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1.1 LOS PARAMIXONRUS

Los paramixovirus son un grupo de virus que causam gran variedad de
enfermedades en humanos y otros animales. Entrgodommixovirus que causan
enfermedades en humanos se encuentran los virusadampion, parainfluenza,
paperas, el virus respiratorio sincitial y los gifdendra y Nipah. Otros paramixovirus
infectan animales importantes para la nutricion &oany producen graves pérdidas
economicas causando enfermedades como la de N&woaki peste bovina. Estos
virus son excelentes modelos para el estudio delagia de los virus en general y de
los virus de RNA de polaridad negativa en particula

Constituyen la familiaParamyxoviridae, que se encuentra dentro del orden
Mononegavirales (Lamb y Kolakofsky, 1996). La familia Paramyxoviae esta
formada por virus recubiertos por una membrana iy BINA monocatenario de
polaridad negativa. Este RNA se encuentra exclosivdée en una nucleocapsida
helicoidal, donde esta asociado a otras proteinas da polimerasa dependiente de
RNA o RNA sintetasa. El RNA genomico sirve de mojua la sintesis del RNA
mensajero y del antigenoma de polaridad positiva gusu vez sera el molde para
nuevas moléculas de RNA gendémico. La envolturarqdea la nucleocapsida es una
membrana lipoproteica, formada por una bicapa itpidjue deriva de la membrana
plasmatica de la célula hospedadora. La membraidica contiene al menos dos
glicoproteinas transmembranales con forma de dapicon un dominio hacia el
exterior), la proteina F o proteina de fusion, ljaee posible la fusion de membranas, y
las proteinas de union al receptor HN, G o H seglrirus (Rott, 1979). La proteina
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) de algunos parawmniis tiene tres actividades, la
primera es el reconocimiento y unién a receptospedficos de la célula hospedadora
(actividad hemaglutinante), la segunda es la a&d/ienzimatica neuraminidasica o
sialidasica y la tercera es la actividad promotiwda fusion. En la hemicapa interna de
la envoltura del virus, interaccionando tanto can nucleocapsida como con la
membrana, se encuentra la proteina M (de matri®, @pnstituye el armazén que
establece contacto entre la envoltura y la nucfida (Shimizu y Ishida, 1975;
Garcia-Sastrest al., 1989; Galinski y Wechsler, 1991). En el afio 208l0Comité
Internacional de Taxonomia de virus dividio la fiemiParamyxoviridae en dos

subfamilias,Paramixovirinae y Pneumovirinae. La clasificacion se basaba en criterios
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morfologicos, en la organizacion del genoma, eactavidad biologica y la relacion de

la secuencia de las proteinas viricas (Esquema 1).

Familia Paramyxoviridae
SubfamiliaParamyxovirinae

GénerBespirovirus
Virus Sen(izeV)
Virus partiienza humano (hPIV) tipos 1y 3
Virus parfiienza bovino (bPIV) tipo 3

GénerBubulavirus
Virus densds 5 o Virus parainfluenza 5 (PI1V5)
Virus ds lpaperas (MuV)
Virus partiienza humano (hPIV) tipos 2, 4a 'y 4b

Génerwlorbillivirus
Virus derampién (MV)
Virus debquillo canino (CDV)
Virus depaste bovina

GénerAvulavirus
Virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)

Génerdenipavirus
Virus HendkeV)
Virus Nipah

SubfamiliaPneumovirinae

GénerBneumovirus
Virus resgiorio sincitial humano (hRSV)
Virus resgiorio sincitial bovino (bRSV)
Virus derlaumonia del raton (PVM)

Génend etapneumovirus
Metaneumasgihumano (HMPV)
Metaneumaogide aves tipos A, By C

Esquema - Clasificacion de la familidParamyxoviridae y algunos

ejemplos representativos.
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En 1994 se identificO un nuevo miembro de la faanRaramyxoviridae, el
morbilivirus equino o virus Hendra (HeV), que cals®uerte a una persona y a varios
caballos en Australia (Murragt al., 1995; O"Sullivaret al., 1997). En 1998 aparecio en
Malasia una epidemia de encefalitis febril sevete grovocé muertes humanas
causadas por un nuevo virus que se denomino vipahNTanto el HeV como el Nipah
comparten la capacidad de infectar y causar entlades potencialmente mortales en
una gran variedad de especies animales. @hala (2000), tras el analisis filogenético
de las secuencias de los genes de estos virusiesoigique ambos deberian formar un
nuevo génerdyenipavirus (Esquema 1).

La subfamiliaPneumovirinae, separada en la ultima reclasificacion, se disting
porque en su membrana posee la proteina G, gaepestéina de union al receptor pero
que no posee actividades sialidasica ni hemaghtengRichmanet al., 1971;
Kingsburyet al., 1978). Morfolégicamente se diferencian de Rasamixovirinae por
contener nucleocapsidas mas estrechas. Tambiénedifen aspectos del RNA virico y

en estructuras de proteinas (Colinal., 1991).

1.2 EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

El virus de la enfermedad de Newcastle es unoslagentes infecciosos causante
de un gran numero de enfermedades respiratori@seavio cual conlleva grandes
pérdidas econdmicas en explotaciones avicolas.

El NDV es un miembro del génekaulavirus de la subfamilidParamixovirinae,
orden Mononegavirales (Sedlal., 2002). En 1999, de Leeuw y Peeters, basandose en
comparaciones de secuencias genoOmicas entre el MDdtros Paramixovirus,
sugirieron que el NDV deberia constituir un nueeoeayo. Al afio siguiente, Loclat
al. (2000) y Seakt al. (2000), estudiando los genes de las proteinas Papdyaron
esta idea. Pero no fue hasta 2002 cuando se in@uydDV en el nuevo género
Awulavirus, gracias al andlisis de la secuencia nucleotidieala proteina NP de
multiples aislados de NDV, lo que permitié estabie®laciones filogenéticas (Sel
al., 2002).
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1.2.1 CEPASKE3TIRPES DEL NDV

Los términos “cepa” o “estirpe”, aplicados al ND&& utilizan para designar una
linea de virus caracterizada y estable. Se hanrittes@rias cepas de NDV con
marcadas diferencias en cuanto a su capacidadppadacir enfermedad y muerte en
pollos. Hanson y Brandly (1955) las agruparon,teabamente, en tres grupos segun su
patogenicidad en embriones de pollo:

- Cepas velogénicaproducen la muerte del embridén entre 40 y 60 htnas la

inyeccion de la dosis letal minima (tiempo mediordesrte en huevos).

- Cepas mesogénicadgeempo medio de muerte entre 60 y 90 horas.

- Cepas lentogénicamrdan mas de 90 horas en provocar efectos letales

Pese a su arbitrariedad esta clasificacion siguasenactualmente, por resultar
muy util para distinguir las cepas. Hanson (19%@mando en consideracion los
sintomas que produce la enfermedad, clasificO égms del NDV en otros cuatro
grupos:

- Formas "Doyle” o velogénicas-viscerotropicaengloban las cepas

extremadamente letales que provocan lesiones hégias en el intestino.

- Formas “Beach” o0 velogénicas-neumotropicasngloban las cepas

extremadamente letales que provocan trastornososes/y respiratorios, pero sin
lesiones intestinales.

- Formas “Beaudette”equivalentes a las mesogénicas. Provocan sintomas

respiratorios y ocasionalmente nerviosos. Los pojivenes pueden morir, pero en
general la mortalidad es muy baja.

- Formas “Hitchner”engloban todas las cepas lentogénicas. Provoteationes

suaves o inaparentes.

La cepa “Clone 307", utilizada en este trabajotgrerce a este Ultimo grupo. Se
trata de una linea genética estable obtenida & gafa cepa “La Sota”. Fue obtenida y
es utilizada por Intervet Laboratories (Boxmeer,lddda) y Laboratorios Intervet
(Salamanca, Espafa). Se utiliza comercialmente lparanunizacion activa de pollos

contra la enfermedad de Newcastle.
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1.2.2 LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

La enfermedad de Newcastle es un proceso infeccassado por el NDV, que
afecta a pollos, pavos y otras aves de corral,acalades alteraciones en el sistema
respiratorio y/o nervioso. En el caso de las cepas virulentas, puede causar tasas de
mortalidad del 90 % entre los animales infectadObafg, 1975). La enfermedad
provoca graves pérdidas econdémicas al causar latende las aves, o cuando menos,
una reduccion de la puesta. Las infecciones enrabhe son el resultado de accidentes
de laboratorio, vacunacion o manipulacion de polfosus sintomas son ligeros y
muchas veces reducidos a una leve conjuntivitis,igenuniza de por vida al individuo
(Rott y Klenk, 1988). Los medios de propagaciéncdess son varios: aves enfermas
procedentes de regiones donde dicha enfermedaddeésnia, transporte de pollos
enfermos a otras regiones, diseminacion por el airpor mamiferos que sufren

infecciones asintomaticas, incluido el hombre (lzaster y Alexander, 1975).

1.2.3 MORFOLOGIA ESTRUCTURA

El NDV es un paramixovirus tipico que consta de oneleocapsida helicoidal
rodeada por una envoltura membranosa (Figura 1% farticulas viricas son
generalmente esféricas, con un diametro de 10Man&() aunque pueden observarse
formas de hasta 600 nm de didmetro. Roberts y Cosnfi®98) demostraron, para el
también pleomoérfico virus de la gripe, que la mimdda final del virion se encuentra
determinada por el tipo celular hospedador y eafreente por la integridad de los
filamentos del citoesqueleto. Dado que las progeit@ los paramixovirus también
interaccionan con el citoesqueleto (Sandersbnal., 1995), es posible que lo
anteriormente descrito para la gripe sea tambintocpara este grupo.

El virus purificado muestra la siguiente compasicguimica: 67 % de proteinas,
1 % de RNA, 24 % de lipidos y 7 % de glucidos (lester y Alexander, 1975).
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Figura 1- Representacion esquematica del Virus de la Emfgéach de

Newcastle.

1.2.3.1 LA NUCLEOCAPSIDA

La nucleocapsida es una estructura helicoidal mel@vogiro, con un diametro de
17-18 nm y un hueco interior de 4-5 nm, aunque eueekistir diferentes estados
morfologicos (Egelmant al., 1989), posiblemente en funcion de las difereetapas
del ciclo virico. Estd formada por una unica molécde RNA monocatenario de
polaridad negativa que contiene 15186 nucleotiostinamurthy y Samal, 1998; de
Leeuw y Peeters, 1999). Esta molécula constitugembma virico que en ninguna fase
del ciclo replicativo esta aislado, sino que seuentra en todo momento acomplejado
con proteinas. EI RNA constituye algo mas del 9 @dadnucleocapsida (Rodt al.,
1963) y su tamafo varia entre 49 S y 57 S (Lancagsi#lexander, 1975). En los
extremos posee dos secuencias extracistronicasdificantes, de unos 50 nucledtidos,
conocidas combeader (en el 3") ytrailer (en el 57). Estas dos secuencias de control son
esenciales para la replicacion (Blumber@l., 1991; Harty y Palese, 1995; Maraosis
al., 2005). Flanquean los seis genes que codificaprtatginas estructurales del NDV,
separadas por regiones intergénicas no codificattesle se encuentran las sefales de

inicio y terminacion de cada gen.



Introduccion

n

NP M || ev] F HN L -

15186 nucleotidos

“Leader” “Trailer”

\"ZJ

Figura 2. Organizacion del genoma del NDV. Se muestran al@sos distinto
genes del NDV. Las zonas blancas son los fragmeletdsctura abiertos (ORFs) y las
grises las partes de los transcritos que no seidirdth. También se muestran |as

secuencias conservadas de final e inicio de |&drgtion y la posicion de las sefigles

de regulacion no transcritas en 5" y 3.

Las proteinas que forman parte de la nucleocagsidas siguientes:

- Proteina NP _(proteina de la nucleocapsida¥ la proteina estructural

mayoritaria, con aproximadamente 2600 copias pda caolécula de RNA, al cual
permanece unido en todo momento de forma que easlagcledtidos del genoma hay
interaccion con una copia de la NP (Egelrsal., 1989; Kolakofskyet al., 1998). Su
funcién principal es mantener la integridad estrtadtde la nucleocapsida, ademas de
participar en el proceso de encapsidacion intevaecido con la proteina M y en los
procesos de transcripcion y replicaciéon colaborarwolas proteinas L y P.

- Proteina L:Es la RNA polimerasa virica RNA dependiente (Pegpl Bratt,
1982). Solo se encuentran entre 30 y 50 copiasnpoleocapsida, ya que solo se
requiere en pequefias cantidades para la replicdeldRNA virico.

- Proteina P o fosfoprotein&s la segunda proteina mas abundante de la

nucleocapsida, con unas 250-300 copias por viB@encuentra altamente fosforilada,
y participa, junto con la proteina L, en la repdiéa y transcripcion del genoma, y
colabora en el proceso de encapsidacion juntoaproteina NP.

