulo HA Tiempo deI
°C elucidén
4 32 - %
7 32 -k
23 32 5:30 h
37 —— k% -

Diluciones seriadas de la proteina HN del virus LPM fueron
incubadas a diferentes temperaturas con eritrocitos de carnero.
1. Corresponde al tiempo que tardan los eritrocitos en separarse
después de ser aglutinados. #* No se presentd elucién, aunque las
placas se conservaron durante 18 h. ¥ No se observéd
hemaglutinacidén una hora después de iniciada la incubacién.



1 h-después.-de . iniciada fa-incubacién.. En el virus LPM completo
también s¢‘bbserva este proceso de elucidn de los eritrocitos,
presentdndose: ademds hemélisis: cuando  los-ensayos-.se’realizan a

temperatura ambiente o a 37°C (Tabla 10a).:

Hemaé]ﬁ?fﬁaéf nen ‘Qrésehtiai de * cationes  -divalentes. . Para
deterﬁinay siblp brbfeinarﬂﬁ féqdiére ioﬁes para. estabilizar su
unidén. a Jas_@él?}é; se”:galizaroﬁ 1asrprpebaérde HA en presencia de
solucioneék:dei:CaCli, :MnCiz 'yfVNngi. ‘A laé concentraciones
utifigéﬂésiﬁoii’a.Q.OOI M, ninguna de ‘estas soluciones alterd
(aumenfanﬁo;6,dism?nﬁyénéo)jeirbfdceso'de HA; tampoco alteraron la
formacidn del botén de sedimentacién de los eritrocitos sin la

proteina HN en los ensayos controles {(Fig. 15).

Estabilidad térmica de la protetina HN. Para identificar el efecto

de la temperatura en la actividad de la proteina, varias muestras
de la proteina HN fucron incubadas a diversas temperaturas antes de
realizar la hemaglutinacion. Como se mucstra en la figura 16, la
proteina HN mantienc constante su actividad a 153°, 23° y 30°C. Un
ligero descenso en su actividad sc¢ observd después de 20 min a 40°

t. Sin embargo, la proteina N perdid completamente su actividad al

incubarla 335 min a 56°C, 10 min a 65°C y 2 min a 85°C.
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Fig. 156, ACTIVIDAD DE LA PROTEINA HN EN
PRESENCIA DE CATIONES DIVALENTES

THtulo HA
0

48

1 T P i T 1

cone. protefna pg/mL

~— VIRUS + CaCl2 —+— VIRUS + MnCI2 —*— VIRUS + MgCIl2
—8- GRC + CaCi2 —+~ VIRUS —— GRC

Los ensayos de hemaglutinacifn se realizaron en pre-~
sencia de soluciones de metales catifnicos. Diluciones
seriadas de. la proteina HN fueron incubadas con eritro-
citos de carnero (GRC) en presencia de concentraciones
constantes de cada solucifn. En la grdfica se presenta
un experimento representativo, utilizando una concentra
cibén 0.02M de cada catibn. Ensayos semejantes se reali-
zaron con concentraciones tan bajas como 0.0001M. Los
resultados fueron semejantes en todos los casos.



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

Tilulo HA
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Muestras semejantes de la proteina 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 determind por ensayos de hemaglutina-
cibn con eritroclitos de carnero.



Peso molecular de la proteina HN. El.peso molecular relativo de la
proteina ‘HN - fué determinado  por eléctréforesis en geLes de
poliacrilamida,r]a comparacion con'profeinas de 'peso molecular
conocido -permitid definir ‘quevflaijréteinaf HYN tiene. - un" peso
molecular aproximado de 65 kDa (Fig. 17). Cémo‘ée puede apreciar la
purificacién por ultracentrifugacibn en-gradientes de sacarosa nos
permite obtener una proteina homogénea que presenta una banda en el

ensavo de electroforesis.

Ensavos _de infeccidn.,

Formacién de sincicios en-células Vero, Los ensayos de infeccidn se

realizaron en las células Vero, de rifién de mono verde africano. Se
selecciond esta linea celular porqué el efecto citopatico inducido
por el virus LPM consiste exclusivamente en la formacion de
sincicios. Las células Vero infectadas fueron teiidas con los
colaorantes de May-Grunwald y Giemsa, esta tincidn permitidé apreciar
claramente la fusidén de lcs citoplasmas celulares. La figura 18

muestra la apariencia cldsica de un cultivo de células Vero (10°

cels/mL} infectado con virus LPM (1000 UFS/mlL).

Formacién de sincicios en _cé¢lulas Vero tratadas con _enzimas.

También se probd la capacidad del virus LPM para infectar células
Vero tratadas con las enzimas neuraminidasa y tripsina.
La eliminacidén de rvesiduos de dcido sidlico de las células Vero

mediante tratamiento con neuraminidasa redujo marcadamente (entre
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FIG. 17. PERFIL ELECTROFQRETICO.DE LA PROTEINA HN DEL VIRUS LPM.
El sobrenadante de células PK-15 fué clarifiéédq vy precipitado
con PEG, el virus.precipitado fué lisado por choque té&rmico y
posteriormente fué separado por centrifugacién en gradiente de
‘'sacarosa (25 y SO%Yifli. fraceibn 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; albGmina bévina, 66;
albtmina de huevo, 45 y anhidrasa carb6nica, 29 KDa. La electro-
foresis se realizé en geles al 7.5% de poliacrilamida, los cua-
les fueron tefiidos con nitrato de plata. ’



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

Fig 18 a. 10° células Vero fueron infectadas con 1000 UFS/mL del virus LPM.
Los cultivos infectados fueron fijados, en el 3er dia p.., y se tifieron con los
colorantes de May-Griinwald y Giemsa. (Aumento 100x)

b. Células Vero no infectadas. (Aumento 150x)




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

Fig 18 a. 10° células Vero fueron infectadas con 1000 UFS/mL del virus LPM.
Los cultivos infectados fueron fijados, en el 3er dia p.i., y se tifieron con los
colorantes de May-Griinwald y Giemsa. (Aumento 100x)

b. Células Vero no infectadas. (Aumento 150x)




30 y 45%) la cantxdad de sincicios inducidos por el . virus., Por el

. contrarioy sél tratamlento con. tripsina incrementd notablemente

(hgsta'ii%

el nﬁmero\de sinciciosformados después de la infeccién

(Tabla?ii)

Inhibicién deflafformacién de‘51ncicios*con azicares. Los ensayos

de bomﬁéten6iafcn;cé1uld V 10 se’ realxzaron 1hcuband0 al virus
LPM, ahtgsrde 1nfe tar Ias cclulas, con dlversos azicares, De los

3)lactosa inhibid completamente

azﬁcar¢s1estudyados ‘6lo 31al11(a-.

la“formacion: de osldesde‘una‘concentrac1on 25 uM.

