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Abstract: Biological characterization of three natural isolates of the porcine rubulavirus (Mexico). Porcine
rubulavirus (PoRV) produces a neurological and reproductive syndrome in pigs called the blue-eye disease,
known only from Mexico. Several isolates were grouped by the main symptoms presented during outbreaks:
a) neurotropic in piglets, b) broadly neurotropic in piglets and gonadotropic in adults, and ¢) gonadotropic in
adults. We studied some biological properties of three strains, which fall in one of each virus group: La Piedad
Michoacan (LPM) and Produccion Animal Cerdos 1 (PAC1) and 3 (PAC3), respectively. The analyzed viral
properties are mainly related with the trans-membrane hemagglutinin-neuraminidase (HN) and fusion (F) pro-
teins, such as cytopathic effect, hemolysis, hemagglutinating (HA) and neuraminidase (NA) activities. In the
infection assays PACI strain presented the highest fusogenicity level; however, the most cytolytic strain was
PACS3. In addition, HA and NA activities and viral genome of PAC3 strain was detected in supernatants during
cell infection earlier than in the other two strains, which shows that PAC3 virions release from the host cell
earlier than LPM and PAC1. Experimental determination in purified viruses shows that PAC3 presented a higher
HA and NA activities; however, PAC1 shows other interesting properties, such as a high thermostability of HN
and differences about substrate profile respect to LPM and PAC3. Our data suggest that NA activity is associated
with the virulence of RVP. Rev. Biol. Trop. 56 (2): 487-499. Epub 2008 June 30.

Key words: Blue eye disease, LPMV, hemagglutinin-neuraminidase, Paramyxoviridae, Rubulavirus, virulence.

El Rubulavirus porcino (RVP), también
conocido como virus de La Piedad, Michoacan
(LPMV) es un paramixovirus causante de la
enfermedad del ojo azul de los cerdos y hasta
ahora ha sido informado s6lo en México.
Fue detectado por primera vez en granjas del
Estado Michoacan, México, en 1980. Esta
enfermedad se caracteriza por un complejo de
signos respiratorios, neurologicos y reproduc-
tivos, acompafiados por opacidad de la cérnea
(Stephano 1993).

Los aislamientos virales estan tipicamen-
te asociados con determinados signos; por

ejemplo, las cepas denominadas paramixo-
virus del ojo azul (POA, 1980), La Piedad
Michoacan (LPM, 1984) y POA2 (1988) son
causantes principalmente de meningoencefa-
litis y neumonia en cerdos neonatos; mientras
que las cepas denominadas Produccion Animal
Cerdos 2 (PAC2, 1990) y 3 (PAC3, 1993), de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) fue-
ron aislados en brotes donde basicamente se
registraron fallas reproductivas. En estos ulti-
mos casos se observaron abortos, mortinatos
y disminucion en la fertilidad de las hembras;
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mientras que en machos se presentd epididimi-
tis, orquitis y atrofia testicular. Otros aislamien-
tos, tales como PACI (1990), PAC4 (1993) y
PACS5 (1994) se recuperaron de granjas donde
se presentaron signos respiratorios severos y
meningoencefalitis en cerdos neonatos y tam-
bién signos reproductivos en cerdos adultos
(Reyes-Leyva et al. 2002).

El RVP posee seis genes, que codifican
proteinas altamente conservadas en la familia
Paramyxoviridae. La nucleocapside esta cons-
tituida por el ARN gendmico y la nucleoprotei-
na (NP), a la cual se asocian la fosfoproteina
(P) y una proteina de alto peso molecular (L).
En la envoltura viral se encuentran las protei-
nas de matriz (M), la de fusion (F) y la hema-
glutinina-neuraminidasa (HN) (Sundqvist ef al.
1990, Santos-Lopez et al. 2004a).

La HN es la principal proteina involu-
crada en el inicio de la infeccidn, reconoce al
receptor en la membrana de la célula hospe-
dera (actividad hemaglutinante, HA), que es
un acido neuraminico unido a glicoproteinas o
glicolipidos en la membrana celular; coopera
con la proteina F para fusionar las membranas
celular y viral; paso importante para el ingreso
del genoma viral en la célula. La HN tiene
también actividad de neuraminidasa (NA), la
cual consiste en la remocion de residuos de
acido sialico de la progenie viral, para evitar la
autoagregacion y que también estd involucrada
en la liberacion de la progenie viral de la célula
hospedera (Lamb y Kolakofsky 2001).