- Proteina V Se origina por el desplazamiento de la fase deura de la
traduccion de la proteina P al afiadirse un nudeptno presente en el molde. En
principio se suponia que estaba solo implicadaeredulacion de la replicacion virica
(Stewardet al., 1993). Actualmente se han descrito funciones ctanae antagonista
del sistema de interferon de la célula hospedagltsiade determinante del espectro de
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posibles hospedadores (Patlal., 2003a y 2003b), lo que la convierte en esencied p
explicar la capacidad replicativa de las distirdggas y su virulencia (Mebatsiehal.,
2001). También se ha descrito la existencia de posble proteina, la W, como
consecuencia de la adicion de mas de un nucleatiddase de lectura de la proteina P
(Stewardet al., 1993; Lockeet al., 2000).

1.2.3.2 LA MEMBRANA EXTERNA

La envoltura del virus esta formada por una men@itgoproteica con una en
bicapa derivada de la membrana plasmatica de ldadébspedadora y modificada por
la incorporacion de las proteinas viricas (StenbadRurand, 1963). Las proteinas
asociadas a la membrana son tres: dos de ellay, HNtrataremos mas extensamente
sobre estas proteinas en el apartado 1.4) sorpgltednas que atraviesan la bicapa y
constituyen las “espiculas viricas”; la tercerapt@ina M o proteina de matriz, se
dispone por debajo de la hemicapa interna de labreema y no se encuentra glicosilada
(Figura 1). Esta proteina es la mas abundanteided y forma un armazon o matriz
periférica que recubre internamente la envoltur@nteniendo la estructura del virion al
interactuar tanto con el resto de las proteinda deembrana como con las de la de la
nucleocapsida. Como en otros muchos paramixoays;oteina M del NDV tiene un
papel clave en la formacidén de la progenie viritakimoto y Portner, 2004) y en el
proceso de gemacién que marca el inicio de laaala nuevos viriones de la célula
(Shnyrovaet al., 2007). La proteina M es absolutamente necegasidiciente para la
salida de la progenie virica por gemacion en laladlospedadora (Pantetal., 2006).
Las recientes investigaciones sobre la dependdedi&formacion del NDV de lagfts
lipidicos (Laliberteet al., 2006), junto con experimentos que demuestrantéaaccion
directa entre la proteina M y membranas lipidiaafipadas (Faaberg y Peeples, 1988;
Neitchev y Dumanova, 1992), indican la accion givér de la proteina M y los lipidos
en la formacion de los nuevos viriones de NDV. ©testudios demuestran que la
interaccion de la proteina M purificada con lasapas lipidicas es suficiente para
inducir la organizacion de las proteinas en domsirfitmcionales de gemacién. Segun
estos estudios (Shnyrovat al., 2007) resulta suficiente para provocar curvatura
negativa en las bicapas lipidicas y controlar lanBbde estas vesiculas proteolipidicas

originadas.
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Los lipidos de la membrana, aunque derivan de labrena plasmatica de la
célula hospedadora, sufren un proceso de selepoibparte de las proteinas viricas.
Estas controlan la proporcion de los lipidos y actGomo un factor para modular el
funcionamiento, y con ello la capacidad infectival dirus (Aloia et al., 1993). La
composicion lipidica de la membrana de la cepan&l80” del NDV ha sido estudiada
previamente en nuestro laboratorio (Mufioz-Barresal., 1997). La razén molar
colesterol/fosfolipidos es 1.02 y el porcentajdadediferentes fosfolipidos en la bicapa
es: 26.8 % fosfatidiletanolamina, 23 % esfingomili22.7 % fosfatidilcolina, 15.5 %
fosfatidilserina y fosfatidilinositol, 4.2 % lisodfatidiletanolamina, 3.2 %
lisofosfatidilcolina, 2.8 % acido fosfatidico y 2% fosfatidilglicerol. La raz6n molar
lipido/proteina es de 0.2 (Mufioz-Barratal., 1997).

1.3 CICLO BIOLOGICO DEL NDV

En la Figura 3 puede verse un esquema de las etimbasclo de vida de los
paramixovirus: union, fusibn de membranas, sintdsiaiuevos viriones y gemacion.
Una vez que el virus ha penetrado en el interiolad®lula, todos los procesos tienen
lugar dentro del citoplasma. En cultivos celulamas,ciclo de crecimiento tiene una
duracién de entre 14 y 30 horas, pudiendo ser deoffls en las cepas mas virulentas
del NDV (Lamb y Kolakofsky, 2001).

Adsorcion y entrada del virus en la célula

El paso inicial en la infeccion de una célula holsgira consiste en la adsorcion
del virus a la membrana externa de la misma. Larudel NDV a la célula tiene lugar
gracias al reconocimiento de receptores especifiooka superficie de la membrana
celular. Estos receptores se caracterizan por posstes de acidos sialicos expuestos al
exterior, con los que interacciona la molécula HNedante su actividad
hemaglutinante. Los acidos sialicos se encuen@ato ten glicoproteinas como en
glicolipidos (sialoglicolipidos y gangliosidos). Ziki et al. (1985)identificaron ciertos
gangliésidos como receptores en las membranas genmaael NDV y el virus Sendai
(SeV) mientras que Wet al. (1980) y Okuet al. (1981, 1982a y 1982b) evidenciaron
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que también las sialoglicoproteinas son receptuaiegales para el SeV. Nuestro grupo
de investigacion ha demostrado que para el NDVotay#ngliésidos y comad\-
glicoproteinas, pero n@-glicoproteinas, son importantes en el proceso taocion
virus-célula (Ferreirat al., 2004b).

El segundo paso en la infeccidon es la fusidbn deenaoltura virica con la
membrana de la célula diana. Este proceso estéadwe@or la proteina F (Choppin y
Compans, 1975) y segun el cuerpo de doctrina actieade lugar a nivel de la
membrana plasmatica de la célula hospedadora aption No obstante, nuestro grupo
de investigacion demostro que la fusidn de NDV leocélula diana se incrementaba a
pH acido (San Romae al., 1999). Ademas, nuestro grupo también ha comprobado,
usando técnicas de microscopia de fluorescence layfusion de la envoltura virica
también se producia con la membrana endosomicaeyefjiNDV puede seguir una
segunda ruta de entrada por endocitosis (Catah, 2007), como se explicard mas
adelante. Asimismo, en un trabajo reciente nuegtrpo ha determinado la importancia
del colesterol de la membrana de la célula huéspéd entrada del NDV (Martit al .,
2012, nuestro grupo de investigacion), demostrdamdaeraccion de la proteina HN del

NDV con los rafts lipidicos de la membrana plaso#ati

m e . ‘VU'\N
g GENOMA RNA( -) \AW GENOMA RNA( -)

=
e aasal Ty e O (e} .
e T annn F = R, AG
v A A > scece RE

Figura 3- Ciclo biolégico de los Paramixovirus. 1) Adsorci@); Entrada
en la célula; 3) Transcripcion primaria; 4)Repliéacdel genoma; 5) Ensamblaje

y liberacion de los viriones.
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Sintesis de RNA virico

Como consecuencia de la fusion de membranas, lacudpsida virica penetra en
el citoplasma celular y el genoma virico puede erape transcribirse, sin que en
ningln momento la proteina NP deje de interacciamr el RNA formando la
nucleocépsida. De esta manera, los Unicos RNAog geie permanecen “libres” son los
MRNA que codifican las proteinas del virus.

Transcripcion primaria

La estrategia de replicacion de los virus RNA ddamdad negativa fue
descubierta precisamente en el NDV (Kingsbury, 13@tt y Robinson, 1971). A
diferencia del ciclo replicativo de los ortomixawsrcomo el virus de la gripe, el RNA
de los paramixovirus se transcribe y se replical@itoplasma de la célula hospedadora
y no requiere un iniciador exodgeno. Se cree querdéeina virica L, ayudada por la
proteina P, es la RNA-polimerasa virica dependidatBNA (Hamaguchgt al., 1983).

La polimerasa detiene la transcripcion y reinictaél final de cada gen virico, debido
a las secuencias sefal de inicio y de finalizadi@nqueando cada gen y que estan
presentes en las regiones intergénicas, produciermridA monocistronicos aunque, a
veces, se pueden formar bicistronicos. Estos sufienprocesos deapping en el
extremo 5" y poliadenilacién en el 3". La abundamelativa de cada mRNA desciende
del extremo 3" al 5 del genoma RNA, de maneraaljpeimer gen, NP, se transcribe a
niveles mas altos, y el ultimo cistron del genoplagen L, se transcribe a niveles mas
bajos (Figura 2) (Glaziest al., 1977).

Replicacion del genoma

La acumulacion de proteinas viricas provoca denalgmanera la sintesis del
antigenoma. No esta claro cudl es la sefial quendadena que la polimerasa ignore las
regiones intergénicas y sintetice una cadena congpitaria de RNA completa. Se ha
propuesto que a medida que los mMRNA han generduanestes proteinas viricas, las
proteinas NP libres empiezan a ensamblarse comdana de RNA naciente, que

determinan que la polimerasa ignore las secuenggsaro intergénicas. Esto permite
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generar un antigenoma completo sin interrupciongge también permanece
interaccionando con las proteinas NP y a partircdal se copiara el genoma de los
nuevos viriones. Este sistema sugiere un mecardenaaitorregulacion de la traduccién
y replicacion determinado por los niveles intratakes de proteina NP sin ensamblar.

Un insuficiente nivel de NP promoveria la sintes#ssmRNA para proveer mas
proteina virica, mientras que un exceso de NP dausgplicacion del genoma para
disminuir el nivel de esta proteina sin ensamidatakofskyet al., 1991).

Ensamblajey liberacion de los viriones

Mientras se produce la replicacion del genoma yvaa formando las
nucleocapsidas, las glicoproteinas viricas de \@larra se sintetizan siguiendo la via
reticulo endoplasmico-Golgi hasta incorporarse ammbrana plasmatica, donde
guedan insertadas. Durante este proceso de traémsgaonto la proteina F como la HN
sufren modificaciones postraduccionales como dleci$n, acilacion, activaciéon
proteolitica y formacion de puentes disulfuro (Mswn et al., 1987; Yoshidaet al.,
1989; Collins y Mottet, 1991a, 1991b). En cuantprdateina M, una vez sintetizada se
une a la nucleocgpsida, rodeandola. Ese armazprotiina M se rodea a su vez de una
porcién de membrana celular, provocando la sal&ldadorogenie virica de la célula
(Schmitt y Lamb, 2005). La fraccion de membranau@itp por los viriones lleva las
glicoproteinas que formaran las espiculas del vigidugar de interaccion entre M y
HN que desencadena todo este proceso es la menghasnaatica (Garcia-Sasteal .,
1989), en concreto, en unos microdominios de memahrdenominado$ipid rafts,
balsas lipidicas aafts lipidicos, cuya integridad y organizacion es @upara el
ensamblaje y liberacion de particulas infecciosasNdV (Laliberte et al., 2006).
Nuestro grupo de investigaciéon (Shnyroea al., 2007) ha demostrado que la
interaccion de la proteina M con bicapas lipidiess suficiente para inducir la
organizacion de las proteinas en dominios funcemdé gemacion; ademas, la proteina

M controla la forma de estas vesiculas proteolgaisli
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1.4 LAS GLICOPROTEINAS DEL NDV

La membrana del NDV tiene dos glicoproteinas trambranales, la
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la proteina dsidn (F) (Figura 4). El virus
utiliza las rutas existentes en la célula para il#esis, transporte y posteriores

modificaciones de sus glicoproteinas.

i Superficie celular o

Péptido de fusion—»
superficie del virién

Fi

Citoplasma g

Figura 4- Orientacion de las proteinas integrales de memhahidDV.

1.4.1 LA PROTEINA HN

Es una proteina de 74 kDa que posee una estructuratres dominios: un
dominio globular hidrofilico externo glicosiladol (de mayor tamafio), un dominio
hidrofébico de anclaje en la membrana y un teroanido hidrofilico que sobresale por
debajo de la semicapa interna de la envoltura (Stmry Portner, 1991). El
ectodominio esta formado por un dominio globulamieal o “cabeza” soportado por
un “tallo” de gran longitud que sobresale de la fmema (Crennelit al., 2000). Es una
glicoproteina de tipo Il, con el extren@terminal orientado extracelularmente (Schuy
et al., 1984). La proteina HN suffg-glicosilacion postraduccional (Nakamueaal.,
1982). La formacién de puentes disulfuro intercates es responsable de la aparicion
de formas homodiméricas que se originan graciagsédblecimiento de puentes
disulfuro en el dominio globular externo de la pina. Los homodimeros de HN se

asocian covalentemente para formar un tetramero.
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Algunas proteinas viricas son sintetizadas comoupseres que se activan tras
sufrir un procesamiento proteolitico (proteina F lde paramixovirus, proteina
hemaglutinina (HA) del virus de la gripe, etc.ya» 8mbargo, la mayoria de las proteinas
HN de los paramixovirus no estan sujetas a estebicansdlo algunas cepas
lentogénicas del NDV (Ulster, Queensland y D26})esiman la proteina HN en forma

de un precursor (Hj)

Actividades biologicat la proteina HN

La proteina HN de paramixovirus tiene @esvidades importantes en el ciclo de
infeccion virico (union al receptor, actividad glakica y activacion de la proteina F) y
es el balance de estas tres funciones lo que datereh resultado de la infeccion
(Porottoet al., 2005). La actividad hemaglutinante posibilitaatisorcion del virus a la
célula huésped, al reconocer receptores especifjuescontienen restos de acidos
sialicos. La actividad sialidasica es necesania paa propagacion eficiente del virus al
evitar la agregacion de nuevos viriones, eliminalodorestos de acidos sidlicos de las
glicoproteinas HN y F, situadas hacia el exteriet drion. Ademas, el virus no
permanece unido a los receptores de su membraemgiiaa al salir de la célula
infectada, ni tampoco a glicoproteinas solubles se@eciones mucosas con las que
pueda encontrarse antes de llegar a la célula dadpm (Klenk y Choppin, 1970;
Klencket al., 1970).