Larpreincubacién del ¥virus can 301d0 ‘N= acet1lncu1am1n1uo también
produjo una reducéién rignif1cat1va en la formacidén de sincicios
(Fig. 19). Este fendmeno ndo se presentd con los demds azicares a
las concentraciones utjilizadas, 0.2M. En l!la f{igura 20, sc¢ puede

observar el efecto inhibidor sobre la formacidén de sincicios

causado por la preincubacidn del virus LPM con sialil{a2,3)lactosa.

Infeccidn de células Vero tratadas con antibidticos inhibidores de

la zlicosilacidn, Para determinar que la expresion de azdcares era

importante ¢n el proceso de infeccidn, sometimos a las células Vero
a tratamiento con antibidticos inhibidores de la glicosilacidén. Se
utilizaron los antibidticos tunicamicina. desoxinojirimicina y
desoximanojirimicina. La figura 21, muestra esquematicamente el
proceso de glicosilacidén ¥ la estrategia seguida para inhibirloe.
lL.as células Vero fueron tratadas con cada antibidético 8 h antes de

ser infectadas. E! 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

Meuraminidasa Tripeina
Concentraclon Sinclcios infecclén Concentracién  Sinciclos  Infecclén
U/ml por pozo' (%) ° ug/mi por pozo (%)
0.2 66 (SD 0.8) 55 640 150 (SD 1.3) 165
0.1 66 (SD 1.2) 64 160 135 (SD 1.3} 140
0.05 68 (SD 0.0} 68 40 111 (SD 1.6) 115
0.025 69 (SD 1.4) 68
10 89 (SD 0.0) 102
0.012 77 (SD 1.4) 76
0.006 88 (SD 1.9) 96
Control * 102 (SD 1.2) 100 Control 97 (SD 0.8) 100

1. Total de sincicios en 10 campoa visuales por pozo.
Un sinclcio = 10 0 mas nucleos por cltoplasma.
2, Determinado en relacion al control, basado 8dlo en lu formacién de sincicios.

3, Células Veoro Infoctadas con 100 unidades formadoras de sinciclos por pozo.



Fig. 19 EFECTO DE AZUCARES EN LA
INFECCION POR PARAMIXOVIRUS LPM
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1000 UFS/mL del virus LPM fueron incubadas 1 h a 4°C, antes
-de agregar las cé&lulas Vero (105/mL). Los az(cares utilizados
en estos ensayos fueron seleccionados de acuerdo con la posi-
bilidad de que formaran parte de las superficies celulares,
segn Kornfeld y Kornfeld (1985). Otros azfcaressin actividad
inhibidora fueron b-glucosa, D-galactosa, L-fucosa, N-acetil-
D-glucosamina, N-acetil-D-galactosamina y lactosa.



EFECTO DE SIALIL{2,3)LACTOSA EN LA INFECCION

S14

Fig 20. La preincubacion del paramixovirus LPM con sialil{2,3)lactosa
inhibi6 la actividad formadora de sincicios del virus. a. Células Vero
infectadas con virus LPM preincubado con sialil{cc2,3)lactosa (100 pM).
b. Células Vero infectadas con virus LPM sin preincubar. {(Aumento 300x)



inhibié~completamente:la,formacién de:sincicios, el tratamiento con

des ox1n011r1m1c1na produjo  una disminucién'significatiya en - la

formac1én~, de

51nc1c1os," en. cambio, . el

des man031r1m1C1na no altexo la formac1on de 1nc1C1os (Flg, 22).

Para determxnarylos cambxos,‘en,la e(pr051on de azucares de la

superficie celular,v nducxdos por cada antlbi t'éo se utilizaron

lectinas: congugadas a- compue stos fluore:centes (ver més adelante).

Ensavos ‘de fluorescencia.:

Lectinas utilizadas ~-en los - ensavos --de fluorescencia, Para

‘detérminaf lé'relacién entre la expresidn de oligosacdridos y la
infeccidn en células Vero normales, tratadas con enzimas y tratadas
_con antibidticos, se utilizaron lectinas conjugadas a fluoresceina.
Las. lectinas son proteinas que tienen la capacidad de reconocer y
unirse con moléculas especificas de azicares. La especiflicidad por
azucares de las lectinas uwtilizadas en este estudio es la
siguiente: Arachis hypogaea (PNA)Y. Gal y GalNAc:; Maackia amurensis
{(MAA), NeuAca2.3Gal: Sambucus nigra {SNA), NeuAcul,6Gal v Canavalis

ensiformis (Con A), manosa (Tabla 12).

Fluorescencia en células Vero tratadas con antibidticos_inhibidores

de Jla gzlicosilacidon. Para confirmar que el tratamiento con

antibidéticos inhibidores de la glicosilacién producia cambios en la
expresién de azdcares de la superficic celular, se realizaron

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

"  Retfculo endopldsmico {
. - - - Y
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- Cis
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B ot ]

e : Trans Golgi c Golgl

Los antibibticos utilizados inhiben 1;5 siguilentes fases de la via de glicosilaci6n. Tunica~-
micina (TUN) inhibe al trénsportador dolicol pirofosfato (Dol-P), el cual une las moléculas de
oligosacdridos a la cadena polipeptfdica recién sintetizada; La desoxinojirimicina (DNM) actda
. sobre las enzimas glucosidasas I y II del retfculo endoplésmico.j—la desoximanojirimicina blo-
i quea la acci6n de la enzima manosidasa I del aparato de golgi. 1. glucoéidasatx.zz. glucosi-
‘dasa IX. 3. Manosidasa I. Tos gpadros representan N-acetilglucosaminas? los circulos,manosas?
Ilos triingulos, glucosas; los ;oTposlécidos si&licos y les-‘circulos claros,. fucosas. ce -

i



Fig. 22 EFECTO DE INHIBIDORES DE LA
GLICOSILACION EN LA INFECCION VIRAL
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10°
cultivadas en presencia de diluciones
de los antibi6ticos inhibidores de la
glicosilacibén tunicamicina,, desoxino-

células Vero en suspensidén fueron

jirimicina y desoximanojirimicina, en
concentraci6nes iniciales de 50 ug/mk.
Después de 8 h de cultivo a. 37°C, las
células fueron infectadas con 100 UFS
por pozo del virus LPM. La determina-
ci6n de infeccibn se realizd en base
al nfimero de sincicios producidos des-
pués de 72 hrs. El porcentaje de in-
fecci6n fué calculado en relacibn al
ntmero de sincicios obtenidos en lps.
pozos testigos.