Hasta ahora se han reportado s6lo algunas
diferencias en signos clinicos de varias cepas
del RVP, sin embargo, otros estudios de indole
bioquimica, genética e inmunolodgica son nece-
sarios para contestar algunas preguntas acerca
de variabilidad y la posible evolucion del RVP.
Por estas razones, el objetivo del presente tra-
bajo es la investigacion de algunas propiedades
biologicas que podrian estar relacionadas con
los signos clinicos. Para ello, se seleccionaron
tres aislamientos virales que difieren en sus
manifestaciones clinicas y se compararon en
estudios in vitro. De esta manera, se incluyeron
en el estudio las cepas LPM, PACI y PAC3,
cada una ubicada en diferente grupo viral. Se
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evaluo el efecto citopatico en cultivo celular
y se determinoé la actividad HA y NA tanto en
sobrenadantes de células infectadas como en
viriones purificados. Finalmente, la relevancia
de los datos obtenidos se discute y relaciona
con la virulencia del RVP.

MATERIAL Y METODOS

Virus y células. Las cepas virales PACI
(1991) y PAC3 (1992) se aislaron en el
Departamento de Produccion Animal “Cerdos”
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
UNAM (Ramirez-Mendoza et al. 1997, Reyes-
Leyva et al. 2002). La cepa prototipo LPM
fue obtenida en 1984 por Moreno-Lopez et
al. (1986). Los virus se replicaron en células
PK-15 (rifidon de cerdo), que se mantuvieron
en Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM)
suplementado con 5% de suero de bovino
neonato (SBN) y con los antibidticos penici-
lina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml)
(Reyes-Leyva et al. 1997). Los medios y suple-
mentos de cultivo se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (San Luis, E.U.A.). Los aislamientos
virales se caracterizaron como RVP mediante
inhibicion de la hemaglutinacion, usando un
suero hiper-inmune anti-RVP y mediante trans-
cripcion inversa acoplada a la reaccion en cade-
na de la polimerasa (RT-PCR).

Titulacion viral. La capacidad de infec-
cion de cada indculo viral se determind en
dosis infectantes en cultivo celular al 50%
(DICC,y), de acuerdo con el método de Kérber
(Blake y O"Connell 1993).

Deteccion del virus mediante RT-PCR.
El ARN total de los sobrenadantes infectados se
extrajo mediante el método de fenol-cloroformo,
usando el reactivo comercial Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, E.U.A.), de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante; el volumen utilizado de
sobrenadante viral fue de 300 ul mientras que
de Trizol fue de 600 ul. El ensayo de RT-PCR
se llevo acabo usando el juego de reactivos
SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum
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Taq (Invitrogen) y los iniciadores P-LPMI1
(5’-CCAGTCCGAGG TTCATCAT-3") vy
P-LPM2(5’-TGCGGCCCTCGATTGCTTT-3")
para obtener un producto de 395 pb del gen P.
El programa consistio en: 55°C/30 min (trans-
cripcion inversa), 94°C/2 min (para inhibir la
enzima RT y desnaturalizar los 4cidos nuclei-
cos), seguido por 35 ciclos de 94°C/30 s,
55°C/30 sy 72°C/40 s; se agrego6 un periodo de
extension final a 72°C/5 min.

Ensayos de infeccién. Las células PK-15
se cultivaron en placas de 6 pozos (9.6 cm?/
pozo; Nunc, Illinois, EUA). Cada virus fue
inoculado utilizando dosis de 100 DICCj,
(diluidas en MEM) por pozo e incubado duran-
te 1 hra 37 °C, después de lo cual, los indculos
virales se retiraron y se agregdé MEM nuevo
con 5% de SBN. Los pozos infectados y una
serie de pozos sin infectar se revisaron perio-
dicamente mediante microscopia de contraste
de fases para observar y cuantificar el efecto
citopatico. Los sobrenadantes de las células en
cultivo se extrajeron y analizaron para determi-
nar las actividades HA y NA o para someterse
a extraccion de ARN para ensayos de RT-PCR.
Cada ensayo fue realizado al menos tres veces
para obtener confiabilidad en los datos.

Purificacion de virus. Los viriones pre-
sentes en los sobrenadantes se concentraron
por centrifugacion a 31,000xg/1 hr/4 °C usando
el rotor SS-34 (Sorvall, Newtown, E.U.A.).
Los sedimentos se re-suspendieron en PBS
(fosfato de sodio 0.1 M (Sigma)/cloruro de
sodio 0.15 M (Sigma), pH 7.3) y se sometieron
a ultracentrifugacion a 100,000xg/4 hr/4°C en
un colchoén de sacarosa (Sigma) al 45% usando
el rotor SW-28 (Beckman, Palo Alto, E.U.A.).
Los viriones sedimentados se lavaron con PBS
mediante otra centrifugacion a 31,000xg/1 hr/4
°C, se resuspendieron en PBS y se guardaron a
-70 °C hasta su uso (Reyes-Leyva et al. 2007).