A dia de hoy sigue existiendo controversia sobtedalizacion de los sitios de las
dos actividades sialidasica y hemaglutinante. &n l@mbas se localizan en la cabeza
globular, algunos autores estan a favor de unaraa@pa en dos sitios mientras que
otros aportan pruebas que apoyan que tanto laidadivhemaglutinante como la
sialidasica residen en el mismo sitio de la pretéfevisado por Lamb y Parks, 2007).
Estudios de cristalizaciéon del ectodominio globula la proteina HN del NDV han
revelado la existencia de dos sitios de union eéptwr en la cabeza globular. La
cristalizacion junto con el inhibidor de sialidas2-deoxi-2,3-dehidrdN-
acetilneuraminico (Neuc5Ac2en) ha determinado ds#tie | con funcion de union al
receptor y actividad sialiddsica se encuentra enhdéticep (Crennellet al., 2000). El
segundo sitio de unién al receptor (sitio 1) sewentra en el hueco que hay en el lugar

de contacto entre los dos dimeros del tetrAmeue gidscubierto por la cocristalizacion
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del HN con un sustrato tiosialésido no hidrolizaiNeu5Ac-2-5e(2,6)GallOMe
(Zaitsevet al., 2004)(Figura 5A, interfase de dimerogste sitio se expone después de
que el sitio | se una al receptor. El sitio | mueesictividad sialidasica y hemaglutinante
con alta afinidad, mientras que el sitio Il tiengtivadad hemaglutinante y podria
contribuir a la activacién de la proteina F a teadé la unidn al receptor (& al.,
2004; Palermcet al., 2009 y referencias incluidas en éste) como semied mas
adelante (apartado 1.5 de la Introduccién). Popate, Palermat al. (2007) han
demostrado para el virus parainfluenza humano 3igbPIV3) que mutaciones en el
sitio 1 y en el sitio 1l de la proteina HN provocgue la afinidad por receptor de HN sea

dependiente de pH.

A) Sitio | Sitio Il
Neu5Ac Neu5Ac2en
\\
Sitio Il Sitio |
N Célula
Célula
B)

P Neu5Ac

» Neu5Ac2en

Virus

Figura 5- A) Diagrama de cintas del dimero de la proteimd fdostrando 13
localizacion de los sitios activos con el sustidém5Ac2en unido (Sitio Il) y los sitias

de unidon del acido sialico Neu5Ac (Sitio I). B) Aidad promotora de fusion.

(Izquierda) Las proteinas HN y F en estado prefugi@entro) Neu5Ac2en se une g la
proteina HN cambiando la conformacion del dimeréod®ma que se crean dos sitios|de
unién para acido sialico. (Derecha) El cambio conficional de HN al unirse al acido
sidlico hace que la proteina F cambien a su edtebgénico (Tomado de Zaitsey

al., 2004).
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Como hemos mencionado mas arriba, la proteina HNumg proteina
multifuncional con tres actividades que estan diferadas topoldégicamente (Lamb,
1993; Sergett al., 1993a y 1993b), ya que ademas de las actividaeteaglutinante y
sialidasica, la proteina HN tiene una tercera @iz, llamada actividad de promocion
de la fusion por su relacion con la actividad dpriateina F (Figura 5B). El mecanismo
implicado en esta actividad promotora de fusidmlesconoce con exactitud, como se
comentara en el apartado 1.5. Aun no se ha esidbleon claridad en qué parte de la
proteina reside, ni en qué consiste exactamenbka dictividad. Se ha propuesto que
estaria relacionada con su funcion de union a lalmena de la célula diana. Utilizando
envolturas reconstituidas con la proteina F delsviendai (SeV), se ha demostrado
qgue la presencia de un elemento que realice ladarde unién a la membrana (por
ejemplo, una lectina) puede ser suficiente paraoguera la fusion, aunque la presencia
de la proteina HN del mismo virus incrementa fuedste la actividad fusogénica
(Bagaiet al., 1993). Sin embargo, en la mayoria de los paranix® es necesaria la
co-expresion de HN y F homotipicas. Datos obtenabwsvirus parainfluenza humana
tipos 2 (hPIV2) y 3 (hPIV3) y con el NDV sugierenegel papel de la HN es bastante
mas complejo que el de servir simplemente de uaidaceptor, pues ni lectinas, ni la
proteina HA del virus de la gripe, ni proteinas HBterotipicas pueden suplir la
necesidad de la HN homotipica (Poradtal., 2003; Yacet al., 1997).

Existen numerosos trabajos que intentan dilucidat es la region de la proteina
HN en donde se localiza la actividad promotoraudgdh. Asi, se han descrito mutantes
en el NDV con deleciones en la proteina HN que grosetividad hemaglutinante, pero
gue carecen de actividad promotora de la fusiorgébet al., 1993a). Nuestro grupo de
investigacion (Ferreirat al., 2004a) ha publicado que la cabeza globular pcbiar
implicada, de alguna manera, en la actividad proraade fusion de la proteina HN del
NDV. Recientemente, se ha determinado la estructdenica de la cabeza y una
porcion del tallo de la proteina HN del NDV porstaiografia de rayos X (Yua al.,
2011). Se ha encontrado que el tallo tiene unaiasta formada por un haz de 4
hélices (4HB) desde el residuo 83 hasta el 114eskidio de esta region posibilita el
conocimiento de los residuos que estan implicadda enteraccion con la proteina F y
su activacion (Boset al., 2011). La estructura cristalografica del ectodomide la
proteina del HN muestra la existencia de un comtaotre el dominio con actividad
sialidasica de la cabeza y la region del tallodkatla, sugiriendo que hay una interfase

funcional entre la cabeza y la parte mas altaallel que posiblemente sea importante
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tanto para la actividad sialidasica como para tvaaon de F tras producirse la union
al receptor. Por otro lado, el sitio Il localizaglo la interfase de dimeros de HN seria el
responsable de regular la funcion promotora deéfude la proteina HN (Porotabal.,
2011 y 2012), es decir, de modular las interacadtis-F. Se ha propuesto que el sitio
Il podria regular la homooligomerizacion de F (Raret al., 2012) y las interacciones
HN-F, segun se vera mas adelante (apartado 1.5, Figlr&n resumen, aunque existe
desacuerdo sobre el papel de la zona transmembyatealcabeza globular en la
especificidad de HN por la proteina F, esta clane gmbas son cruciales para la

promocién de la fusion.

1.4.2 LA PROTEINA F

Las proteinas de fusion (F) de los paramixovirus ssenciales para la
penetraciéon del virus en la célula ya que debeymiogk la fusidén de la envoltura de los
viriones y la membrana plasmatica de la célula édagora. La consecuencia de esta
fusion es que la nucleocépsida accede al citoplabtaa adelante, en la infeccion, las
proteinas F expresadas en la membrana plasmatitas d=¢lulas infectadas pueden
mediar la fusién con células vecinas y formarseitis, efecto citopatico que conduce
a la necrosis celulan vivo y que podria ser también un mecanismo de propayaleil
virus (Lamb y Parks, 2007).

La proteina F es un homotrimero que es sintetizadw un precursor inactivg F
de aproximadamente 65-70 kDa. Para ser bioldgiceemeantiva, debe sufrir un
procesamiento proteolitico por una proteasa délladac hospedadora. Como resultado
de este corte proteolitico se libera un nuevo exr&l-terminal yde este modo se
forma la proteina activa, que consiste en dos @ldn y F,, unidas por un puente
disulfuro (Figura 6). Los genes de la proteina pa&mixovirus codifican entre 540 y
580 residuos. La proteina F es una proteina inteframembrana que atraviesa la
membrana una vez y que contiene en su exti¢teominal una secuencia con la sefal
para proteolisis que dirige la sintesis de la cagmiipeptidica naciente a la membrana
del reticulo endoplasmatico. En su extre@erminal, un dominio transmembranal
(TM) ancla la proteina a la membrana y deja unai@iég cola (entre 20 y 40 residuos)
orientada hacia el citoplasma. Las secuencias adtieg al péptido de fusion y al
dominio TM tipicamente, poseen un patron de rejoetes hidrofobicas y se denominan

regiones heptadas repetidas A y B, HRA y HRB (FRadhir (revisado por Lamb y Parks,
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2007). Estas dos regiones estan separadas porirapdamente 250 residuos y juegan
un papel importante en el mecanismo de fusion &D# y virus relacionados como se
mencionard mas adelante. La region HRA es conacid®leuzine zipper o cremallera
de leucinas, porque los aminoacidos leucina o usol@ se repiten cada siete
aminoacidos.

Dominio
transmembrana
(TM)

Secuencia Péptido de fusion
sefial hidrofébico

proteolisis

) < >
F2 F1

Figura 6- Representacion esquematica de la proteina Foel N

Ademas del procesamiento proteolitico, la prot&irge los paramixovirus sufre
otras modificaciones como I&-glicosilacion (Yoshimaet al., 1981; Morrison y
Portner, 1991), aunque los sitios de glicosilaciin estan conservados entre las
diferentes especies. Las subunidadesyFF, de respirovirus y rubulavirus estan
glicosiladas, y hay un total de entre tres y sdissspotenciales para la union de
glucidos con enlacebl. Por ejemplo, en la proteina F de PIV5 se sale spn
utilizados los cuatro sitios potenciales para @ngiicidos con enlacés La proteina F
del virus del sarampidn tiene tres sitios para gliicidos con enlace N en la subunidad
F, y los tres son usados (revisado por Lamb y P&887). La glicosilacion de la
proteina F ocurre de modo cotraduccional (Danal., 1993), y es necesaria para el
plegamiento correcto de la proteina, asi como garfuncionalidad (Huwet al., 1995;
Bagai y Lamb, 1995; McGinneat al., 2001). Otra modificacién importante es la
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formacion de puentes disulfuro. La gran conservad® los residuos de cisteina entre
las diferentes proteinas F de los paramixovirusrfigon y Portner, 1991) sugiere que
la formacion de puentes disulfuro es crucial panplegamiento y funcionalidad de la

molécula. El grupo de Trudy Morrison (Jagh al, 2007) ha demostrado que la
reduccion de puentes disulfuro de la proteina Fesgula en la membrana celular por
protein disulfuro isomerasa (PDI) es clave pardulzionalidad de la proteina. Por

altimo, hay una modificacién que no se da por igaatodos los paramixovirus, que es
la acilacidon o adicion de un acido graso unido mvwamente a la proteina.

La proteina F del NDV fue cristalizada por Chenal. (2001). Los datos
cristalograficos muestran que esta proteina senaaan forma de homotrimero, con
tres regiones del ectodominio denominadas “cabézatllo” y “tallo” (Figura 7B).
Ademas, en el NDV existen evidencias de una segtomaa de la proteina F que
supone entre un 10 % y 50 % del total de esta ipat&n esta segunda version de la
proteina, las secuencias ¥ HRA de la cadena;Festan translocadas a través de la
membrana, y el dominio TM esta invertido de fornu@ ¢p cola citoplasmatica queda
expuesta en la superficie celular. Se ha propwpstda mayoria de los residuos de F
estarian en el citoplasma. Hay anticuerpos quencaem la cola citoplasmatica de la
proteina F del NDV en la superficie celular, erca&o de esta segunda version de la
proteina F, y bloguean la fusibn mediada por Eulal sugiere que ambas formas de la
proteina F del NDV son necesarias para la actividadgénica. Esta segunda forma de
la proteina no se ha encontrado en otros paramu®yi No esta claro por qué seria
diferente en el caso del NDV (revisado por LamlagkB, 2007).

Estructura de las proteinas de fusion viricas de lelase |

Estructuralmente, las proteinas de fusién de W@ors membrana se clasifican en
dos tipos, clase I, cuyo prototipo es la proteidadel virus de la gripe, y clase Il, cuyo
prototipo es la glicoproteina E del virus de laefalitis transmitida por garrapatas
(TBE) (Kielian y Rey, 2006). La proteina F de papeswirus pertenece a la clase |.