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

A

- LECTINA ESPECIFICIDAD
‘Maackia amurensis (MAA) NeuAca2,3Gal
_Arachis hypogaea (PNA) Gal y GalNac
Sambucus nigra (SNA) NeuAco?2,6Gal

1Canava1ia ensiformis (CON A) Manosa




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

TRATAMIENTO MAA SNA PNA CON A

TUN (0.6 pug/mL) - - - -

DNM (2.5 pg/mL) + + + ++
DMM (2.5 ug/mL) - - - 4+
~Vero normales +++ +++ + +

10° células Vero por mL fueron cultivadas 48 h sobre cubreobjetos
en cajas de Petri, después fueron tratadas con los diferentes
antibiéticos y 8 h mAs tarde fueron procesadas para realizar la
fluorescencia directa con lectinas. Las cruces indican la
intensidad de la [luorescencia.



plcbentan los patrones dc un10n de cada lcctlna a células tratadas

con antlbxétxcos.:tomo,se»puede observur, 165 celulas Vero no

tratadas”cxprésan ;onStifu ivamente NeuAc{al 3)Gal NeuAc(2,6)Gal,

Gal/GalNAc y manosa;" ya que fuelon reconoc1das por’ las lectinas

MAA,; PNA -y CON A,,res ectlvnmentc.vEl tratam:ento de ‘las células

con tunicamicina'inhibié ¢ ’reconoclmientO»por todas las lectinas

utilizadas. _:Por 'la :'ﬂesoxihojirim1c1na inhibid

parC1almente la expre516n de azucares recono 1d08 por las lectinas

del estudio:

Flﬁérescéncia én céluias'Vérb t7atadﬁs con _enzimas. Las lectinas
conjugadas a compuestos fluorescenfes se utilizaron también para
determinar si se producian cambios en el reconocimiento de azicares
en células tratadas con las enzimas neuraminidasa y tripsina. el
tratamiento con neuraminidasa disminuyd el reconocimicento por la
lectina MAA ¥ aumentd la unidn de PNA, sin provocar cambios en el

reconocimiento por Con A, Por su parte el tratamiento con tripsina

rementd notablemente ¢l reconocimiento por la lectina MAA ¥
disminuydé ligeramente el de Con A vy PNA (Tabla t4), Los cambios en
el reconocimientoe de MAA correlacionaron adecuadamente con los

cambios presentados en la infeccidn después del tratamiento con las

enzimas (Fig. 23).
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Tabla 14. UNION DE LECTINAS A CELULAS VERO TRATADAS CON ENZIMAS.

TRATANIENTO MAA SNA PNA LCA Con A ALA WGA

Vero normal + + + - $ - -
Tripsina HEOH - - - -
Neuraminidasa o ++ : :- b - -
Tripsina +

Neuraminidasa R SN ¥ S $- .

105 Células Vero por mL fueron cultivadas 48 h sobre cubreobjetos
en cajas de Petri, después fueron tratadas 30 min a 37°C con O.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.



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

Fig. 23a. INFECCION POR VIRUS LPM EN

CELULAS VERQ TRATADAS CON NEURAMINIDASA
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:l.O5 cé&lulas Vero por mL fueron sembradas en placas de 96 pozos, 24 h

las cé&lulas fueron tratadas

después (antes de alcanzar la confluencia)

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 infecci6n fué determinada de acuerdo

al nGmero de sincicios producidos. El porcentaje de infecci6n estd cal-

culado en relacién al testigo.




F‘luor'escenciu cli‘recté en tejidos ~“de cerdcos .neonatos, Para
determinarr ia wpreks’ehciaw de resri'duosr NeuAco’cZ,a'Ga‘l en tejidos
porcinos, se dbtuviErOnfcortgsLde tejiq§ nervioso, respiratorio,
digcstiﬁo v linféti'co: dekc’érd’os ;reci"e‘hbf nz’icidosy sanos., La expresion
celular. “de azucares se determtné ccm dlver sas lectinas conjugadas

a - Tloures ce1na. '~1De~ los cortes ‘.estudlados todos los de tejido

nervioso yjresp1ratorm reaccionaron tuex temente con la lectina MAA

baly'} y debllmentc con duodeno y bazo {(Tabla

(que reconoce ;NeuAcu2 "

ISR La:'intér'ai:"cién de a'-'":l"ect'ina MAA T Tué mayor con el epitelio de

la mucosa bronbé;uria“l"l. asi. "como ,cdn la mayoria de la masa tisular de
la cofteza cekreb'ral.?"l‘a'mbi‘én, la lectina MAA reacciond fuertemente
con células élobulares en el tejido ocular. La lectina MAA no
reacciond con ningin componente del téjido en estoémago y yeyuno de
los cerdos estudiados, aungue mostrd una rcaccidén débi! con algunas

zonas del duodeno.

La lectina SNA reacciond fuertemente con zonas restringidas de
pulmén, duodeno y bazo. Por su parte, la lectina PNA marcd la
mayor parte del tejido e¢n estomago. duodeno y yeyuno y se
observaron zonas de fluorescencia débil en cerebelo y pulmén, las
cuales se incrementaron después del tratamiento con neuraminidasa.

La lectina Con A se unidé a sitios muy especificos de bulbo

raquideco 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 +H - - -

Cerebelo HH + + % -

Bulbo Raquideo ++ - - + %

Té lamo 4+ - +H -
SISTEMA RESPIRATORIO ’

Bronquio +H+4 - - -

Pulmén +H 4 ¥ % -
SISTEMA DIGESTIVO

Estémago - - e -

Duodeno + HH ¥ +H %

Yeyuno - - +t4 -
SISTEMA LINFATICO

Bazo + +H - -

Timo

Muestras de tejidos de cerdos neonatos, libres de la enfermedad
del ojo azul. Los cortes de 5 pm de espesor se realizaron en
criotomo con Tissue Tek OCT II y se conservaron en congelacién.
Los cortes fueron incubados 30 min a 37°C con las diferentes
lectinas conjugadas a fluorocromos. Las cruces indican la
intensidad de la fluorescencia. * indica que la fluorescencia se
"localiz6 a zonas limitadas del tejido.

