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INTRCDUCCION.

El ‘paso inicial en un proceso de infeccién viral es el
reconocimiento de moléculas, en la superficie de las células, gue
actGan como receptores especificos y le permiten al wirus
adherirse, fusionarse y penetrar a su cé&lula huésped.!

El paramixovirus porcino de La Piedad Michoacin (LPM) es-
responsable de una enfermedad neurolégica, respiratoria vy
reproductiva acompafiada por opacidad de la cérnea, que afecta
principalmente a lechones.? Estructuralmente, el virus porcino
LPM posee dos glicoproteinas en su envoltura la proteina HN con
actividad hemoaglutinante y neuraminidasa y la proteina F
responsable de su actividad formadora de sincicios.?

En este trabajo se presenta el conjunto de estudios realizados
para determinar la naturaleza gquimica de los elementos gque
participan en el proceso de infeccidn por el virus LPM.

OBJETIVOS.

Determinar la participacién de oligosaciaridos de la superficie
celular como moléculas blanco en el proceso de infeccién por el
paramixovirus porcino LPM.

MATERTIAL ¥ METODOS.

Se realizaron ensayos de inhibicién de la hemoaglutinacién (HA)
Yy de la formacidn de sincicios (FS) con azGcares, glicésidos y
glicoproteinas complejas disponibles comercialmente. Los
compuestos «2,3-, a2,6 sialil-lactosa y &cido H-glicolilneura
minico de alta pureza fueron donados por el Profr. Claude
Michalsky de la Universidad de Ciencias y Tecnologias de Lille,
Francia.

En los ensayos de inhibicién de la HA se utilizaron eritrocitos
de carnero y de humano grupoc A2, en las pruebas de inhibicién de
la FS se utilizaron células Vero. En la mayoria de los ensayos
se utilizaron sobrenadantes de células PK-15 infectadas con virus
LPM, filtrados por membrana 0.22 um. En ensayos con compuestos
de alta pureza se utilizd virus LPM purificado.* La proteina HN
se obtuvo por sonicacién del precipitado wviral, separacién en
gradientes de sacarosa y purificacién por cromatografia de
exclusidén molecular. E1 perfil de proteinas se corrobord por
electroforesis en geles de poliacrilamida. Se realizaron ensayos
de HA y de FS con células tratadas con enzimas neuraminidasa,
proteinasa y tripsina. Ademéds, se trataron células Vero con
antibidéticos inhibidores de la glicosilacién para estudiar 1la
expresién de oligosacaridos y glicoproteinas. La expresién
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celular de azlicares se determind con diversas lectinas conjugadas
a flouresceina o rodamina.

RESULTADOS

La digestién enzimdtica con neuraminidasa mostrd que el virus LPM
reconoce residuos de &cido sidlico. Estos residuos no fueron
necesariamente componentes de las proteinas extracelulares, ya
que el tratamiento de las células con tripsina incremento el
reconocimiento.

Los ensayos de competencia de unién utilizando azlcares,

glicésidos y glicoproteinas complejas mostraron que el virus sélo-

reconoce andmeros a del &cido sidlico. También, utilizando
compuestos de alta pureza, mostramos gue sialil(ae2,3)lactosa pero
no sialil-{a2,6)lactosa inhibié tanto la HA como la FS del virus
LPM. Mas aGn, los compuestos que contienen residuos sialil(a2,3)
lactosa (IgA y orosomucoide) fueron los mejores inhibidores de
la actividad HA del virus.

En otra serie de experimentos, el uso de tunicamicina ¥
desoxinojirimicina, inhibidores de 1la glicosilacién celular,
redujo considerablemente la infeccién por el virus LPM. El uso
de lectinas permitidé determinar que el virus LPM s&lo puede
infectar células que expresan oligosac&ridos complejos en su
superficie. En este sentido, El1 virus porcino LPM sdlo infectd
agquellas células gque expresan sialil(ae2,3)lactosa lo que fué
confirmado utilizande la lectina de Maackia amurensis la cual
reconoce especificamente moléculas de &cido sidlico unidas en
enlace a2-3 a moléculas de galactosa.

Tomados en conjunto, estos resultados demuestran gue las
moléculas de &cido sidlico y de sialil(a2,3)lactosa deben estar
presentes en la superficie celular para gque se realicen lcs
procesos de adherencia e infeccidn inducidos por el paramixovirus
porcino LPM.

Por otra parte, utilizando a la glicoproteina HN purificada en
ensayos de competencia de unién, se demostrd gue esta proteina
es la responsable de la adherencia viral.

DISCUSION.

Nuestros resultados demuestran que similarmente a otros miembros
del generc paramixovirus,’ el virus LPM reconoce especificamente
estructuras que contienen acido sidlico. Al parecer la estructura
minima requerida para interactuar con el virus es el &cido
si&lico, ya que su eliminacidén de los eritrocitos disminuye la
actividad aglutinante y su eliminacién de las glicoproteinas IgA
y orosomucoide evita su actividad inhibidora sobre el wvirus.
Sin embargo, la hemaglutinina parece poseer un sitio de unién
restringido, ya que ¢-2,3 pero no e¢-2,6 sialil-lactosa resultd
ser el mejor inhibidor de la actividad hemoaglutinante ¥y
formadora de sincicios del virus.

Diversos trabajos han demostrado la presencia de residuos sialil-
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lactosa en tejidos respiratorio y nervioso de diversos
mamiferos.®’ Ademds, se ha demostrado la expresién elevada de
estos compuestos en las etapas fetal y neonatal.?

La especificidad por azlGcares del paramixovirus LPM podria
explicar su atraccién por los tejidos de cerdos jévenes.
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