El mecanismo general de fusién de estas protemas dase | consiste en pasar
una proteina desde un estado metaestable hasia dlagn estado postfusogénico mas
estable (estado post-fusion) a través de grandebica conformacionales, como se

explicara en el siguiente apartado.
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A) - , B)
Péptido de fusidn

Cabeza
Trimeros de la
region HRB i
 Cuello
Restos de
aminodcidos entre
las regiones HR
Tallo

Figura 7- A) Modelo propuesto para la disposicion de lagiames HR en la
proteina F durante el proceso de fusion en la cordoidn postfusogénica. B)
Diagrama de cintas del trimero de la proteina PI¥#5. Las cadenas estan coloreadas
desde azulN-terminal) a rojo C-terminal) (Tomado de Yiet al., 2006).

Los datos biofisicos indican que las secuencias MRWRB (Figura 6) forman un
complejo en el estado postfusogénico; concretamkseestudios cristalograficos
revelan que HRA y HRB forman una horquilla heli@id estructura de seis hélices
llamadasix-helix bundle (6HB) que esta formada por seis hélices supetadeas, tres
hélices interiores que corresponden a la HRA roakegubr tres hélices exteriores
correspondientes a la HRB (Figura 7A). Es deciedftuctura postfusogénica de estas
proteinas de fusion consiste en una estructuraétieehsuperenrollada trimérica cerca
del extremoC-terminal del péptido de fusion hidrofébico corresgiente a 3 HRA; el
segmentoC-terminal que esta al lado del dominio TM se emptquie forma
antiparalela alrededor del extreNeterminal superenrollado, situando los péptidos de
fusion y los anclajes TM en el mismo extremo deuestira en horquilla (Figura 7A).
Antes de adquirir esta estructura postfusogénicarg(filla), los intermediarios
prehorquilla (Figura 9b) que se forman a lo largb proceso de fusién pueden ser
atrapados por la adicion de péptidos derivadosisleelgiones heptadas repetidas (HRA

o HRB) en el caso de muchas proteinas de fusida clase I, indicando que la proteina
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intacta sufre cambios conformacionales que exparehas regiones HR, antes de
empaquetarse en la forma final 6HB. Se cree queiniesmediarios prehorquilla

representan formas parcialmente plegadas de laipaote fusion, con un péptido de
fusion hidrofébico anclado en la membrana de lalaétiana y los dominios TM

anclados a la membrana virica con los trimerosadedion HRA ya formados en este
intermediario prehorquilla. Finalmente, la formacidlel 6HB esta estrechamente
relacionada con la mezcla de las dos bicapas daedatbranas y probablemente estaria
asociado con la energia libre liberada en el engtaquento de la proteina durante el

proceso de fusidbn de membranas (Lamb y Parks, 2007)

1.5 FUSION DE MEMBRANAS

Los virus con envoltura tienen una bicapa lipidjce deriva de la membrana de
la célula hospedadora. Esta membrana protege elialajenético hasta que es liberado
en el citoplasma. Para ello se tiene que prodadindion entre la membrana virica y la
de la célula hospedadora o la de algun compartonemdocitico, ya sea a nivel de la
membrana plasmatica o a nivel intracelular en aocde virus que hayan sido
adsorbidos por endocitosis (Eagpal., 2005; Smith y Helenius, 2004). La fusién de
membranas es un paso crucial en la infeccion viyiesstad mediado por proteinas
transmembranales de la superficie del virus. Sdemaostrado que en este proceso las
proteinas de fusion viricas cambian de una confodnapreactiva original a otra
postactiva final a través de otras conformaciomdsrmedias, probablemente mas
inestables. Segun se ha resumido en el apartadaaaneste cambio es esencial para
que se produzca la fusibn de membranas (Lamb, 1¥83@andezt al., 1996; Chan y
Kim, 1998; Skehel y Wiley, 1998; Weissenhatral., 1999).

El proceso de fusion de los virus que fusionanctimente con la membrana
plasmatica es activado presumiblemente por laaobtédn del virus con su receptor a
pH neutro. Por su parte, la fusion de los virus gilezan rutas endociticas es activada
por la exposicion de las proteinas a pH ligeraméaoigo. Las vesiculas de endocitosis

fusionan con lisosomas donde encuentran estasciones adecuadas para la induccion
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del cambio conformacional que necesitan las prasede fusion. Ejemplos de virus que
fusionan a pH acido son el virus de la gripe (Skeh®iley, 2000), el virus de la
estomatitis vesicular (VSV) o el virus del bosqueSkmliki (SFV) (Hernande# al.,
1996). Como se ha comentado anteriormente, enal@sxovirus se ha admitido que
la fusién ocurre en la superficie celular y es peteliente del pH. Sin embargo, por
primera vez para un paramixovirus, como se ha autidcambién previamente en esta
Memoria, nuestro grupo demostré que el NDV utiliiea via endocitica como
mecanismo alternativo de entrada en la célulac@sio que el pH es activador de la
fusion virica (San Roméat al., 1999; Cantiret al., 2007).

(UA)

Hemifusion

Dos bicapas

_

Poro de fusion

Tiempo

Figura 8- Diagrama representativo de los cambios de emengg se producen
durante la fusion (las proporciones entre las elifess barreras son arbitrarias)
(Harrison, 2008).

La fusién de las dos membranas es termodinamicanfi@nbrable aunque existe
una gran barrera cinética (Figura 8) (Chernomoydiozlov, 2003; Chernomordikt
al., 2006). Las proteinas de fusion viricas utilizarehergia libre liberada durante el
cambio conformacional de la proteina F resumido andba (es decir, cambio desde la
conformacion metaestable a la postfusogénica fpaf acercar las dos membranas. Se

produce un estado intermedio llamado hemifusioelezual se mezclan los lipidos de
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las capas externas de la envuelta del virus y deelmbrana de la célula hospedadora
(Harrison, 2008).

1) Pre-fusion b) Intermediario ¢) Colapso del d) Hemifusién ) Pom de fusion
extendido intermediario (posi-fusidn)
Célula
s oo L)

Figura 9- Secuencia de eventos del proceso de fusion debra@as

promovido por la proteina de fusion virica (Hamis2008).

Las evidencias acumuladas sugieren que las pretéimdusion viricas bajan la
barrera energética y catalizan el proceso de fustda siguiente manera:

1) La proteina forma un puente entre las dos bg&cape recibe el nombre de
“intermediariopre-hairpin o pre-horquilla” (Figura 9b). Este intermediarioege tener
relativamente una vida media larga, como ocurrelagmoteina gp41 de HIV-1 que es
de varios minutos, o durar tan solo unos segundasigon, 2008).

2) El puente se pliega (Figura 9c) de manera qu&tgan juntos el péptido de
fusion en la membrana diana y el domiieerminal en la membrana virica. Este
plegamiento distorsiona las dos bicapas, formandoseespecie de protuberancia en
ambas, de manera que hay un area donde se aproridsmr{Kuzminet al., 2001;
Harrison, 2008).

3) La distorsion individual de las dos membranasnthuye la barrera energética
entre las bicapas separadas y hemifusionadas de me& se forma una region de
hemifusién (Figura 9d).

4) La region de hemifusion se abre para formarano ple fusion transitorio. Un
altimo cambio conformacional en la proteina F hapee el estado abierto sea
irreversible y el poro se expanda (Figura 9e). Erhos de los casos, los pasos 3y 4
probablemente requieran de la accién conjunta de deaun trimero de proteinas de

fusion.
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Para que la proteina F sufra estos cambios conbiwnmales precisa de la
activacion de la proteina HN, en un mecanismo aumegclarecer. Recientemente,
Porottoet al. (2011 y 2012) han propuesto un nuevo modelo deraotion HNF
durante la fusion de paramixovirus segun el cuad wez que se produce la unién al
receptor, HN activa la proteina F para que avarit@vas de una serie de intermediarios
transitorios que preceden (pero no dependen) imhsédacion del péptido de fusion en la
célula diana. Se requiere la union continua de HM:@eptor para que se produzca la
evolucion de F por estos intermediarios transigran particular, la unién al receptor
es necesaria todavia después de la insercion petipéle fusion en la membrana de
célula diana para que la proteina F pueda sufdamlbio conformacional que da lugar a
la conformacion mas estable (de menor energia) cpreluce a la mezcla de
membranas. Proponen que el papel de la interactgoiN con el receptor en el
proceso de fusidbn no solo esta limitado a la inidia de la cadena de reajustes
estructurales que sufre la proteina F, sino quérdemjugando un papel importante en
el progreso de F a través de sus estados transitdesde intermediario prehorquilla
hasta cuando el péptido de fusion se inserta eéllda diana. Este modelo se describe
en la siguiente figura (Figura 10).

Las proteinas HN y F estarian asociadas antesuteda al receptor (Porott
al.,, 2011 y 2012). El primer paso es la union de Hkeeaéptor sialilado presente en la
membrana diana (Figura 10A y 10B) iniciandose @sicembios conformacionales de
la proteina F nativa (Figura 10C). La interacci@HN con el receptor determina la
formacion de agrupaciones HN (clusters) en el sitio de fusién. El cambio
conformacional inicial de F forma un intermedigpi@vio a la insercién del péptido de
fusion en la membrana de la célula diana. Con i@nucontinua de HN al receptor, F
procede a insertar el péptido de fusion en la manzbrde la célula hospedadora,
alcanzando el estado de prehorquilla (Figura 1@D)a unién de HN al receptor es
interrumpida con zanamivir, una sustancia que tdagla interaccion HMeceptor
(analogo de receptor, ver Figura 13 pag. 34), kofu se para en el estado de
preinsercion (Figura 10F). Mientras HN contintadanal receptor, F desencadena el
proceso de fusion de membranas (Figura 10E), proges puede quedar parado de

nuevo si la union HNleceptor se interrumpe con el inhibidor zanamiviggra 10G).
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o =
| Membrana
| plasmatica

RecepturJ

Int diario t it Intermdiario transitorio ‘
de F pre-insercion de F post-insercién |

Unién de HN al pt ‘

Receptor no unido
F G

Figura 10 Modelo de interaccion HN-F durante la fusion daamixovirus
(Porottoet al., 2011).

Por tanto, este modelo indica una participacionanale la proteina HN en el
proceso de fusion de la descrita hasta ahora, ocego en el cual se requiere la
continua unién al receptor para la activacion de F.

Como ya se ha mencionado, el sitio 1l de la calggadaular de la proteina HN
podria ser clave en la regulacion de las interaesdIN-F necesarias para la fusion. El
grupo de Anne Moscona (Porottbal., 2011) ha realizado estudios con una proteina
guimérica compuesta por el tallo de la proteinaeGvitus Nipah (proteina de unién al
receptor sin actividad sialidasica) y la cabezdgllar de la proteina HN del NDV (G-
HN). El modelo que ilustra la hipotesis sobre gdgdalel sitio Il en la activacion de F
puede verse en la Figura 11. La proteina quimégddN se une al receptor de la
membrana de la célula diana (Figura 11A y 11B) meyoapidamente separado por la
actividad sialidasica del sitio | de la proteina Kfgura 11C), y el resultado de esta
union transitoria al receptor es que fallaria l&vacion de la proteina F (del virus
Nipah). Sin embargo, si se activa la unién debditide HN al receptor mediante la
interaccion del inhibidor zanamivir con el siti(Higura 11E) (recordar que el sitio Il se
desenmascara después de la interaccion del si@tom lel receptor, y que carece de
actividad sialidasica), la union al receptor dug@srtiempo. De este modo, si la proteina
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guimérica permanece continuamente unida al recelatgoroteina F lleva a cabo la

fusion de membranas de manera eficiente (Figura 11F

Sitio | de HN unido al receptor Receptor no unido
No fusion
D E F
Membrana
plasmatica I
i e
| /
_ﬁ PN -
Sitio Il de HN unido al receptor Fusion

Figura 11-Representacion esquematica del papel del sitie lagroteina

guimérica G-HN en la activacion de la proteina ér@Roet al., 2011).

Estas observaciones podrian tener relevancia &liyacque muchas estrategias
antiviricas se han centrado en la proteina de rfiugér ejemplo péptidos inhibitorios
derivados de regiones HR, como el medicamento idatiSuzeon o Enfuvirtide).
Teniendo en cuenta lo expuesto en parrafos argsrideberia considerarse también la
proteina HN en estas estrategias ya que puedeaiaeficientemente F, lo que podria

determinar que se desarrollara resistencia a uhiniés frente a la proteina de fusion.
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1.6 RECEPTORES VIRICOS

Los receptores viricos se definen como moléculda délula diana que permiten
a los virus adsorberse a la célula e iniciar ladaion. Se han identificado varias
moléculas como receptores de virus, por ejempl&;24 para HIV e ICAM-1 para
rinovirus. En el virus de la gripe se identificcchaunos 50 afios que los restos de acido
sialico eran las moléculas responsables de la uébrvirus a la célula hospedadora
(Gottschalk, 1959) y desde entonces se ha estdblegcie los virus de la gripe Ay B
pueden unirse a residuos de acido sialico que gstsentes tanto en glicoproteinas
como en glicolipidos. Ademas, la conformaciéon edmacdel enlace del acido sialico
02—3 vs a2—6 se conoce bien ya que establece el tropismo wevasis (Chu y
Whittaker, 2004).