Fluorescencia (+) debil (++) regular (+++) fuerte (*) focal



DISCUSION.
En el presente trabajo se planteo como ObJetIVO det rmlnar la

naturaleza qulmxca del rcceptor celular del param1\ov1rus porcxno

LPM, v1rus 1dent1f1cado rec1entementc

de yarios'ddtos;ﬂprimérm, e®:20dias de cdad

muééfrén‘una7gran susceptibilidad ‘a™” Iéfmedéd del ojo azul
[Stephano et al 19817. Segundé, 155 @anifes£éciones clinicas de la
enfermedad parecén depender ~de-la edad deflos animales infectados,
siendorbasicamentc derindole reSpiratbrio y neuroldgico en cerdos
neonatos y de tipo rcprdductivo en‘animales adultos [Stephano ¢t al
19881. Tercero, el cuadro clinico de la enfermedad sdlo puede
reproducirse experimentalmente en cerdos neonatos [Stephano et al.
19831; en cerdos mayores a 30 dias de edad la infeccidn
experimental no produce sintomatologia apreciablte |Stephano et al
1988, Hernandez-Jdauregui cbscervaciones no publicadas]. Dos
interpretaciones se hicieron de estos hechos:

La primera fué que la infeccidn natural o experimental tenia un
control inmunoldgico adecuado en cerdos adultos y que ¢ste controtl
no era efectiva, por inmadurez del sistema inmunitario. en el cerdo
neonato. Sin c¢mbargo. cerdos de 43 dias, sin trazas de anticuerpos
contra el virus LPM, s¢ mostraron refringentes a la infeccidn ante
una dosis de desafio con ¢l virus LPM activo [Reyes-Leyva 1988): el

mismo virus produjo signologia neuroldgica ¥y la muerte de cerdos



neonatos [Hernéndez—Jéufegpi et - al. 1990].

La ‘segunda intérérefagién' de’ los datos anteriéres fué que la
susceptibilidad,a la infeccién estaba determinédé!pof la expresion.
en ‘cerdos neonatos, de hd]éculas que acﬁﬁébauy;ahairéceptores del
virus LPm;VMOIécufés gque no. eran expresadas, enigual grado, por

los animalés adultos.? Las d11erenc1a :en ~las. manifestaciones

cllnlcab de la enfermedad relac1onadas con:lar edad de los animales

[Stephano 'eff 51} '1985J; sugerxa'f[ﬁi{ex1stenc1a de diferentes

mecanlsmos; de at g‘n1CJdad _entre dhiﬁales recién nacidos ¥
adultos, apoyando la ultxma h1p6tes1s.‘Asimismo, el virus de la
Vparotiditis'humana"tlene un’comportamxento patoldgico parecido al
del v}rus LPM,  es decir, hay manifestaciones neuroldgicas en
infantes y puede haber {esiones epididimotesticulares si la
infeccidn ocurre durante o despudés de la pubertad [Pomeroy ¥y Jordan
18921, Un control inmunoldgico de la parotiditis explicaria porque
la susceptibilidad a 1a enfermedad es mavor en la infancia, pero no
explica al presentarsce la infeccion en individuos de mayor edad.

por qué las alteraciones se prescentan en organos diferentes.

Otro dato. ha sido inguietante para nosctros, el hecho de gque todos
y cada uno de¢ los paramixovirus ticnen un rango de hospedero
restringido ¥ provocan infecciones graves en animales o humanos
jévenes [Fenner y White 1938, Kingsbury 1990}. Esto sugiere que
existe una limitante para que cada virus reconozca a su hospedero
natural, y otra, o la misma, que limite la infeccidén a las etapas

tempranas del desarrollo.



Presentadas estas inquigtudes, dirigimos.nuestro.interés: hacia el
reconociniento. de “las . estructuras  celulares. que actuan como
receptores:para el pafamixovirus porcino LPM encélulas ¥y tejidos

susceptibles.

La - -actividad.~ viral ‘ser“”detefmihé“‘mediante pruebas de

hemaglutinacidn, en-estos.ensaycs el virus LPM reaccioné con los

eritrocitos - .de .todas especies:‘éstudiadas, ‘incluyendo de

mamiferos. y. aves, estoh sido. observado. en - trabajos anteriores

[Correé et al'1985;‘M6tEho #6§Ez.ét‘ai. 1986, Stephano et al 19881,
lo que indich'qﬁé el?%ﬁfﬁs recohgce una .estructura ubicua a todos
los eritrocitos. La reduccidén en el titulo de hemaglutinacidn
observada al utilizar eritrocitos tratados con neuraminidasa nos
indicé6 que el dcido sialico era jmportante en el proceso de
reconocimiento. Este dato explica porque el virus ha aglutinado a
todos los eritrocitos estudiados hasta el momento, ya que el dcido
sialico es una molécula ampliamente distribuida en la naturaleza a

todos los niveles de la escala cvolutiva |[Schaucer 1982,

No obstante. no se observo una relacion directa entre el titulo de
hemagiutinacion ¥y ¢! contenido dde dcido O-acetlil, N-acetil o N-
glicolilneuraminico de cada tipo de eritrocitos {(Tabla 3) [Schauer
1982]. Stephano et al. hicieron notar que el virus LPM también
agiutinaba eritrocitos de caballo (los cuales tienen un alto
contenido de acido O-acetilneuraminico [Schauer 1982}) a diferencia

del wvirus hemaglutinante de Japdn ({(Sendai, Pl1-1) el cual en los
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afios  607s kfﬁé :relacfonadok,con manifestaciones - de gnfermédnd
neuroldégica en los .cerdos lSLephano et al. 1985]. Esto. ‘sugiecre
indirectamente:lulexisteﬁcia de’diferencias en.el'recoﬁoéimicnto
de} receptor espgcifiéb cnfre’éy virus‘LPM v cl virus Sehdni. 

Un paso:importante fué determinar cual de los componentes virales
era el responsable del reconocimiento del receptor celUlaf, Eafd
esto el Virus LPM fué concentrado, sometido a choque térmico-y la.
»hemaélutinina fué separad?'po: centrifugacién cqrgrpdjentés de
sacarosa. Médihnﬁé esté proceso logramos obtener semipurificada:-una
proteina de apfox}madaménte 65 KDha. la cual consetvé laactividad
hemaglufinanfé Vdel:,vi}us;7 La ..observacién deé -etucién de los
eritrocitos aglutinhdos por esta proteina a 23° y 37°C, pucde ser
ocasionada por la actividad neuraminidasa de ia proteina que al
romper el dcido sidlico del receptor celular favorece la separacion
del virus y de los eritrocitos [Huang 1980}, Esta misma actividad
fué observada en el wvirus completo (labla 10a). E! virus también
mostré actividad hemelitica, la cual no se¢ presentd en los ¢nsayos
con la -proteina UN. Esto indica que la actividad hemolitica,
atribuida a la  proteina de fusion |Kingsbury 19901, es
independiente de la actividad neuraminidasa, aungque se ha propuesto
la cooperacion entre ambas proteinas para realizar ta hemolists

[Xiaolei et al 1992].

L.os datos de la actividad de la proteina aislada respaldan lo
reportado por sundgvist et al. en el sentido de la existencia de

una glicoproteina (HN), cen el virus LPM, con las dos actividades,
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hemaglutjnan}e v neﬁraminidasa. Aungue en’ ese trabajo [Sungqvist et
al, 1990] .y en otro Anterior'del miémo.grupo lMorcno—Lépcz et al
19861 nov se--determind. experimentalmente que ambas actividades
virales fueran realizadas por !a misma mojécula. Eneste sentido;
nuestros resultados’no son conéluyeﬁtes, pero estamos de;érrdllandc
cstrategias'expehimentales para detcrminarvsi la proteina de 65 Kbha
cs 0 no rcsponsablekdcfla aciividad nevraminidasa del virus.