Ensayos de hemaglutinacién. Las pro-
piedades hemaglutinantes se determinaron en
microplacas de 96 pozos de fondo redondo
(Nunc) mediante diluciones dobles seriadas de

los virus purificados o sobrenadantes virales
en PBS (25 ul en total). A estas diluciones se
agregaron 25 ul de suspensiones de eritrocitos
de varias especies al 1% en PBS y se incubd
a 4 °C. La hemaglutinacion se analiz6 visual-
mente para determinar los titulos en unidades
hemaglutinantes (UHA), que se definen como
el inverso de la tltima dilucion en que los virus
fueron capaces de aglutinar (Reyes-Leyva ef al.
1997). Una vez aglutinados los eritrocitos se
determind el tiempo de elucion (sedimentacion)
mediante observacion directa cada 10 min. Las
unidades de elucion se definieron como el
numero de UHA eluidas por hora (UHE).

Determinacion de la actividad de neu-
raminidasa. Los virus purificados o sobre-
nadantes virales se incubaron en presencia de
sialil-lactosa (Sigma) o fetuina sérica bovina
(Sigma) como sustratos a 37 °C en una solu-
cién amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M
(Merck, Darmstad, Alemania) a pH 3.5 durante
30 min. El acido neuraminico liberado se deter-
min6 mediante un microensayo modificado del
método del acido tiobarbitrico, usando una
curva de 4cido neuraminico puro, de acuer-
do con el protocolo publicado previamente
(Santos-Lopez et al. 2004b).

Ensayos de hemédlisis. La actividad
hemolitica de los virus se determind mediante
la incubacion de una suspension de eritrocitos
de carnero al 3% con cada una de las cepas
virales (16 UHA). Las réplicas (triplicados) de
la mezcla virus-eritrocito se incubaron durante
1,2y 3 hra37°C. La mezcla se centrifugd
a 500xg/5 min y la densidad optica (DO) del
sobrenadante (175 ul) se determind en una
placa de de microensayo a 450 nm. Como tes-
tigo negativo se utilizéo PBS y su valor de DO
se extrajo a los valores de DO de cada mues-
tra. Los titulos de hemolisis se reportaron en
porcentaje, asumiendo como 100% la DO de
una solucion de NaCl 75 mM, utilizada como
testigo positivo.

Estabilidad térmica de la protei-
na HN. Para explorar algunas diferencias
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fisicoquimicas entre las tres proteinas HN,
los viriones purificados se pre-incubaron a
diferentes tiempos y temperaturas para después
determinar las actividades HA y NA. Las acti-
vidades residuales de HA y NA se reportaron
en porcentaje respecto a un testigo no pre-
incubado, los titulos de elucién se reportaron
en UHE residuales.

Analisis estadisticos. Para comparar de
manera confiable los valores obtenidos en los
distintos métodos analiticos para las tres cepas
virales se realizaron pruebas de andlisis de
varianza (ANOVA) utilizando el sistema de
acceso gratuito disponible en el sitio electro-
nico: http://home.ubalt.edu/ntsbarsh/Business-
stat/otherapplets’ ANOVA.htm. Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas
para valores de p < 0.05.

RESULTADOS

Efecto citopatico (ECP). Los efectos tipi-
cos de los paramixovirus en cultivo celular, la
formacion de sincicios y la citolisis se obser-
varon durante la infeccion con cada una de
las cepas virales. La Figura 1A a 1D muestra
el ECP a las 48 horas post-infeccion (pi) para
cada una de las cepas virales estudiadas. Los
primeros sincicios fueron evidentes, mediante
la microscopia de contraste de fases, en la
infeccion con LPM entre las 12 y 14 hr pi,
con PACI entre las 18 y 20 hr pi y con PAC3
hasta aproximadamente las 24 hr pi. Aunque
PACI1 mostr6 sincicios después de LPM, el
crecimiento de los mismos (medido por el
numero de nucleos incluidos en el sincicio) fue
registrado en menor tiempo. De tal manera, las
células infectadas con PAC1 mostraron sinci-
cios entre 60 y 80 nucleos a 48 hr pi, mientras
que LPM mostro sincicios que incluian entre
40 y 50 nucleos y PAC3 sincicios de s6lo 20
a 30 nucleos a este mismo tiempo (Cuadro 1).
El otro cambio visible mediante microscopia
de contraste de fases fue la lisis celular, la cual
se presentd de manera inversa a la fusion celu-
lar. Los primeros focos de lisis se registraron
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en la infeccion con PAC3 a las 16-18 hr pi,
alcanzando casi el 50% de lisis a las 72 hr pi.
En contraste, las cepas PAC1 y LPM indujeron
el 50% de lisis hasta las 96 y 120 hr pi, respec-
tivamente. La lisis total de las células infecta-
das se observé en el mismo orden a las 96, 120
y 148 hr pi, aproximadamente (Cuadro 1).