Los acidos sialicos son una familia de moléculas gligcidos cargados
negativamente que se encuentran en la superfidieddetipo de células en el extremo
de glicoconjugados. Estos glucidos acidos, consguaedeto de nueve carbonos (Figura
13), decoran todas las superficies celulares ydarparte de la mayoria de las proteinas
secretadas por vertebrados, mediando o modulandogtan variedad de procesos
normales y patologicos. En primer lugar, debido aarga negativa y su hidrofilicidad,
los acidos sialicos tienen muchas funciones estralets y modulatorias. En segundo
lugar, forman parte de los sitios de unidn par#@oggratdgenos y toxinas, como los que
se sefialan en la Tabla 1 (Varki, 2008 y las refgasrdentro de la revision).

En las células de mamiferos, los restos de &cid@scos se encuentran
localizados en el extremo de los glicanos unidgicaproteinas, glicoesfingolipidos y
a proteoglicanos como queratan sulfato. Miembroaldeenos siete familias de virus
(Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Coronaviridae, Reoviridae, Picornaviridae,
Papomaviridae y Adenoviridae) incluyendo virus con envoltura y sin ella, y viRBSIA
y DNA, utilizan sialoglicoconjugados como receptore la célula diana. Los &cidos
sialicos de los glicanos normalmente se unen cdacena2—3 o0 02—6 a una
galactosa terminal o com2—8 a otro resto de acido sialico interno. Las difeze
combinaciones de los enlaces glicosidicos y lasenosas sustituciones que pueden
ocurrir en el anillo piranésico y las cadenas He= de acidos sidlicos generan una
diversidad considerable de estructuras glucidigablaglas. Algunos virus tienen

preferencia por acidos sialicos unidos con un detexdo enlace glicosidico, y esta
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especificidad puede contribuir al rango de hospedsddel virus, al tropismo tisular, y

a la patogénesis (Nokbehal, 2005 vy las referencias incluidas en el articulo).

Proteina de Secuencia sialilada

Patogeno unién reconocida en
la célula diana

Virus de la gripe humana | Hemaglutinina *Siaa2—6Gal(NAC)
Virus de la gripe aviar A | Hemaglutinina Sian2—3GalB1-
Virus de la gripe humana ¢ Hemaglutinina- | 9-O-Ac-Sian2-
esterasa
Vibrio cholerae Toxina Gal1l—3GalNAPB1-4(Sian2—3)Lac-
Cer
Plasmodium fal ciparum EBA-175 Sian2—3GalB1-3(Siax2—6)GalNAc-O
Clostridium botulinum Toxina Polisialogangliésidos
Helicobacter pylori SabA Sian2—3Gal de gangliosidos

Tabla 1- Ejemplos de proteinas de unién de distintos patige/ secuencia

n

sialiladas que reconocen en la célula diana (*Saido sialico).

1.6.1 RECEPTORES DE LOS PARAMIXOVIRUS

Como se ha sefalado anteriormente, se defineegtagcvirico como la molécula
o moléculas presentes en la superficie de la célotgpedadora que son reconocidas
especificamente por el virus; después de la unius-veceptor comienza la infeccion.
Aunque esta bien establecido que la mayoria dpdoEmixovirus se unen a receptores
celulares que poseen restos de acidos sialicosgtlaaleza exacta de los receptores,
(aparte de que son compuestos sialilados), y einm@mo virico de unidén a los mismos
no se conocen con exactitud. Se cree que tantasiddsglicoproteinas como los
gangliésidos pueden servir como receptores viriaaggue los paramixovirus no se
unen de forma indiscriminada a todas las molécgias contienen restos de acidos
sialicos presentes en la superficie de la célulilaf\y Mufioz Barroso, 2006 y las
referencias incluidas en éste). En los paramixeyilaiproteina HN reconoce los restos
de &cidos sialicos en la superficie de la célutmaliy tiene la capacidad de separarlos
debido a su actividad sialidasica (Lamb y Kolakgfs¥001). La estructura de la cabeza

globular de la proteina HN (Crennetlal., 2000; Yuaret al., 2005) revela que hay un
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motivo conservado que es una héficeomo se identifico originalmente en la proteina
NA del virus de la gripe (Varghest al., 1983), pero con un sitio de union a acido
sidlico en cada monomero del homotetramero, quédepparticipar tanto en la union al
receptor como en la actividad sialidasica (siti@Flgura 5).

Como se ha mencionado anteriormente en esta Menaorika proteina HN del
NDV se ha identificado un segundo sitio de uniéreakptor (sitio 1) en la interfase de
los dimeros (Zaitseet al., 2004) (Figura 5) el cual ha sido postulado taml#é la
proteina HN de hPIV3 (Porott al., 2007). A diferencia de HN, la hemaglutinina (H)
del virus del sarampién (MV) no presenta actividggaidasica y reconoce proteinas
especificas como SLAM y CD46 (revisado en lorio gidn, 2008)

Las proteinas HN de diferentes paramixovirus saoas de reconocer restos de
acidos sialicos unidos con enlac®—3 a galactosa (Markwell y Paulson, 1980,
revisado en Herrleet al., 1995), pero no reconocen sustratos que contiegstas de
acidos sialicos unidos em2—6; sin embargo si reconocen el grupo disialo Neu5Ac-
a2—8Neu5Ac unido con enlace2—3 a galactosa (Markwedk al., 1981).

Los factores de los que depende el reconocimieatoestos de acidos sidlicos
presentes en los receptores viricos por la protdmaunion al receptor son los
siguientes:

1- El tipo de éacido sialico, principalmente &acidd-acetilneuraminico
(Neu5Ac) y aciddN-glicolilneuraminico (Neu5Gc).

2- El tipo de enlace que conecta el residuo de &cidtics con el
oligosacarido.

3- La secuencia de la cadena oligosacaridica.

4- El namero de residuos de acido sialico de la mddésialilada.

5- La disposicién espacial de los residuos de acilasi

Un gran namero de estudios han demostrado quealogligsidos de las series
gangliotetraosa, que contienen Neu5Ac en la gadadierminal como son GD1a, GT1b
y GQ1b (Figura 12), y gangliésidos de las seriedanto, son los principales receptores
del virus Sendai (referencias en Villar y Muiioz i®ao, 2006). Sin embargo, este virus
no reconoce gangliésidos sin restos de acidoxaslinidos a la galactosa terminal
(GM1 o GD1b) (Markwelkt al., 1981) (Figura 12). En relacion con la especifididie
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enlace, el virus Sendai reconoce gangliésidos cdacesa2—3 pero noa2—6, a

diferencia de algunas cepas del virus de la ghpehing y Unland, 1994).

A)
M e D2 o—?—A—Cer
GM2 O—EI—A—CEV GD1b —O ? A—Cer
GM1 I:I—C>—|$I—A—Cer GTib I%I—C)—l?l—&—cer
GDla ?—Q—EI—A—CH GQ1b ?_Q_?_A_Cer
B)
Lacto-series Gal GIcNAC Gal Glc Cer
B1-3 B1-3
Neolacto-series Gal GIcNAc Gal Glc Cer
B1—-4 B1-3
Ganglio-series Gal GalNAc Gal Glc Cer
Bl—>3 B1—>4
Globo-series GalNAc Gal Gal Glc Cer
B1-3 al—4

Figura 12- A) Estructura quimica de algunos gangliésidos, Geramida/\,
glucosaj 1, galactosa> N-acetilgalactosamin®, acidoN-acetilneuraminico. B)
Nucleo de la estructura de la cadena glucidicafdeedtes series de gangliésidos

(Tomado de Villar y Mufioz-Barroso, 2006).

Como se ha indicado mas arriba, los sialoglicotipid las sialoglicoproteinas son
los receptores potenciales para la mayoria de #&anpxovirus. Gran parte de la
informacion que se tiene hoy en dia es sobre los Bendai y NDV. En la Tabla 2 se

resumen los diferentes tipos de receptores deal@pxovirus.
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Virus Proteina de union Receptor
Género Respirovirus HN
Virus Sendai Gangliosidos de las series
gangliotetraosa con Neu5Amido a
la galactosa terminal con enlax2—3
y gangliosidos de la series neolacto;
glicoforina 'y GP-2
hPIV1 Oligosacaridos con rangfimnes de
N-acetillactosaminoglicanos con
Neu5Ac unigta galactosa terminal
con enlac&2—3
hPIV Oligosacaridos con ramificaciones
de N-acetillactosaminoglicanos con
Neu5Ac unido a la galactosa
terminal con enlaces2—3, 02—6 0
receptores que contegan Neu5@udo
a galactosa con enlag@—3
Geénero Avulavirus HN
NDV Oligosacaridasglales de las series
lacto y GM3, llevando ambos los 4cidos
sialicos Neu5Ac o Neu5Gc; diferentes
gangliésidos como GM3, GDlay
GT1b, GM2, GM1, o GD1h\-
glicoproteinas
Género Rubulavirus HN Molécusediladas
PIV5
Virus de las paperas
PIV2
PIV4
Geénero Morbilivirus H
Virus del sarampioén CD46y SLAM
Género Pneumovirus G
RSV Glicosaminoglicanos
Género Henipavirus G
Hendra virus Proteina de superficie
Nipah virus
Tabla 2- Posibles receptores para algunos miembros defahailia

Paramyxoviridae (tomado de Villar y Mufioz-Barroso, 2006).
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En el caso del NDV, los primeros trabajos realiza@m los afios 50 y 70
determinaron que el virus interacciona con siatogibnjugados a través de Neu5Ac
(revisado en Markwell, 1981). Usando eritrocitog genian diferentes gangliésidos en
la membrana (Suzult al., 1985), se concluyo que los determinantes de tecepra
NDV eran lacto-series lineales de oligosacarido6M3 (Figura 12). Sin embargo,
experimentos llevados a cabo en nuestro laboratBeneiraet al., 2004b) indican que
el NDV interacciona con diferentes monosialogarsitiés, disialogangliésidos y
trisialogangliosidos. Ademas, el NDV reconoce asidmalicos unidos a diferentes
restos glucidicos terminales, tales como GM3, GG 1b, o acidos sialicos unidos a
restos glucidicos internos, como en GM2, GM1 o GDEbtos datos de nuestro
laboratorio parecen sefialar que no hay un patrogadglidsidos que interaccione de
forma especifica con el NDV. Asimismo, trabajostraios en la especificidad de
uniodn de los virus parainfluenza humano tipos 1mugstran que la variabilidad en la
especificidad de receptor podria depender de fesedites subtipos de virus. Los virus
hPIV1 y hPIV3 reconocen preferentemente oligosdodri que contengan
ramificaciones dé&\-acetillactosaminoglicanos con Neu®%&:=-3Gal al final, y hPIV-3
también reconoce receptores que contengan NeubA6Gal- o Neu5Ga2—3Gal-
(Suzuki et al., 2001).

Del mismo modo, los ortomixomirus como los viruslaeripe A y B reconocen
s6lo glicoconjugados que contengan restos de aciddisos. Las distintas cepas del
virus de la gripe varian en el tipo de enlace @gemocend2—3 0 a2—6) y el tipo de
residuo de acido sialico (Neu5Ac, NeuGc, @c-Neu5Ac) (revisado en Herrlet
al., 1995).

Por otro lado, hay muchos menos trabajos sobreamtlpde las glicoproteinas
como receptores viricos. En un trabajo realizadoGQd y Whittaker con células Lecl
(deficientes en I&-glicosilacion terminal) se sefiala que los virudadgripe requieren
especificamenteN-glicoproteinas para entrar en las células; sin egaba&l acido
sialico, aunque actta de forma eficiente como fagéounion, no es suficiente como
receptor de estos virus vivo (Chu y Whittaker, 2004). Algunos estudios revelae,q
ademas de los gangliésidos, el virus Sendai utijieoproteinas sialiladas como
receptores, por ejemplo, la glicoforina o la GRE.el caso del NDV nuestro grupo ha
demostrado que se requieren Nasialoglicoproteinas de la superficie celular pare g
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la fusion y la entrada del virus sea Optima, cooual ambosN-sialoglicoproteinas y

gangliésidos podrian actuar como receptores paid (ferreiraet al., 2004b).

La interaccion del virus con la superficie de ldul@@ hospedadora puede ser un
complejo escenario de interacciones entre ambokaSegerido que la unién del virus
a la célula podria ser un proceso que implica piékipasos. Es posible que el receptor
virico consista en un complejo de diferentes coreptes celulares que incluiria
glicolipidos como los gangliosidos, glicoproteiryastras proteinas. Este podria ser el
caso de los paramixovirus, en los cuales los virserian diferentes moléculas que
tendrian distintos papeles en el proceso de unitus-e¢élula, por ejemplo, receptores
primarios y secundarios. En este sentido, se haupsto que los gangliésidos podrian

actuar en unos casos como receptores viricos pdsn;aen otros como correceptores.