Para detcrmi&érriaTésﬁécifjcidadVdc igcbhﬁcimféntd del virus ©LPM,
se realiza:on éhsayos de inhibig;énrdc»la hemaglﬁtinacién en los
cuales,seﬁinéﬂbéma{inrugiLPM ) g:laiﬁrbtéinn HN “con homélogos
putativos deisu‘reéeptor'cclulaf‘ bé acuerdo a lo esperado, las
estructuras. que contenian 5cido siélico inhibieron la actividad
hemaglutinante del viruS. Sin embargo y adun mds importante fu¢é que
no todas las moléculas siatiladas lograron inhibic al virus. En
este sentido, el virus LPM mostrd una gran especilicidad de
reconocimiento ya que s6lo {os andmeros « del dcido sialico, fucron
inhibidores. Aunado a esto, la actividad viral tué¢ inhibida con
sialil(a2,3)lactosa pero no con sialil{a2,0)lactosa, to que refleja
la importancia del tipo de enface glicosidico en {a interaccioén del
virus con su receptor {Tocdiev ot al. 1982)1. Estos ultimos datos
recuerdan o especificidad de ta hemagiutinina del virus influenza,
en la cual mutaciones c¢n el sitio de univn al receptor son capaces
de discriminar entre eniaces 02,3 v a2.6 neuraminicos y dan origen

a variaciones en las cepas virales {Weis et al. 1988].
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La 'uctiQidad hemaglut;nantc tﬁmbién fue inhibida con las
glicoprote 1nas SUP 11 de Tatay o}osbmu?oidene iéA‘hﬁmanas, estas
ultimasbfgerpnkldﬁ nw;oresxxnhipiddresydg la proteina HN y del
virus compreﬁdg's@\a¢tfv1dad}ﬁnhibiddfa,puede ser.reflejo de su
contenido de oligdéépérid@s:Sié)if(dﬁ,J)iactosaminibos [Montreuil
1984].° La  g[ico§rdteihé',prosoﬁuébidé' muestra una actividad
inhibidora mayor sobre el v1rus completo que sobre la proteina HN

(tabtas 7" y 9). Se ha reportado quc el ordsomucoide actua como

‘lectina reconociendo’re SLduos,de manosa ‘en’ las protexnas de fusion
de algunoé paramixovirus,‘es;a xnteraccién parece favorecer la
infeccidn de célutas quc no E\peran el receptor sializado para las
protexnas HN:Ven nuestro estudio, la actividad de lectina de!
orosomucoide sobre Ja glicoproteina de tusién podria incrementar

inespecificamente su actividad inhibidora sobre e! virus LPM.

Otro dato de importancia fué que ninguno de los polisacdaridos
sulfatados inhibid la actividad hemaglutinante vival. Eszsto indica
que la interaccion de la hemaglutinina viral con su receptor no es
dirigida por la fuerza ionica. Esto es respaldado  por los
resultados de los cxperimentos en presencia de cationes divalentes.
en los cuales. ninguna de las soluciones utilizadas alterd el
titulo de hemaglutinacion. La participacidén de cationes en la
estabilizacidn de la conformacidn tricdimensional de las
hemaglutininas ha sido e¢studiada en otros virus |[Tavakkol y Burness
19901. En el caso de! virus herpes simple se ha demostrado la gran

afinidad de sus proteinas de cnvoltura por compuestos catidnijicos



como - el’” heparan sullato, al parccer.' la: atraccién wde-cargas

1nduc1da por csta molcculas le p rmxte al V1rus herpe estabilizar

su un16n a su r ccptor cspcc:(xco, cl receptor dc factores del

crec1m1ento de f1broblastus focke ct al

Nucstros rcsultadoq en rclac16n a la fucrza Lonxca, hb déscartan la

poslblc part1¢1pac1én de ‘cargas negatlvas de ,grupo carbox1lo del

carbono ' del: ac1do s1a!1co en, ln conforma016n tr1d1men51onal de la

hemdglutlnlna del v1rus LPM ‘Un punto controrersxal es que el acido

siélico se ha ihvnldcradé,eﬁ la atrac01on de cationes hacia la

membrana [Schauerf1982} por lo tanto qucda ln POSlblllddd de que

fa necesidad de: catlones dlvalentes ‘'sea” batxsf301da a partir del

propio erltroc1to

Un dato interesante es que se ha utilizado fetuina como substrato
para determinar la actividad neuraminidasa del virus LPM {Linné¢ et
al. 1992], sin embargo, esta glicoproteina no inhibio la actividad
hemaglutinante de la proteina HN en nuestros ensayos de
competencia. bksto suglere dgue la protelna HN posce dos sitios
funcionales con distinto reconocimiento conformacional. uno para la
actividad hemaglutinante ¥ otro para la actividad necuraminidasa.
Esta duplicidad dc¢ sitios {uncionales ha sido propuesta, utilizando
anticuerpos monoctltonales. para otros paramixovirus, entre ellos el
virus Sendai {Yortner et al 1987] ¥ el NDV {lorio y Bratt 1984}.
Asimismo, esta duplicidad funcional ha dado origen a trabajos en
los cuales se compara la proteina HN de los paramixovirus con la

neuraminidasa [Colman ¢t al. 1993} o con la hemaglutinina [Blumberg

en
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et al. 1985} de . laos virus - infTluenza. Las sccuencias ‘de aminoacidos
reportadas. cono si;ios,funcionalcs en los. trabajos anteriores  son
muy‘consefvadas evaolutivamente entre los.diferentes paramixovlrds
[Morrison;lQSS] v fueron idéntificadas también en -la proteina HN
del virus: LPM . [Sundgqvist: et al. ]991]. El sitio:éon,actlvidad
neuraminidasa parece “estar’ tormado por..una S£cuéncia;lincdl de
aminodcidos cercana- a la region carboxi[o"términdl, mientras que el
sitio con aétividad hemaglutjnina,"esté ubicado en la region amino
terminal y-parece ser'fprmado por la confq;macién tridimensional
ocasiaonada por el plegamicento de la cadena polipeptidica [Morrison

1988].