Actividades de la proteina HN durante
la infeccién en cultivo celular. El seguimiento
de las actividades HA y NA en cultivo celular
se llevo a cabo de 0 a 120 hr pi. La actividad
HA se detecto en el sobrenadante viral a las 12
hr pi en la infeccion con PAC3, mientras que
en las infecciones con LPM y PACI se detectd
hasta las 24 hr pi. El valor maximo de la HA
se observo en todos los ensayos de infeccion
a las 72 hr pi (Cuadro 1), el cual se conservo
hasta las 120 hr pi (dato no mostrado). Por otro
lado, las células infectadas con PAC3 presen-
taron valores detectables de NA a las 12 hr
pi, mientras que para LPM y PACI se registro
hasta las 24 hr pi. La actividad se incremento
significativamente hasta las 72 hr pi (Cuadro 1)
y presentd variaciones menores hasta las 120 hr
pi (dato no mostrado). Ambas actividades de la
cepa PAC3 se observaron como los valores mas
altos a los largo del experimento.

Deteccion del ARN viral en los sobrena-
dantes de cultivos infectados. La presencia
del genoma viral se detect6 mediante RT-PCR
a las 12 hr pi para los tres virus, sin embargo,
el producto de RT-PCR fue mas intenso para
el caso del sobrenadante de PAC3, tanto a las
12 como a las 24 hr pi (Figura 1E). De hecho
el producto de RT-PCR para LPM a las 12 hr
pi practicamente no es visible en el gel (carril
a, Figura 1E). Estos resultados, a pesar de que
el ensayo de RT-PCR realizado no es estric-
tamente cuantitativo, fueron reproducibles y
confirman la salida mas rapida de la progenie
viral en las células infectadas con PAC3.

Perfiles de hemaglutinacién de las cepas
virales. Se incubaron eritrocitos de diferentes
especies con 100 TCID,, de cada virus puri-
ficado (Figura 2A). Los mas altos valores de
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Fig. 1. Efecto citopatico de las cepas del rubulavirus porcino LPM (B), PAC1 (C) y PAC3 (D) en células PK-15 a 48
horas post-infeccion (hr pi). Las células testigo no infectadas se muestra en (A). Las micrografias se registraron mediante
microscopia de contraste de fases (10 X). El producto de RT-PCR (395 pb) del gen P se muestra en (C) para diferentes
muestras de sobrenadantes de células infectadas; M-marcador de acidos nucleicos; células infectadas con LPM: a-12 hr pi,
b-24 hr pi; células infectadas con PAC1: ¢-12 hr pi, d-24 hr pi; células infectadas con PAC3: e-12 hr pi, f-24 hr pi.

Fig. 1. Cytopathic effect of LPM (B), PACI (C) and PAC3 (D) strains in PK-15 cells at 48 hours post-infection (hr pi).
Non infected cells are showed in (A). The micrographs were registered in a contrast phase microscopy (10X). The 395
pb RT-PCR product of P gene is showed in (E) for different samples of infected supernatants; M-molecular marker; LPM
infected cells: a-12 hr pi, b-24 hr pi; PACI infected cells: c-12 hr pi, d-24 hr pi; PAC3 infected cells: e-12 hr pi, £-24 hr pi.
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CUADRO 1
Eventos relevantes registrados durante la infeccion de las cepas del rubulavirus porcino LPM, PACI
y PAC3 en células PK-15

TABLE 1
Relevant events observed during the infection of porcine rubulavirus strains LPM, PAC1 and PAC3 in PK-15 cells