1.6.2 ANALOGOS DEL ACIDO SIALICO Y AGENTES ANTIVIRALES

Una de las estrategias antiviricas con mas futoingiste en el disefio de analogos
de &cidos sidlicos especificos que inhiban lasvidaties sialidasica y de union al
receptor de la proteina HN del virus y de este mpdevenir la infeccion por
paramixovirus. El estudio de los analogos de acsitd&cos comenzo a principio de los
afos 70 con la proteina HA del virus de la gripmealiana. Compuestos como el acido
2,3-dehidro-2-deoxN-acetil neuraminico (Neu5Ac2en o DANA) (Figura 13acido
2-deoxi-2,3-dehidrdN-trifluoroacetilneuraminico  (FANA) actian como inkldbres
especificos de la sialidasa del virus de la gr§e.ha demostrado que el analogo de
estado de transicion del acido sialico 4-guanidieabAc2en o 4-GU-DANA (también
llamado Zanamivir), disefiado a partir de la estmactel cristal de la proteina HA del
virus de la gripe para que encaje en el sitio iteta] ha resultado ser un agente
antivirico efectivo y se utiliza en el tratamiertiinico de infecciones del virus de la
gripe (Hayderet al., 1997; Montoet al., 1999). Los analogos DANA, FANA y 4-GU-
DANA (Zanamivir) también inhiben las actividadesalglasica y de union al receptor
del virus hPIV3 segun se ha comentado en el apattdd Sin embargo, se requieren
concentraciones méas altas de 4-GU-DANA para inhibiractividad enzimatica en
paramixovirus que en el virus de la gripe, hacieque este compuesto no sirva para el

tratamiento o profilaxis de infecciones causadasppoamixovirus. Ademas, en el caso
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del NDV, el 4-GU-DANA inhibe la actividad sialid&si de su proteina HN pero no su
actividad hemaglutinante (Porottbal., 2004). Desde que hay datos cristalograficos de
las proteinas HN del NDV y el hPIV3, estas estnadiestan siendo muy Utiles como
modelos para disefiar inhibidores especificos denmiaovirus humanos y no humanos.
Este es el caso de dos potentes inhibidores derissde parainfluenza humanos, BCX
2798 y BCX 285, dos derivados del Neu5Ac2en, queoiu disefiados a partir de la
estructura tridimensional de la proteina HN (Alymet/al., 2004). Ademas, el analogo
acidoa-2-S-metil-5-n-tioacetilneuraminico a{Neu5thioAc2SMe) (Figural3), un
analogo de acido sialico modificado en C-2 y C&é,ha demostrado que inhibe la
fusion de hPIV3 con células y la replicacion viriga cultivos celulares. Los datos
cristalograficos de la glicoproteina del NDV unidan Neu5Ac2en indican que una
modificacion en el C-4 de Neu5Ac2en puede serpatih el desarrollo de agentes anti-

paramixovirus (revisado en Villar y Muiioz -Barro2006).

aNeu5thioAcSMe Neu5Ac2en (DANA) AGU-DANA (Zanamivir)

Figura 13- Estructura quimica de los &acidos sialicos NeugAteu5Gc vy

de los anéalogos sintéticos de acidos sialicos gqnargibidores hipotéticos de |a

entrada de Paramixovirus (Tomado de Villar y MuB@azroso, 2006).

Recientemente, se han descrito un nuevo tipo deiddnres de hPIV3 como el
CSC11 (Figura 14) que uniéndose al sitio Il dedbeza globular de HN estimulan la

activacion prematura de la proteina F antes deacdenar con la membrana. De este
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modo se inactiva la proteina de fusion incapacdaadvirion antes de que pueda
alcanzar su diana e interaccionar de forma adea@dis receptores celulares (Farzan
etal., 2011).

Za
—{ o
0" "NH
NQNH N:\; NH
OH
CSC5 csc7 cscii

Figura 14- Estructura quimica de los compuestos inhibidore€3; £ SC7
CSC11 (Farzamt al., 2011).

1.7 RUTAS DE ENTRADA DE VIRUS ENVUELTOS

Los virus envueltos pueden entrar en la célula pemendocitosis mediada por
receptor o bien por fusion directa de la envolitireca y la membrana plasmatica. Los
virus que requieren pH acido para fusionar, consovicus de la gripe y el virus de la
estomatitis vesicular (VSV), utilizan la maquinagiadocitica celular, ya que la mayoria
de las rutas endociticas convergen en endosomdsicacios. Otros virus, como el
Ebola, necesitan que sus proteinas de fusion sgaestas a proteasas dependientes de
pH antes de que ocurra la fusién. En estos casdgsion virus-célula ocurre en algun
lugar de la ruta endocitica. Los virus con proteida fusion independientes de pH,
como paramixovirus y retrovirus, se cree que gémerse penetran en la célula
fusionando directamente con la membrana plasmaicque la mayoria de los virus de
estas familias pueden infectar las células efieimente en presencia de agentes que
suben el pH de los endosomas como el cloruro deni@m8in embargo, hay estudios
recientes que sugieren que virus cuyas proteindasiten son independientes del pH
pueden utilizar también mecanismos de endocit&isith et al., 2009 y referencias

incluidas en éste).
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Figura 15-Diferentes mecanismos de endocitosis (Cosset \letg| 2011).

Se han descrito muchas rutas de entrada de emslscdiferentes (Marsh y
Helenius, 2006; Mercer y Helenius, 2009; Mergteal ., 2010) que son usadas tanto por
virus dependientes de pH como independientes delpHFigura 15 muestra un
esquema de diferentes mecanismos de endocitosendaritosis mediada por clatrina
(CME) es la ruta mejor caracterizada. Este procesicia con la formacioén de las
invaginaciones de la membrana caracteristicas @ascomo vesiculas revestidas de
clatrina (CCP) e inducidas por el receptor (FigisB). Esta ruta es utilizada por
ejemplo por los alfavirus Semliki forest y Sindbi, rubivirus de la rubeola, el
hantavirus Hantaan y también por el HIV (Miyauehal., 2009). La macropinocitosis
(Figura 15A) es otra via de endocitosis utilizada yirus pertenecientes a diferentes
familias como poxvirus, adenovirus y picornavirbgisten evidencias que sugieren que
la macropinocitosis es empleada por el virus HIY-El herpesvirus Epstein-Barr

(Cosset y Lavillette, 2011 y referencias incluidasiste).
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Una ruta endocitica adicional, aunque peor conpadala llamada ruta de
endocitosis independiente de clatrina y caveolagi(& 15D, E y F). La dependencia de
diferentes GTPasas y proteinas cargo (dinamina, B&€42, ARF6, etc.) define esta
via de entrada. Varios virus pueden usar estacat#o el ortomixovirus virus de la
gripe (como ruta secundaria), el coronavirus SARS-Cel arenavirus LCMV vy
algunos picornavirus.

Finalmente, otro mecanismo endocitico utilizaddaesndocitosis mediada por
caveolas/raft lipidicos (Figura 15C), la cual edejpendiente de clatrina y dependiente
de dinamina. El virus no envuelto SV40 y algunosemvirus humanos son los
prototipos de virus independientes de pH que empésta ruta. Hasta ahora, solo se
han descrito dos virus con envoltura que empleanws, el NDV (Cantiret al., 2007,
nuestro grupo de investigacion) y el virus Ebolenfigy y Goldsmith, 2002; Sanchez,
2007). La mayoria de los virus solo emplean una detentrada; sin embargo, cada vez
hay méas ejemplos de virus que utilizan multiplesanésmos de endocitosis para entrar
en la célula diana (gripe, HIV). Por ejemplo, elgi Ebola puede penetrar en las células
tanto por endocitosis mediada por clatrina comoepalocitosis mediada por caveolas y

asociada con rafts lipidicos (Cosset y Laville2@] 1 y referencias incluidas en éste).

1.7.1 RUTAS DE ENTRADA DE PARAMIXOVIRUS

Como se ha mencionado anteriormente, los paramuvprincipalmente
penetran en la célula hospedadora por fusién direm la membrana plasmatica a pH
neutro. La activacion de la mayoria de la proteidasfusion de paramixovirus es
independiente de pH, excepto en el caso de laipeote del metaneumovirus humano
(HMPV). Sin embargo, cada vez hay mas evidenciasque al menos algunos
miembros de la familia utilizan mecanismos mas dejup para entrar en la célula. La
internalizacion de particulas viricas antes deukdh se ha visto en el virus Sendai
(Rasmussormt al., 1998) y en el virus Nipah (Diederiehal., 2008). Como ya hemos
sefialado mas arriba, nuestro grupo ha descrito I¢amgo agentes quimicos que
secuestran colesterol e inhibidores de quimicoka dmdocitosis) que el NDV puede
utilizar la endocitosis mediada por caveolas paaepar en la célula diana y que
colocaliza con marcadores de endosomas temprargeeado estos resultados que los

paramixovirus también podrian emplear este mecanidm entrada (Cantiet al.,
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2007). La interaccion de la proteina HN del NDV éamrafts lipidicos de la membrana
de la célula a infectar durante la entrada del N&/un apoyo mas al uso de
rafts/caveolas como plataforma de entrada del {Mastin et al., 2012, nuestro grupo
de investigacion). Ademas se ha descrito que elsviespiratorio sincitial humano
(hRSV) usa la endocitosis para entrar en la cépuasto que la infeccion del mismo
disminuye en células que expresan siRNAs contrgpooentes clave de la endocitosis
mediada por clatrina (CME) como la cadena ligerald&ina, el complejo adaptador de
clatrina, dinamina 3 y la pequefia GTPasa Rab5Anfkde experimentos empleando
inhibidores quimicos asi como proteinas dominaneggmtivos apoyan la hipotesis de
gue al menos parcialmente este virus puede utiGME para establecer una infeccion
productiva (Kolokoltsowt al., 2007). Trabajos recientes indican que el HMPVdpue
usar la maquinaria endocitica para entrar en lalagélya que el tratamiento con
clorpromacina (un inhibidor de CME) confiere praién contra este virus (Schowalter
et al., 2009). Ademas, dalynasore ,una pequefia molécula inhibidora de la dinamina
(proteina requerida en el paso final de la formacdié vesiculas tanto en la endocitosis
mediada por clatrina como por caveolas), resulty efactivo bloqueando la infeccion
de HMPV y reduciendo los niveles de infeccion hasta90 % (Schowalteet al.,
2009). Para algunas cepas, la activacién de laiptF del HMPV es fuertemente
estimulada a pH acido (Schowaltgral., 2006), sugiriendo que el pH acido de los
endosomas también juega un papel importante emtdada, y el empleo de inhibidores
de la acidificacion endosémica como la bafilomickd, concanamicina, cloruro de
amonio, y monensina también ha mostrado ser eénda prevencion de la infeccion
de HMPV (Schowalteet al., 2009). Por tanto, a dia de hoy hay claras evidsrie que

al menos algunos miembros de la familia de losrpai@virus utilizan rutas endociticas
de entrada. Estos mecanismos podrian potencialrpentieger a los virus del sistema
inmune del hospedador y proporcionar unos ambiame&ns, junto con la bajada de
pH, que ayudarian a producir una infeccién progactsin embargo, se necesitan llevar
a cabo mas trabajos para caracterizar mejor laas rde entrada utilizadas por
paramixovirus (revisado en Smitt al., 2009), ya que el esclarecimiento de los
diferentes mecanismos de entrada ayudaria al ddsamle nuevas estrategias

antiviricas.
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La entrada de los paramixovirus en la célula hosp@c se inicia con la union
del virus a los receptores de la superficie celutoduciéndose posteriormente la
fusion de las membranas virica y celular. Esospteces han de ser reconocidos por la
glicoproteina virica HN para que se produzca lémnirus-célula. En el caso del NDV,
no se conoce la naturaleza exacta de los receptanegue se sabe que son compuestos
sialilados. Los restos de acidos sialicos de lafogiicoconjugados de la membrana
celular estan unidos a glicoproteinas y glicolipidal tipo de enlace especifico con el
que estan unidos al receptor determina el rangbatgiedador asi como los tejidos que
puede infectar el virus.

A pesar de que se sabe que los paramixovirus amfelet célula uniéndose a
receptores sialilados, no se conoce bien el tiperdace con el que estas moléculas
deben estar unidas al receptor. En este Trabajdedes Doctoral nos propusimos
estudiar el tipo de compuesto sialilado que recermdd\DV, asi como la especificidad
del enlace con el que se une el acido sialicoea ést

En el caso de los paramixovirus, entre ellos el N@Vusion de las membranas
virica y plasmatica que tiene lugar tras la uni@h drus a los receptores de la
superficie celular se produce a pH neutro. Sin egthase han descrito recientemente
varios casos en los que virus que penetran en lidacénediante un mecanismo
independiente del pH, utilizan también el procesoetidocitosis para llegar a una
infeccidn productiva. A este respecto, nuestro grdp investigacion ha demostrado
que la fusion del NDV con células de cultivo esvacta a pH acido y ha propuesto que
el NDV penetra en la célula a través de endocitogidiada por caveolas como una ruta
secundaria. En el presente Trabajo nos hemos stpabondar en la caracterizacion

de esta ruta.