Al parecer la estructura minima reconocida por el virus es el acido
sidalico,  ya que su eliminacién de las células inhibe la
hemaglutinacidén, sin embargo, la afinidad es mayor por moldéculas
sialil(e2.3)lactosaminicas, esto  suglere que la  galactosa oy
posiblemente la N-acetilglucosamina incrementen la fuerza de unidn
entre ¢l receptor y la proteina HN, Las glicoproteinas 1gaA vy
orosomucoide, con cadenas latevales de oligosacartdos stalil{e2,3)-
lactosaminicos [(Montreuil 1954], tambidén inhibieron la actividad
viral, respaldando ta inmportancia de estos residuos  en la

interaccidn virus—-cdéluta. Sir

cmbargo, no todas las estructuras gue
contenian dcido sidlico o statil(uw2,3)lactosa fueron inhibidores de
la actividad viral. En este sentido. el sitio de unidén de fa
proteina HN parcce reconocer tanto ja estructura quimica como la

conformacién tridimensional, ya que las moléculas con el dacido
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sidlico "en pés]cidn terminal “fueron inhibidmras‘ en. tanto que
aqucllas’con élﬁécidO'siﬁlico ubicado lateralmcnte'[Moﬁtreuilr1984]
no lo fue:dn ‘ﬁdtos simiiares han sido obtenidos coniel virus
Senda'i’, ‘sin‘\‘embv'a;-‘go,ﬁ la_especificidad: de. Gste virus ,pzvirebce estar
dirigida hééﬁg,fépéticiongsydel dcidé heuram{ﬁi#é'COn enlaces «2,8
(p§li NehA@dZ,SNedAc;néc{do co1ominf§o) fﬁé?k@;ilﬂxgslj, en cambio,
aungue ,ei‘>yi;usl LPvaiﬁteractﬁak{con iﬁEido‘kcolominico, su

especificidad es mucho mayor por residuos'siafil(a2,3)lactosa. Los

,~sugieren que ¢l virus

resuf{ad§s7eq éélulaéﬂtféfq&aérééﬁrﬁfjp xﬁj
re;onoéé ,estruéturas profunda$; iqué~'son expuestas con cl
trataﬁiento; incrementéindose ellfitﬁlﬁ de hemaglutinacidén y de
infeccidén. La correlacion dé estﬁs fésultados con los obtenidos en
los ensayos de inhibicidn de ta glicosilacidn con
desoxinojirimicina (la cual inhibe también la glicosilacion de
lipidos) sugieren gque estas moléculas profundas podrian  scr
glicolipidos (ganglidsidos). La participacidn de tos ganglidsidos
como receptores virales ha sido ampliamente estudiada [Holmgren et
al. 1980, suzuki et al. 19sv, Markwelti et al. 1981, Supcreci et al.,
1986, Superti y Donelli 1991] No obstante. ¢n nuestros ensayos de
competencia, ta mezela de gangliosidos utilizada no inhibid la

actividad viral. Esto no resta itmportancia a estas moléculas en la

infeccidn por ei virus LDM, yva gue los glicolipidos utilizados en
el estudio presentan al dcido sialico ubicado lateralmente a la
cadena oligosacaridica |Sonnino et al. 1983], mientras que ¢l virus
LM parece reconoccer una estructura oligosacaridica con el 4dcido

sidlico e¢n Forma fongitudinal. En este mismo sentido, la




conformacidn y ta gccesibilidad de las moléculas parece sér de gran
importancia ya gue la ﬁucinﬁ submaxilar bo#inq. una glicopfoteina
con “un . alto ‘contenido . de residuos_ NeuAc(aZ,j)Gal}ﬂl,J)GalNAc
[Montreuil 1984]‘ no  fué ~inhibidor. Lsto: puede: déberse al
impedimgnto eétérico provocado por. la cercahia_cﬁtté1la§ mbléculas

det dcido 'sidlico .y  la  cadena peptidica, -ya:-que

las .cadenas

laterales  de ‘oligosacdridos de “esta ‘protefnai;son - muy:.cortas

|Montreuil 19841.  La- incapacidad. de ’La:‘mﬂc;né' de 'inhibir la

actividad del virus LPM se dontraﬁone'COﬁ las-funciones protectoras

acreditadas a esta'glicdproteind:[Vdiquez et .al. 19921~

Los ~ens§yos” fde?L'hémagiéfEHACESn i'yjﬁrdé 'inhibicién de la
hemaglutinacién‘nOS'pérﬁitieron aﬁercarnos bastante a la delinicion
de la ‘naturaleza ‘quimica “del recqptcr para el virus LPM, sin
cmbargo, se tenian que transpotar las datos obtenidos ©n
eritrocitos a otras células. en las cuales ¢l virus ocasionara una
infeccidén productiva. Para poder realizar c¢sto tenfamos gue
seleccionar c¢élulas susceptibles, con ltas cuales se  pudicra
desarrollar un método cuantitativoe, de Tacil wmancjo, reproducible
y adecuado a los ensayos plancados. Probamos algunas lincas
celulares comoe PR=15. BHK-21 v MDCK con algunos méiodos como la
determinacion del  efecto citopdtico ({lisis), hemadsorcidn a
monocapas celulares v formacidn de placas titicas en agar. Sin
embargo, la formacion de sincicios en células de rifdn de mono
verde africano, Vero. resultd la mejor opcecidn para realtizar los

ensayos planecados.
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Hasta este momento de nuestro disciio ‘cxperimcn'tal. los resultados
indicaban que ef ‘dacidd. neuraminico v en especial sialil(a2,3)-
lactosa tenian una ,interaccidn‘tan fuerte con,. el virus LPM que
lograban.inhibirlas actividad,esiviralés. Sin emb:uﬁgo, el siguienf;e
paso. era dei’inirk si ~la _inhibici‘(‘m de  la actividad vifal con
moléculas ‘sialilacla‘s ‘se dc‘bia' a una .competencia rédl contra
componentes semejantes vé.;(pr,ck:s"ados en las células suscéptiblcs o era
conseccuencia excylusi'va‘ d‘e"ruyn‘ impr;(limcnto ’estériéo en la interaccidn

‘del  virus  con su.receptor celular, décir, cualquier otra

mo l:ééu ra.