LPM PACI1 PAC3
Fusion celular
Inicio 12-14 hr 18-20 hr >24 hr
Nivel a 48 hr pi 40-50 n/s 60-80 n/s 25-35n/s
Lisis celular
Inicio 72 hr 48 hr 24 hr
Nivel a 96 hr pi 25% 50% ~100%
Actividad HA
Inicio 24 hr 24 hr 12 hr
Nivel a 72 hr pi 7 680 HAU/ml 10 240 HAU/ml 15 360 HAU/ml

Actividad de NA
Inicio 24 hr
Nivel a 72 hr pi 12.4 UE/ml

24 hr 12 hr

19.7 UE/ml 23.7 UE/ml

Los titulos de hemaglutinacion se determinaron con eritrocitos de carnero al 1 %, los sincicios y la citdlisis inducidos por
la infeccidn se determinaron por analisis visual mediante microscopia de contraste de fases; n/s-nucleos por sincicio. Los
titulos de HA y NA estan reportados por ml de sobrendante de cultivo infectado.

The HA titers were performed with 1 % goat red blood cells; the syncytia and lysis were estimated by visual analysis in
contrast microscopy; n/s — nuclei per syncytium. The HA and NA titers are reported per ml of infected supernatant.

aglutinacion se alcanzaron con los eritrocitos de
carnero para los tres virus (PAC3:128, PACI1: 86;
LPM: 64 UHA). Con eritrocitos de pollo PAC1
y PAC3 tuvieron titulos altos de 64 y 128 UHA,
respectivamente, en contraste, LPM presentd
un titulo bajo de sélo 3 UHA. Otras diferencias
se observaron con los eritrocitos de conejo, ya
que PACI y PAC3 mostraron el mismo titulo
(8 UHA) mientras que LPM no aglutind estas
células. En el caso de los eritrocitos humanos
tipo O, fueron mejor aglutinados por PAC1 (32
UHA), los ensayos para LPM y PAC3 presenta-
ron titulos de s6lo 8 UHA.
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Actividad de neuraminidasa. La cepa
PAC3 mostr6 la mayor actividad de NA
(1 103.4 nmol min' mg™!), que representa mas
de cuatro veces la de LPM (275.9 nmol min’!
mg!) y cerca de 10 veces la de PACI (114.9
nmol min' mg!) usando sialil-lactosa como
sustrato (0.25 mg/ml). Cuando se utiliz6 fetuina
como sustrato (2.5 mg/ml), las cepas presenta-
ron un patrén diferente. Aunque PAC3 presento
también la mayor actividad (557.6 nmol min’!
mg!), el valor intermedio correspondi6 a PACI1
(370.6 nmol min! mg!) y el mas bajo a LPM
(233.2 nmol min"! mg™!) (Figura 2B).
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Fig. 2. Actividades bioquimicas de las cepas del rubulavirus porcino LPM, PAC1 y PAC3 en células PK-15. Muestras de
viriones purificados se sometieron a ensayos analiticos para determinar las actividades de hemaglutinacion con eritrocitos
de diferentes especies (A); neuraminidasa, usando siali-lactosa o fetuina sérica bovina como sustratos (B) y hemolisis con
eritrocitos de carnero (C). Los asteriscos sefialan los valores en que se encontr6 diferencia significativa (ANOVA p<0.05).

Fig. 2. Biochemical activities of LPM, PAC1 and PAC3 strains in PK-15 cells. Semi-purified virions were submitted to analyti-

cal assays to determine the hemagglutination with several species of RBC (A), neuraminidase using syalyl-lactose or bovine
seric fetuin as substrates (B) and hemolysis activities with goat RBC (C). * Significant difference between signaled values.
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Ensayos de hemolisis. La actividad hemo-
litica de los paramixovirus estd relacionada
directamente con sus propiedades fusogénicas
(proteina F), por lo cual es una técnica semi-
cuantitativa para evaluar la promocion de la
fusion de un virus. Para estos ensayos se usaron
los eritrocitos que presentaron mayores titulos
de aglutinacién (carnero) en suspension al
3% y el mismo titulo de hemaglutinacion (16
UHA) para cada virus. La cepa PAC1 presento
el titulo mas alto de hemolisis, luego LPM y
finalmente PAC3 (Figura 2C). Asi, a las 3 hr de
incubacidn de la mezcla virus/eritrocitos, PAC1
(55%) presentdé mas del doble de absorbancia
que PAC3 (25%) y casi 1.5 veces mas que LPM
(34%).