Segun estos antecedentes, los objetivos concridnte@dos en este Trabajo de

Tesis Doctoral fueron los siguientes:
1. Estudiar el papel que el tipo de enlace de losede acidos sialicos del

receptor celular tiene en la union, la fusion denfmanas y la infectividad del
NDV.
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Estudiar el efecto de la ausencia de gangliosiddéglicoproteinas en la

célula diana sobre la fusion de membranas y lativfdad del NDV.

Estudiar el efecto de la incorporacion de ganglidsien células deficientes en

N-glicoproteinas sobre la fusion de membranas.
Estudiar el efecto del pH acido sobre la entrad&8&/ en células de cultivo.

Estudiar el efecto de diferentes inhibidores deoeidsis sobre la unién, la

fusion de membranas y la infectividad del NDV.
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3.1 MATERIAL Y APARATOS

Agitadores magnéticos Agimatic S.SELECTA.

Agitador de plataforma para placas (BFR25-ROCKERNGBoeckel).
Autoclave (SELECTA).

Balanzas granatarias y analiticas (Sartorius).

Bafio sonicador (Fungilab Ultrasonic Cleaner).

Bafos termorregulables (Selecta).

Balones de vidrio de fondo conico.

Bomba peristéltica (LKB 1200).

Bomba de vacio (KNF Neuberger Labaport).

Camara de video digital Olympus DP170 adaptadaraiaroscopio invertido de
fluorescencia.

Camara de recuento de células Neubauer.

Camara frigorifica a 4 °C.

Campana de extraccion de gases.

Campanas de flujo laminar GELAIRE TC48 y TELSTARBI-A.
Centrifugas Kubotta KR-1500, Heraeus Sepatech Qugai2.0 RS, Beckman J2-
21M, Beckman Allegra TM 21R, Heraeus Biofugue, TherScientific Sorvall
Legend Micro 21R.

Citémetro de flujo FACScalibur (Becton DickinsoroBciences).
Congeladores de -20 °C y -80 °C (Revco).

Depdsito de Nitrégeno Liquido (ThermoForma Cryog3us
Espectrofotdmetro LKB Biochrom Novaspec Il.

Espectrofotdmetro Hitachi U-2000.

Espectrofluorimetro Hitachi F-4010

Impresora LaserJet 2300 (Hewlett Packard).

Incubadores para cultivos celulares CO2-AMJZERO (Heraeus, FORMA
SCIENTIFIC HEPA CLASS 100).

Mezclador de gradientes (LKB).

Microscopio invertido bifocal (Nikon Europe B.V.).
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Microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX&in cubos de excitacion U-
MNG2 para rodamina y U-MNB2 para fluoresceina.

Microscopio confocal Leica SP5.

Ordenadores PC compatibles.

pH-metro digital Mini-pH 2001 (Crison).

Placas para cultivos celulares de 6, 12 y 24 msc{fFalcon).

Placas para cultivos celulares de 35 x 10 mm, 88 mam y de 100 x 20 mm
(Falcon).

Placas de Silica gel 60 para TLC (20 x 20cm) MERGS&A, 64271 (Darmstadt,
Alemania).

Rascador de plasticoupber policemen scrapper).

Rotavapor (Buchi R-200).

Rotores de centrifuga (Beckman JLA-16.250, 60Ti28W54180, A-54 IEC, RS-
150 de Kubotta).

Sistema de purificacion de agua ultrapura Ultraghtidipore).

Sonicador de punta (Banson B-30).

Tubos Falcon de 15y 50 ml.

Ultracentrifuga (Beckman Optima XL-100K).

Otro material de uso corriente en el laboratorio

* & & o o

3.2 REACTIVOS

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Sigma CheahiCo. (St. Louis, MO,
USA).

Agarosa (SeaKem LE) Lonza.(Espafia)

Azul tripan (Trypan blue). Sigma Chemical Co. (Siuis, MO, USA).
Bisindolilmaleimida I. Calbiochem (San Diego, Caitifia, USA).

Calceina AM. Molecular Probes INC. (Eugene, OR, USA
Cloroquina.(Chloroquine diphosphate salt).Sigmartibal Co. (St. Louis, MO,
USA).
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Cloruro de octadecilrodamina B {gR Molecular Probes INC. (Eugene, OR,
USA).

CMP-NANA. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Colorante Giemsa. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MSA).

Concanamicina A. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MISA).

Cristal violeta. Panreac (Espafa).

DIPE (Diisopropileter 99 % isopropileter 99 %) Sigi@hemical Co. (St. Louis,
MO, USA).

Dimetil Sulféxido (DMSO). Sigma Chemical Co. (Souis, MO, USA).
Dynasore. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

“FACS lysing solution”. Becton Dickinson (San Jo€d&, USA).

Gangliésidos GM1, GM3, GD1a, GT1b y AsialoGM1. Sg@hemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

Glutamax 100x. GibcoBRL, Life Technologies (UK).

Hepes de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Hoechst 33258, pentahydrate. Molecular Probes (EGgene, OR, USA).
Inhibidor de acetiltripsina. Sigma Chemical Co. (Stuis, MO, USA).

Lectina deSambucus Nigra (SNA). Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Lectina deMaackia amurensis (MALI). Vector Laboratories (Burlingame, CA,
USA)

Lectina deArachis hypogaea conjugada con FITC. Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

Lectina deMaackia amurensis conjugada con FITC. Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

L-Glutamina (200mM en NaCl 0.85 %). BioWhittaker &ikersville, MD,
USA).

Lipofectamina. Molecular Probes INC. (Eugene, OBA)

Medio de Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM). Bibittaker
(Walkersville, MD, USA).

Medio de Eagle, Alpha-MEM con EBSS, con L-glutamina
deoxirribonucledsidos y ribonucleétidos. BioWhigakWalkersville, MD,
USA).
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¢ Medio de Eagle, DMEM: F12, 1:1 mixture con 3.15Il glucosa, HEPES y L-
glutamina. BioWhittaker (Walkersville, MD, USA).

Monensina. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

N-Acetiltripsina. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MGGA).

OptiMEM [ + Glutamax. GibcoBRL, Life TechnologiegK).
Paraformaldehido. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MGA).

* & & o o

Penicilina G-Streptomicina (penicilina 5000U-estogpicina 500Qug/ml).
BioWhittaker (Walkersville, MD, USA).

Sephadex G-50. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MBAL

Sephadex G-75. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MBAL

Seroalbumina bovina (BSA). Sigma Chemical Co. [(Buis, MO, USA).
Sialidasa d&/ibrio cholerae 9500 mU/ml . Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA).

¢ Sialidasa dérthrobacter ureafaciens 5000 mU/ml. Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

* & & o

¢ Sialidasa de€lostridium perfringens 2000mU/ml. Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).
¢ a(2—6)N-Sialiltransferasa 200mU/ml. Calbiochem (San Diggaljfornia,

USA)

¢ a(2—3)N-Sialiltransferasa 560 mU/ml. Calbiochem (San Diggaljfornia,
USA)

¢ a(2—3)0O-Sialiltransferasa 1400 mU/ml. Calbiochem (San Djégalifornia,
USA)

¢ Suero bovino fetal (SBF). BioWhittaker (WalkersgjlIMD, USA).
¢ Tartrato potasico. Merk (Darmstadt, MO, Alemania).
¢ Tripsina-EDTA (EDTA 200 mg/I, tripsina 500 mg/l)i®Vhittaker
(Walkersville, MD, USA).
¢ Tris (hidroximetil) aminoetano (Tris). Sigma Cheali€o. (St. Louis, MO,
USA).
¢ Triton X 100. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,A)S
El resto de los reactivos utilizados en el tralfagson de grado analitico y procedian de

Probus o Panreac (Espafa).
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3.3 MATERIAL INFORMATICO

En la redaccion del presente trabajo se ha utiizeld procesador de texto
“Microsoft Office Word 2007”. El procesamiento miatético de los datos, asi como su
representacion grafica se efectio con el prografioannatico “Microsoft Office Excel
2007". El tratamiento estadistico de los datoss#zd mediante t de Student calculada
a través del test t de la pagina de GraphPad Qalck@uya direccion de Internet es:

http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfim?FdrB® (Ultimo acceso
14/12/2011).

Las ilustraciones y esquemas se realizaron cgmogirama “Microsoft Office
Power Point 2007”, “Open Office Impress v.3.1.” gncel “Adobe Photoshop CS4
extended”.

La busqueda de referencias se llevo a cabo mediarmpagina web Medline
(National Library of Medicine, USA) en la direccide Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqgi? DB3pued

El procesado de las mismas se realizé con “Endfite
El andlisis y representacion grafica de los datisrados mediante citometria

de flujo se efectuo con el programa informéatico fWDI 2.9”.

3.4 MATERIAL BIOLOGICO

3.4.1 VIRUS

- Virus de la Enfermedad de Newcasti el presente trabajo se empled la cepa

lentogénica denominada “Clone 307, que es una lge@éticamente estable
obtenida a partir de la cepa “La Sota”, facilitagota los Laboratorios Intervet
S.A. (Salamanca).

- rNDV-F3aa-mRFP virus de la Enfermedad de Newcastle recombinayoie

expresa la proteina monomérica roja fluorescentem(ibell et al., 2002).
Clonado y rescatado por los doctores Luis Martelzrido y Jerome Cros, del
Departamento de Microbiologia de la Mount Sinai d&&thof Medicine (Nueva
York, E.E.U.U.), a partir del pNDV-F3aa (Mibayashal., 2007).
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3.4.2 LINEAS CELULARES

En este trabajo se han utilizado las siguientemfircelulares:

NOMBRE ORIGEN CARACTERISTICAS

ELL-0 ATCC* Fibroblasto embrionario de ave, hospedadoras
naturales del virus

Hela ATCC Células epiteliales humanas derivadas de
adenocarcinoma

MEB4 BRC Cell Bank** Fibroblastos de piel de ratén derivados del
melanoma B16, control de las células GM95

GM-95 BRC Cell Bank Fibroblastos derivados de la linea MEB4
deficientes en glicosilceramida sintetasa y por
lo que no tienen glicoesfingolipidos

CHO ATCC Célula epitelial de ovario de hamster, control
de las células Lecl

Lecl ATCC Célula derivada de la linea CHO con una

mutacioén en la N-acetilglicosaminiltransferasa
1 (GIcNAc T1), deficientes en
N- glicoproteinas

Tabla 3- Lineas Celulares (*ATCC, American Type Culturell€ction, USA, y

*BRC, Riken Bioresource Center, Japon)

Las lineas celulares ELL-0, HeLa, MEB4 y GM-95 sdticaron en DMEM,
medio Eagle, modificado por Dulbecco, al que sagieegd 1 % Glutamax 2x 6 2 % L-

glutamina (580 mg/l), 1 % penicilina-estreptomic{ii®@0 U/mI-100ug/ml) y 10 % de

suero bovino fetal (SBF). La linea CHO se cultivoRMEM:F12, al que se agrego 1

% penicilina-estreptomicina (100 U/mI-19@/ml) y 10 % de suero bovino fetal (SBF).

La linea Lecl se cultivd en Alpha-MEM al que seegdrl % penicilina-estreptomicina

(100 U/mI-100ug/ml) y 10 % de suero bovino fetal (SBF). Las Ime®lulares se

mantuvieron a 37 °C en atmoésfera himeda al 5 %el@s monocapas de células se

subcultivaron desprendiéndolas con tripsina-EDTAraPsu almacenamiento, las

células se resuspendieron en el medio correspdrd@ncrecimiento de cada linea

suplementado con 5 % de dimetilsulféxido (DMSO) ey ®ngelaron en nitrégeno

liquido.
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3.5 METODOS

3.5.1 CRECIMIENTO Y OBTENCION DEL VIRUS

3.5.1.1 Crecimiento del NDV
El liquido alantoideo que contenia el virus fue idedamablemente por
Laboratorios Intervet S.A. (Salamanca), en donderak se crecid y se extrajo de la

cavidad alantoidea de embriones de pollo.