Nuein‘a'meh'te"ij'lo's "d'a'tio's faripor'tados por el  tratamiento enzimdtico
suvgerikan que el“&cido neuraminico era importante para la infeccidn,
sin embargb, ‘esto podia interpretarse en dos sentidos. Primero,
podia s»i‘gnif‘icar que el receptor celufar estaba formado poer dcido
neuraminico. Segundo, la importancia del! dcido neuraminico sdlo
residia en mantencer una conformacién adcecuada del sitio receptor,
como ha sido demostrado para otros virus |Tavakkol vy Burness 19907].
Los ensayos de inhibicion de la formacidn de sincicios con
sialil(e2,3)lactosa indicaban que el primer punto era ¢l correcto,
ya que nuevamente la actividad del virus LPM fué inhibida con
estructuras sialiladas. La informacidn existente sobre ¢l receptor
de! virus Sendai, respaidaba nucstra hipotesis de que sialil(a2,3)-
tactosa era el receptor celular del virus LPM [Holmgren et al.
1980, Suzuki et al 1980, Markwell et al 1981, Markwell et al. 1984,

Markwel! et al. 1985]. Pero hasta ¢! momento, los resultados
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obtenidos sélo ccnfi_rmaban una-gran especiflicidad de reconocimiento
entre ke'_l parglrxixovirus porcino LPM .y molécuIas sializadas. Sin
embargo, no defei‘miﬁaban si estas moléculas era componentes realces
de lés .éu@efh’cies celulares. - Para- -determinar ~ la presencia de
sial‘il(dz,.‘i)kl_ixctosa y ‘otros. azucares, - las células vero. fueron
trataclaé con a’ni‘ibidtic’os;;inhibid‘orcs de - la glicosilacion y después
fueronv‘infectadas con~el-virus LPM; ‘mientras que en e‘.\‘pyerimentos
pakraleloVs se detcrmind la expresion de azucares en 1a$ células
tratadas med'i'ante jensayos 7 der i‘luor:escencia ‘ con ‘.lectinas. El
tfatémiénté 'd‘e cé;itxlavs ve,rro contunicamicina inhibid completamente
la. formacidn de sincicios, lo que “indica yue al inhibir et proceso
de glitbsilacidﬁ, ‘la 'tunica’mig:'i»n'a‘ c\xto la e}{prcsidn de  los
azZicares necésarios para la ‘infeccion. Los  tiempos y dosis
utilizados en nuestro estudio, con células Vero, estan de acuerdo
a lo reportado anteriormente para otras  lineas celulares. La
incubacion de células BHK-21 con tunicamicina durante 4 h provoca
una inhibicidn de la glicosilacion del 80%, sin alterar la sintesis

peptidicas en tanto que la incubacidon por mias de 12 h provoca

también rceduccidn en la sintesis de proteinas [Damsky et al. 19791,
En otras cc¢lulas, dosis de I pg/mb presentes cen ¢l cultivo menos de
24 h produce el desprendimiento ¥ 1a nuerte de celulias
transformadas por virus., sin alterar a las celulas normales;
mientras gque la aplicacion prolongada puede conducir a dafos
irreversibles en amwbos tipos de células [buksin ¥ Bornstein 19777,
Por otro lado, el uso de tunicamicina evitd fa unidén de las

lectinas utifizadas e¢n este estudio, lo que comprueba que la
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glicosilacian se inhibio completamente. Esto tumbiép concuerda con
la faité‘de aglutinacion celular con la lectina Con ‘A -obtenida
después de tratamiento de células: 3T3 can tunicamicina {Duksin ¥
qunstein'k1977]. Otros inhibidores de la glicosilacion se haﬁ
utilizado para eStudiar la funcidn dé 135 bfoteinas Qirales en el
brdéesé,deAinFeccién v dffﬁsidn;,siniﬁmbdrgd, son eﬁcasbs 165
estudios en los que sc inténtafﬁnhibif;¢1_rc¢eptor.paré‘un virus

dado, como el ‘trabajo con el’virus HIV~L vy 'su_receptor CD4, en el

cual a pesar - de vqﬁé' CD4l;ea7iuﬁa: éjicdbrSfeiha, el “uso de
castanoespermina'(inhibidérd ﬂé Jé’glucosidasa,l)'no alterd el
reconocimiento pof,la ﬁ?dtéiﬁgig?lzo ‘del ‘virus . [Walker ct al.
1987). En nuestro estudio,; el usode deéoxinojirimicina (inhibidora
de las glucosidasas Iry T'ly si logro afectar la expresion del
receptor para el virus LPM ¥ el reconocimiento por las lectinas. En
nuestro estudio desoximanojirimicina no inhibidé la infeccidn,
aunque provocé cambios cn la expresion de azicares.

Estos resultados controversiales pueden ser cxplicados por la
existencia de un receptor secundario que puede estar actuando sobre
la proteina de fusion de! virus LPM, como ha sido postulado para cl
virus sendai [Markwell ot at. 1985).

En este sentido, la capacidad de los azdcares. reconocidos por la
proteina HN, de inhibic ifa formacidn de sincicios que se supone €S
realizadae por lta proteina e fusidn., se cxplica por los datos de
varios trabajos donde se¢ plantea ¢l papel cooperador de la proteina
HN en la produccién de la fusidn celular (Huang ¢t al. 1980, Wild

et al. 1991, Nialoei et al. 1992, Moscona ¥ Pelusc 1991 v 19927,
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El tratamiento de :las. células Vero con enzimas ¥ su_ posterior
reaccién - con tectinas -mostra wnu bucna correlacidn -entre la
expresién:de’NéﬁAc(aZ.J)UAl voel titulo de infcccién‘en'células
tratadas 'y no ‘tratadas con las enzimas. Asi, la reduccidn de la
expresién de 'NeuAc(w2,3)GAl al usar ncuraminidasa se correlaciono
con la -reduccion de la infeccidn. El~trgpamicﬁto' con tripsina
incremento la’ infeccidn y el rﬁconécimicntd_por la Icctind MAA
(NevAc(a2,3)GAl). Esto nos lleva a propénéerue hay dos-niveles de
receptores-para el virus;7uﬁgbeftéfno:fofmddo"bOSiblcmcnté porlas
glicoproteinas extfacelﬁfarés??y?"ﬁtrb::biofundc _fdfmado por los
glicolipidos de membrnna;3cqmorﬁaiéidb:pf0puesto para. otros virus
[Markwell et al,léél.fMafkweflket;a1j°i984{

Después de obtener indicios de la preéencia en las superficies
celulares de moléculas sialil(aE,J)lactosa. faltaba aclarar el
punto mds inmportante: :sSon las moléculas de sialil{a2.3)lactosa
estructuras celulares expresadas cn tejidos de animales
susceptibles a ta infeccidn por el virus LPM?. S1 esto ¢s cierto,
slasmoléculas de sialil{a2,3)lactosa se expresan abundantemente en
Jos sitios de exposicidén al virus, como para justificar su tropismo
viral?.