Termoestabilidad de las actividades de
la proteina HN

Hemaglutinacion. Todas las cepas mantu-
vieron el 100% de su actividad hemaglutinante
(8 UHA) después de los diferentes tratamientos
térmicos (pre-incubacion) entre 37-60 °C por
periodos de 10-60 min. La actividad HA de la
cepa LPM se elimind completamente después
de la pre-incubacion a 70 °C/10 min, mientras
que la actividad de PAC1 y PAC fue mas resis-
tente, conservando sus 8 UHA atn después
de este tratamiento. La actividad de PAC3
se elimind cuando se pre-incubd el virus a
70 °C/20 min y la de PAC1 hasta que el tiempo
de incubacioén a esta temperatura se llevo a 30
min (Figura 3A).

Elucion. Debido a las diferencias en la
actividad de neuraminidasa de las tres cepas,
las 8 UHA de PAC1 y PAC3, las cuales eluye-
ron a las 0.5 hr, presentaron 16 UHE (es decir, 8
UHA/0.5 hr), mientras que las 8 UHA de LPM,
que tomaron 2 hr en eluir se calculé en 4 UHE
(es decir, 8 UHA/2 hr). Este patron se conser-
vo después de los pre-tratamientos térmicos
con cada virus (Figura 3B). Lo que se puede
observar también es que la actividad de elucion
es algo mas sensible que la HA, ya que la pre-
incubacion a 50 °C por 10 min fue suficiente
para eliminar la actividad de elucion de las
cepas LPM y PAC3, aunque conservan aln su
actividad HA (Figura 3A y 3B). La actividad de
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elucion de PACI se conservo durante mas tiem-
po y a temperaturas mas altas que para las otras
dos cepas, ya que aln se observo este proceso
después de la incubacion a 70 °C/20 min.

Neuraminidasa. La actividad residual des-
pués de 10 min de pre-incubacion fue similar
para cada cepa, manteniéndose alrededor de
80% a 37 y 40 °C, bajando en mas de 20%
cuando la temperatura se increment6 a 60 °C.
La actividad NA de las tres cepas se elimino
completamente cuando se realizo la incubacion
a 70 °C durante 10 min (Figura 3C). Por otro
lado, cuando los virus se pre-incubaron durante
30 min, el patrén de descenso en la actividad
fue similar a 37, 40 y 50 °C pero cerca de 10%
menor que en los ensayos de 10 min. Cuando
las enzimas se pre-incubaron a 60 °C/30 min,
la actividad mas alta fue para PAC1, que retuvo
cerca de 41% de su actividad original, mien-
tras que LPM present6 22% y PAC3 solo 2%.
Las diferencias encontradas, analizadas por
separado, ya sea para 10 o 30 min, no son esta-
disticamente significativas entre los tres virus
hasta las incubaciones de 60 °C, tanto para 10
como para 30 min de pre-incubacion (ANOVA
p=<0.05), en las que se muestra que la cepa con
mayor termoestabilidad es PACI.

DISCUSION

Debido a las diferencias en los cuadros
clinicos con que se presenta los brotes de la
enfermedad del ojo azul (Reyes-Leyva et al.
2002), se seleccionaron tres cepas virales que
difieren en sus manifestaciones clinicas (LPM,
PAC1 y PAC3) para estudiar algunas de sus
propiedades biologicas.

Mediante microscopia se observd que en
las primeras horas, las células infectadas por la
cepa LPM presentaron una mayor actividad de
fusion celular. Sin embargo, en las células infec-
tadas por PACI se presentd un crecimiento mas
rapido en el tamafio de los sincicios, llegando a
duplicar el nimero de nucleos por sincicio cau-
sados por LPM a las 48 hr pi. Los ensayos de
hemdlisis correlacionan con estos datos ya que
la cepa de mayor actividad fue PACI, seguida
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Fig. 3. Estabilidad térmica de las actividades de la proteina HN de las cepas del rubulavirus porcino LPM, PAC1 y PAC3.
Muestras de viriones purificados se pre-incubaron a diferentes temperaturas y tiempos para probar la estabilidad térmica de
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dades residuales con respecto a una muestra testigo no pre-incubada (control).

Fig. 3. Thermal stability of HN activities of LPM, PAC1 and PAC3 strains. Purified virions were pre-incubated at different

temperatures and times, then hemagglutination (A), neuraminidase (B) and elution (C) properties were assayed. The values

in graphics represent the residual activity from a non pre

incubated viral sample (control).
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por LPM y por PAC3. La actividad de fusion,
dependiente principalmente de la proteina F, ha
sido relacionada directamente con la actividad
hemolitica, tanto que la proteina F fue llamada
proteina de hemolisis por muchos afios (Scheid
y Choppin 1974, Devireddy et al. 1999).

En contraste, la lisis celular en el cultivo
se observo primero en la infeccion por PAC3,
a las 18 hr pi. Los primeros focos de lisis apa-
recieron mas tarde en la infeccion con las otras
dos cepas: hasta las 48 hr pi (PAC1) y 72 hr
pi (LPM). De acuerdo con estos datos, ambos
efectos citopaticos parecen ser caracteristicas
distintivas entre estas cepas, ya que la aparente
virulencia de PAC3 in vitro, debido a la citoli-
sis, es notablemente mas alta que las de LPM y
PACI, mientras que esta ultima es la que pre-
senta un mayor potencial de fusion celular.

Por otro lado, durante el seguimiento de la
infeccion, la cepa PAC3 fue la primera en pre-
sentar las actividades HA y NA y siempre con
los titulos mas altos. Esto sugiere la existencia
de una relacion directa entre las actividades
de la proteina HN y la virulencia. Tal relacion
se ha discutido en estudios con otros virus de
la familia, como los virus de parainfluenza
(Moscona and Peluso 1991, 1992; Huberman et
al. 1995, Porotto et al. 2001), donde se sugiere
que virus deficientes en actividad NA inducen
mayor fusion celular, mientras que virus con
actividades altas de NA son menos fusogéni-
cos, porque la actividad enzimatica elimina el
receptor de las células vecinas y esto reduce
la infeccion viral célula-célula. También se ha
postulado que las dos actividades de la protei-
na HN, hemaglutinacién y neuraminidasa, se
encuentran equilibradas en las variantes natura-
les, tanto en paramixovirus como en ortomixo-
virus; es decir, que si por alguna mutacion se
causa una ganancia en actividad HA, también
se eleva la actividad de NA y, viceversa; ambas
actividades pueden disminuir de manera coor-
dinada (Solorzano et al. 2000).

El virus con mayor actividad enzimatica
(PAC3) induce sincicios de manera mas lenta
que las otras cepas pero por otro lado, la lisis
celular comienza en una etapa mas temprana
de la infeccion, lo cual podria favorecer la
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salida de viriones al medio asi como una mejor
distribucion de los mismos en la monocapa celu-
lar, causando mayores dafios en menos tiempo.
Recientemente nuestro grupo ha reportado un
proceso similar en la infeccion de dos clonas
obtenidas de la cepa vacunal Urabe AM9 del
virus de la parotiditis (Santos-Lopez et al. 2006,
Reyes-Leyva et al. 2007). Una de las clonas
virales, denominada HN-G, ,, induce un mayor
nivel de fusion celular en células Vero (rifion de
mono) y posee un mas bajo nivel de neurami-
nidasa que la otra clona denominada HN-A .
Este hecho podria estar relacionado con la viru-
lencia, ya que virus con genotipo HN-A ., han
sido asociados directamente con la meningitis
post-vacunal. Es posible que la neuraminidasa
sea un factor para el virus que le permita un
mayor grado de movilidad y pueda migrar hacia
distintos sitios dentro del organismo.

En otros trabajos se ha demostrado que
virus con actividad baja en NA tienden a formar
auto-agregados o pueden permanecer por tiem-
po indefinido unidos a glicoconjugados en la
membrana de la célula hospedera, retardando la
salida de la progenie viral, lo cual disminuye la
difusion de los viriones en el medio y por lo tanto
el dafio, en contraste, los virus con alta actividad
de NA pueden dispersarse mejor en el medio y
llegar a lugares alejados del sitio inicial de infec-
cion (Yamamoto-Goshima ef al. 1994, Liu et al.
1995). Con estos antecedentes, en el caso del
RVP, la neuraminidasa puede estar involucrada en
la infeccion sistémica de cerdos adultos, lo cual
es observado en ciertas cepas, tales como PAC1 y
PAC3 (Reyes-Leyva et al. 2002).

La lisis de las células infectadas por PAC3
se observé antes que la aparicion de los sin-
cicios. Esto puede asociarse con la salida
temprana de los viriones respecto a las otras
dos cepas, lo cual es apoyado por los ensayos
de RT-PCR. Sin embargo, PACI es un aisla-
miento obtenido de un brote neurologico y
reproductivo que incluyd cerdos de todas las
edades, en contraste con los hallazgos clini-
cos de la infeccion por PAC3, que involucrd
principalmente signos reproductivos en adultos
durante la infeccion natural y también durante
una infeccion experimental (Ramirez-Mendoza
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et al. 1997, Reyes-Leyva et al. 2002). Este
hecho sugiere que las actividades HA y NA,
asi como el efecto citopatico en cultivo celular
no son suficientes para establecer el grado de
virulencia entre estos dos aislamientos, sobre
todo considerando que PACI1 es la cepa mas
virulenta in vivo.