Para dar respuesta a estas interrogantes se realizaron ensayos de
fluorescencia direacta con lectinas sobre corteas de tejidos de
cerdos nconatos, los mds susceptibles al virus LPM. Estos ensayos
mostraron unos patrones de  ecxpresion de  azicares wmuy bien

definidos. o mis importante de esto fué que ta unidn de la lectina
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MAA, especifica para NeuAct{a2,3Gal), .s¢ manilestd principalmeﬁte en
sistemd respiratorio y nervioso. Esto CXplicablas mqnifestﬁcioﬁcs»
neuroldgicas y«reépiratorias de Tla infecﬁiﬁn [Stephano. et al.
19881. La falta:dc manifestuciones digestivas ‘en la‘ihfeccién por
virﬁs LPM puede  ser pxpljcadu.vpor “la ,uuséncia de receptores
sialil(e2,3)lactosamininicos, a decir por la fdalta de reaccién de

la lectina MAA con cstos ‘tejidosy

Nuestros.resultados estdn en dcuerdo con ‘la po§ibi}idad de que ¢l
virus LPM recénozcé estructﬁras que cdntienén altas.concentraciones
de siali{(aE,S)lactosu, como lgskgangfiésidos cerebrales [Sonnino
et al.> 1983, - Schauer LQSZT N uquellog,observados en el epitelio
ciliada brongquial [Loveless y Feizi 1989]. Se ha propuesto que
las moléculas de carbohidratos sufren modificaciones en su
expresion de acuerde a la edad de los animales fFeizi 19851, en
este sentido se  demostrado que hay una expresion mavor de
NeuAc{«2,3)Gal en ¢l cerebro de ratas en la crapa fetal ¥y nconatal
que e£n su etapa aduita {[Finne 1952]. Mds adn, el alto nivel de
cxpresion de  ganglidsidos {Wiegandt 1983} asi como de acido
colominico (NeuAc(a2.3)NeuAc) presente en las moléculas de adhesidn
de células neurales {Roth et atl. 1983 pucde fundamentar la mayor
susceptibilidad a la inteccron por ¢l virus LPM en cerdos joévences

{Stephano 1981, Stephano 19881, No sc conoce cual ¢s exactamente el

patrén de expresion de los oligosacdridos siatilados en el cerdo,
¥ tampoco si cXisten cambios relacionados al desarrollo, lo que

deja la linea de investigacidén abilerta para futuros trabajos.

o
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CONCLUS JONES

1.- El pafamixpvirus,porcino LPM reconoce estructuraé celulares que
cohti@neh acido éiﬁlico, ya gue el tra#amiento con néuraminidasa
inhiﬁié‘la,hcmaglutinacién y.la fbfmaﬁiéd de‘sinéicios.

2.7EL pdrémixovirus porcino LPM mucstra ~gran -especificidad por

dnémeros a del dcido sidlico, en especial por sialil(u«2,3)lactosa.
3. lLa aptividnd hémagfﬁtihaan,Qel pqrémixovirqsrLPM es realizada
por . una 'prqtqingr de 6?1 kpa}: qqéi porrequn@el a .la proteina  HN
reportada por Sundqgvist el at. eﬁ 1990 y 1991,
4, La actividad hemaglutinante de ia'pfotcindeN es blogueda por
moléculas de dcido sidlico 'y en,especigl por‘sialil(a2,3)lactosa.
5. La interaccidn de la hemaglutihina viral con su receptor celular
¢s independiente de la fuerza idnica, ya que los polisacaridos
sulfatados no inhibiecron la actividad viral.
6. La hemaglutinina viral mostré no depender fuertemente de
cationes divatentes, va gue la presencia de cationes no alterd su
actividad hemaglutinante.
7. La actividad de neuraminidasa del virus parece ser realizada por
ta hemaglutinine viral.
8. La actividad hemolitica del virus no es producida directamente
por la proteina HN.
9. La proteina  HN  es termolfdabil, ya que la incubacion a

temperaturas de 56"C o mayores la inactivan.



0. La aéfividad formadora de .sincicios del paramixovirus percino
LPM: es hloqueda por molcculas dc “dcido sidlico y -en mayor‘grado por
; alxl(u )lactosa.

1o Las lcélulas‘_Vefo, éxprésan’ conspitutivamgnte moléculas
sialil(a 3)lactosé, lo quc tas hace spsceptibles a la infeccidn
por: el paramxxovxrus porcxno "LPM. Estas moléculas se presentan en
dos nlveles uno muy superficial (glicoproteinas) y otro profundo
(glluol1p1dos), a juzgaripor: los-‘ensayos de tratamiento cnzimdtico
y.de reconoeimiento cgnflectiﬁ;s;r :

12; La: \pre§1on dc azicares. en la bupurixulc de células Vero puede
ser- inhibida —UtlliZﬂﬂdO antibidticos inhibidores de la
glicosilaéién, lovéuc h.su'vez disminuye la susceptibilidad a la
infecéidn por el paramixSVirus porcino LDM.

13. Existe una relacidn direcra entre la expresidn de moléculas
sialil{a2,3)lactosa y la'susccptibilidad a la infeccidén celular.
14, Lbos tejidos nervioso y respiratorio de cerdos neonatos
expresan moléculas sialil(a2,3)lactosa. La expresidon de estas

moléculas ¢s mayor en c! tdlamo, corteza cerebral ¥y bronguios.

—
r

La alta cexpresion de moid¢culas sialil{a2,3)lactosa en los
tejidos de cerdos neonatos pucdce ser responsable de fa
susceptibilidad mostrada por c¢stos animales a la infeccceidn por el

paramixovirus porcino LPM.




PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION,

Los:posib[es etapas que ﬁbntinuarian en esta finca de investigacidn
serjan: ‘ ' : ‘
AL Eépudiar a 'fohdo las bcaracterfsticas fisico-quimicas de -la
'protcinu HN a fin de determinar claramente como realiza su funcidn
de fééonocimicnto dclkreceptor celular.
B. Coﬁﬁihuar‘la caracterizacidn dql réceptor celular, y de secr
poéible éépardeOAQQ la membrana -para purificarlo y analizar asi
susrcéfﬁétérisficqs. ﬁétoibermitird un. mayor conocimiento de¢ su
funcidén -celular -y -de Jés ventajas.  que obtiene el virus al
utilizarlo cdmorblahcﬁ Qurdn;erid,infﬁéciéﬁ.
C. Estudiar }a’prcséncia,de moléculas sialil({a2,3)lactosa ¢n el
resto de los tejidos.de cerdos -neonatos v cn cerdos de mayor edad,
para estableéer los cambioé en én su expresion relacionados con el
desarrollo de los animales.
D. Amplicar los ensayos dec inhibicidn de la glicosilacidn al
estudio de las glicoproteinas de! paramixovirus porcino LPM, con el
fin de determinar ¢! papel sus oligosacdaridos en la infeccidn y en
el ciclo replicativo del virus,
E. Por Gltimo. se pretende analizar la existencia de factores
reguladores de replicacidn viral o¢n diferentes modelos In vivo e in
vitro. con el tin de contestar a la pregunta: ;por gqué cada
paramixovirus ticne un rango de hospedero tan restringido, siendo

que la mavoria de ellos utilizan un receptor comdn?
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