En busca de otras diferencias entre los ais-
lamientos del RVP, se investigaron otros aspec-
tos de la funcionalidad de HN. La cepa PACI
posee una actividad relativa mas alta cuando el
sustrato es fetuina que cuando es sialil-lactosa
comparada con LPM o PAC3. Esto sugiere
que en la fetuina existe algin factor que podria
influenciar la conformacion de la HN de la
cepa PACI para aumentar su nivel catalitico
con respecto a la pequefia molécula de sialil-
lactosa, es decir, que a pesar de que en ambos
casos, la enzima podria actuar directamente
sobre un trisacarido muy similar, ya que la
fetuina contiene cadenas de carbohidratos que
terminan en sialil-lactosa, esta glicoproteina
podria tener ventaja mediante alguna interac-
cion independiente del sitio activo de la HN
que promueva su actividad enzimatica.

Otros estudios que sugieren diferencias
estructurales son los de termoestabilidad. Se
demostré que la HN del RVP es una proteina
altamente termoestable, hecho que ya se habia
explorado para la cepa LPM (Reyes-Leyva
et al. 1999, Santos-Lopez et al. 2004b). Es
importante apuntar que PAC1 mostré un nivel
mas alto de resistencia a la temperatura, lo cual
también sugiere que su HN posee caracteris-
ticas diferentes a las de LPM y PAC3, que le
permiten mantener un minimo de su estructura
funcional después del tratamiento térmico.
Estas probables diferencias pueden influir tam-
bién en otros aspectos funcionales de los virus,
tales como el tropismo viral o la susceptibili-
dad celular durante la infeccion. Sin embargo
la especificidad y afinidad de la proteina, asi
como otros parametros bioquimicos deben ser
estudiados con mayor detalle.

Las propiedades analizadas en este estudio
apuntan hacia la variabilidad entre las distintas

cepas virales aisladas en diferentes lugares y
afios, sin embargo es importante reforzar los
hallazgos con un mayor nimero de cepas aso-
ciadas con cada patologia. Es posible que se
estén registrando eventos de variabilidad gené-
tica y antigénica, sobre todo porque la proteina
HN es el elemento mas antigénico (Hernandez
et al. 1998) y la presion de seleccion puede
originar cambios tanto en la superficie expuesta
como en las diferentes propiedades biologicas
de esta proteina multifuncional. De tal manera,
resulta importante la investigacion de muta-
ciones en éste y otros genes y estudiar los
efectos funcionales, asi como el escape a la
respuesta inmune del hospedero. Estas tareas
ya estan siendo abordadas por nuestro grupo de
investigacion.

RESUMEN

El Rubulavirus porcino causa un sindrome neuro-
logico y reproductivo en cerdos, hasta ahora reportado
solo en México. Los virus aislados se agrupan de acuerdo
con los sintomas principales observados durante los bro-
tes en: a) neutropicos en lechones, b) neurotropicos en
lechones/gonadotropicos en adultos y ¢) gonadotropicos
en adultos. En este trabajo se estudiaron tres cepas: La
Piedad Michoacan (LPM) y Produccion Animal “Cerdos”
1 (PACI) y 3 (PAC3), ubicadas respectivamente en cada
grupo. Las propiedades estudiadas se relacionan prin-
cipalmente con dos proteinas de la envoltura viral, la
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina de fusion
(F). Se cuantificaron el efecto citopatico y las actividades
de hemolisis, hemaglutinacion (HA) y neuraminidasa
(NA). En cultivo celular la cepa PAC1 presentd una mayor
actividad fusogénica, sin embargo PAC3 present6 la mayor
actividad citolitica. La cepa PAC3 fue la primera en ser
detectada en sobrenadante de células infectadas (HA, NA'y
genoma), lo que muestra que sus viriones son liberados al
medio antes que las otras dos cepas. PAC3 tuvo las activi-
dades mas altas de HA y NA, sin embargo, PAC1 presentod
una mayor termoestabilidad en estas actividades de HN y
un perfil de substrato algo distinto de los observados para
LPM y PAC3. Estos datos sugieren que la actividad de NA
esta relacionada con la virulencia del RVP.

Palabras clave: Enfermedad del ojo azul, LPMV, hema-
glutinina-neuraminidasa, Paramyxoviridae, Rubulavirus,
virulencia.
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