3.5.1.2 Purificacion del NDV

El liquido alantoideo del NDV se centrifugd a 1200Q durante 2 horas y 30
minutos en un rotor angular (A-54 IEC). El sedinteabtenido se puso en contacto,
durante 12 horas a 4 °C, con un volumen diez vawasor al volumen inicial de
muestra de solucién amortiguadora de Tris-HCI 10, NsICI 100 mM, EDTA 1 mM,
pH 7.4. Transcurrido este tiempo, el sedimentesaspendio y se disgregé empleando
un sonicador (Branson B-30) a una intensidad deV&@urante tres periodos de 30
segundos, con un intervalo de 2 minutos entre ,eflag evitar la agregacion de las
particulas viricas. A continuacién, se depositangidadosamente 2 ml de la suspension
virica en la parte superior de una solucion enigrael de tartrato potasico del 10 al 50
% (p/v), preparada en la misma soluciéon amortigtea@opleada para la resuspension
del virus. Los gradientes se prepararon en tubasdifuga del rotor oscilante SW28
(Beckman). Después de ser centrifugados a 80@0fuxante 8 horas a 4 °C, en la parte
media de los gradientes se aprecié una banda,apienéa los viriones puros, que se
recogid con una jeringa. El paso siguiente fuelimieacion del tartrato del gradiente
mediante la adicion de 1/4 de volumen de una simhuamortiguadora de Tris-HCI 10
mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4, lo cual dismytula densidad de la muestra
y permitio la sedimentacion del virus cuando pasterente se centrifugé a 10000@ x
durante 1 hora 30 minutos en el rotor angular 6(B€&ckman). El sedimento obtenido
se resuspendiéo en la soluciébn amortiguadora KNPI (KZD mM, NaCl 30 mM,
NaH,PO; 10 mM, pH 7.4), cuyo volumen dependioé de la comeeidn de proteinas
deseada para los ensayos posteriores, que enancastrfue de 1mg/ml.

El virus purificado se alicuoté y se guardo a -8thasta su utilizacion.
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3.5.2 TITULACION DEL NDV

Al grado de infectividad de un virus o su capacidagropagacion en el medio se
le conoce como el “titulo del virus”. El titulo dakus se expresa en p.f.u./ahidades
formadoras de placa/ml) o m.o.mdltiplicity of infection), calculado segun la siguiente
formula:

N° de placas/ Volumen del inéculo enerpl.f.u./ ml

La infectividad del NDV se titul6 en células ELLyOVero, de acuerdo con el
ensayo de Yao y Compans (1996), con ligeras madifimes. Se sembraron células
Vero en placas de 12 pocillos, 2.5 X &élulas/pocillo; o células ELL-0 en placas de 24
pocillos, 3 x 18células ELL-0/pocillo. Tras 24 horas de incubaciée,lavaron con
OptiIMEM, y se infectaron con diluciones seriadas\ii@Vv (250 ul/pocillo). Pasada 1
hora de incubacién a 37 °C, se retiré el in6cukeyagregé cuidadosamente 1 ml de
medio de cultivo que contenia 5 % de SBF, agaros&ay 5ug /mlde N-acetiltripsina
a 37 °C. Se dej6 solidificar la capa de agarosangpératura ambiente durante 30
minutos en oscuridad y finalmente las placas sgb@on a 37 °C y 5 % de GQurante
48-72 horas. Transcurrido este tiempo, las célsiadijaron con una solucion de
formaldehido al 4 % en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 néHPO, 10 mM, KH,PO,
1.76 mM, pH 7.4), durante 30 minutos, y se tifieron cristal violeta 0.1 % en etanol al
20 %. Una vez secas las placas de cultivo, se vdrser para el recuento de “calvas” o
areas sin crecimiento de células empleando un sdopio invertido. Para el recuento

se escogio la mayor dilucion de virus capaz de #orralvas visibles.

3.5.3 INFECCION DE LAS CELULAS DE CULTIVO

Las células se sembraron entre 12 y 24 horassade la infeccion
consiguiéndose la confluencia adecuada para efriexgr@o que se tratara. Se lavaron
tres veces con OptiIMEM, y se infectaron con NDVaanh.o.i. que requiriese el
experimento. El volumen empleado fue el minimo lpesipara facilitar la penetracion
del virus en la célula huésped, 300 y JH0para placas de 35 mm y 24 pocillos,

respectivamente. El inéculo se afiadié gota a gotal e&entro del pocillo y se dejé
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adsorber durante 1 hora a 37 °C y 5 % de, @gitando peridodicamente. Después se
retird el indculo de las células y se afiadié medimpleto, dejandolas en incubacién 24

horas o lo que requiriese el experimento.

3.5.4 MARCAJE FLUORESCENTE DEL NDV: INCORPORACION D EL
CLORURO DE OCTADECILRODAMINA B (R 18) EN LA MEMBRANA
VIRICA

Se emple6é el método desarrollado por Hoeksdraal. (1984), con las
modificaciones realizadas por Cobaledial. (1994) en nuestro laboratorio. Al NDV
purificado se le afiadi6iRa una concentracion de g/ mly se incub6 durante 1 hora
con agitacion constante en oscuridad y a temperambiente. Posteriormente, se
elimind la Rs no incorporada en la membrana virica por filtracé@ngel, empleando
una columna de Sephadex G-75 (1 x 15 cm), en laquedd retenida la sonda no
incorporada. El virus marcado con lasRNDV-R1s) colectado de la columna se
mantuvo a 4 °C hasta su utilizacién. Se determangohcentracién de proteinas totales
segun se describira en el Apartado 3.5.6.

Ademas, en otra serie de experimentos utilizamasuamiacion del método de
Connolly y Lamb (2006). Se incubaron 24Ge virus a una concentracion de proteinas
de 0.5 mg/mén PBS' (PO;H.Na 50 mM, NaCl 150 mM, MgGIlL mM, CaC}0.1 mM,
pH 7.4) con 4ug/ml de Rs durante una hora a temperatura ambiente en osdurida
Posteriormente, se precipito el virus en un cola@sacarosa al 20 %, para lo cual, se
sometié a una centrifugacién durante 1 hora 30 toga 70000 xy. El precipitado se
resuspendio en 25@ de PBS, y se conservd a 4 °C en oscuridad hastilzacion.

En los ensayos de fusién no se emplearon virusaded® 4 dias de marcado.

Por ultimo, se empled un tercer método de maraagecgnsistié en incubar 1Q0 de
NDV (1 mg/ml) con Rg durante 30 minutos a temperatura ambiente en osclri
Después se precipitd el virus centrifugando a 2209@urante 10 minutos y se midio
el dequenching de la sonda en el fluorimetro panapcobar que la concentracion de la
Ris en la membrana virica era < 9 % molar, ya queaaescentracion la fluorescencia
se encuentra eficientemente apagadaenched). El quenching de la Rg en la

membrana del virus se determind por medicion ddluarescencia de 20 mg de
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proteinas totales de virus en 2 ml de PBS antEsgués de la adicion de Triton X-100

(concentracion final 1 % v/v) y se calculé seguexpresion:

9%Quenching = 100 (1 — &/ Fro0)
donde:
Ik = Fluorescencia en ausencia de Triton X-100

froo = Fluorescencia en presencia de Triton X-100

3.5.5 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD FUSOGENICA DEL NDV EN CULTIVOS
CELULARES MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Primeramente, se marco la membrana virica con ecteamdamina (Rs), con uno
de los métodos que se describen en el apartaddoanteas lineas celulares fueron
crecidas con una confluencia del 80 % en placa35dam o 24 pocillos, e incubadas
con los diferentes compuestos a distintas cona@ob@as entre 30 minutos o 5 h
dependiendo del experimento. A continuacion, laslag se incubaron conig 6 2ug
de virus marcado con;Rdurante 1 hora o 30 minutos, dependiendo del expeato, a
4 °C o en hielo, para favorecer su union. Los vimaesunidos fueron eliminados
mediante 3 lavados con PBS a 4 °C. Seguidamenti&csbd 1 hora a 37 °C para
permitir la fusién virus-célula y se afiadié Hoednsina concentracion de i§/mlpara
tefir los nucleos celulares. A continuacion, ldsileé se fijaron con formaldehido al 2
% (p/v) durante 20 minutos a temperatura ambidfitealmente, se lavaron con agua
ultrapura y se observaron al microscopio de flum@esia. La valoracion del grado de
fusién célula-virus se realizé por cuantificaciém cklulas rojas con respecto al total,

multiplicado por 100, en 10 campos tomados al ezarun objetivo de 40x.

3.5.6 VALORACION DE PROTEINAS TOTALES

Para determinar la cantidad de proteinas totalesogmtiene una muestra, se
empled el método descrito por Markwetl al. (1978), que es una modificacion del
desarrollado anteriormente por Lowalyal. (1951) para la cuantificacién de proteinas
de membrana y lipoproteinas. Este método coloriovése basa en la capacidad de las

proteinas para formar complejos de coordinacién ebrtobre, de forma que el
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compuesto formado por las proteinas, el sulfatootbee y el Folin-Ciocalteau, tiene un

color azul de intensidad proporcional a la cantidagroteina que exista en la muestra.
Para el ensayo se utilizaron como patrén conceatres conocidas de seroalbumina
bovina. Se midio la absorbancia en un espectrofetia una longitud de onda de 660

nm.

3.5.7 ENSAYOS DE FORMACION DE SINCITIOS

Estos experimentos solo se realizaron en células@Ey. HelLa ya que en el resto
de lineas no se observan sincitios después detanfeon el virus. Las células se
sembraron el dia anterior en placas de 24 pocplas que estuvieran con una
confluencia del 100 %. A las 24 h se lavaron cotiNIpM, se infectaron con NDV a 1
m.o.i. durante 1 h a 37 °C, se lavaron con OptiMigvh retirar el exceso de virus y se
dejaron en medio completo a 37 °C. A las 7 h pfestaidn se activé la proteina F para
que se produjera la fusion célula-célula; el mémelactivacion fue el siguiente (Young
et al., 1997): las células se lavaron dos veces conMmEM, se incubaron con
acetiltripsina (5ug/ml) durante 10 minutos a temperatura ambientelagaron dos
veces con inhibidor de acetiltripsina (u§/ml), se lavaron una vez mas con OptiMEM
y se incubaron en medio completo hasta el diaesigeiien que se tifieron con Giemsa o
cristal violeta para observar los sincitios.

Los ensayos de sincitios también se llevaron a cebo células Hela
transfectadas con las proteinas del virus F y Hidrado 3.5.20 de Métodos). En esta
serie de experimentos, a las 24 h posttransfece®mgctivo la proteina F como se ha
descrito antes, y al dia siguiente se tifieron édslas con cristal violeta al 0.1 % en
etanol para su observacién y cuantificacion.

En ambo casos, se tomaron fotografias de 6 canmi@aasuacon el objetivo 40x y
10x y los resultados se cuantificaron utilizandgrlgrama “Adobe Photoshop CS4
extended” con el cual se midieron las areas ocwppda los sincitios. Los datos se
expresaron como porcentaje de area ocupada erpp@l los sincitios respecto al area

total de la fotografia.
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3.5.8 ANALISIS DE LOS NIVELES RELATIVOS DE ACIDOS SIALICOS
UNIDOS CON ENLACES 02—3 Y a2—6 EN DIFERENTES LINEAS
CELULARES MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO (FACS).

Los niveles relativos de restos de acidos sialioidos con enlaces2—3 y
a2—6 en la superficie celular de las diferentes lirapleadas se analizaron mediante
tincion con lectinas fluorescentes seguido deséntificacion por FACS.

Las células fueron incubadas con las lectinas gawjas con la sonda fluorescente
FITC de Maackia amurensis (FITC-MALI) que reconoce acidos sialicos unidosico
enlacea2—3 (Imbertyet al., 2000) y deSambucus nigra (FITC-SNA) que reconoce
acidos sidlicos unidos con enlax2—6 (Shibuyaet al.,1987).

En estos ensayos, se sembraron las células ers plagpocillos (10células); a
las 24 h se lavaron con PBS, y se incubaron cohder&DTA (520uM) a 37 °C para
levantar las células de la placa. Después se lavpldca con 50Qul de PBS, se
centrifugaron las células a 1500yXcentrifuga Sorvall Legend Micro 21R) durante 5
minutos a 4 °C, se fijaron con 5QDde paraformaldehido (PFA) 2.5 % (p/v) durante 30
minutos a 4 °C, se afiadié 1 ml de PBS y se cegfrifle nuevo a 1500 xdurante 5
minutos a 4 °C. El precipitado se resuspendié éh|20de PBS y se incubé o no
(controles) con la lectina marcada con FITCMaackia amurensis o de Sambucus
nigra a una concentracion de 1@/ml durante 30 minutos a 4 °C. Transcurrido ese
tiempo se afiadié 1 ml de PBS, se centrifugd a ¥6§@urante 5 minutos a 4 °C, se
volvié a lavar con PBS y finalmente se resuspendiéas células en 404 de PBS y se
analizaron mediante citometria de flujo (FACS){umietro de Becton-Dickinson). Se
realizo la cuantificacion de la media geométricdalentensidad de fluorescencia, “G

mean” (Geometric mean), de cada muestra mediante el programa WinMDI 2.9.
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3.5.9 ANALISIS DEL GRADO DE UNION VIRUS-CELULA MEDI ANTE
CITOMETRIA DE FLUJO (FACS)

Las células se sembraron en placas de 6 pocliisélulas). Al dia siguiente, se
lavaron con OptiMEM y se incubaron o no (controlesh los diferentes compuestos
durante el tiempo que fuera necesario. Luego sedamnuevamente con OptiMEM y se
incubaron con NDV a 1 m.o.i. durante 1 h a 4 °Cdexsencia o no del inhibidor o la
enzima dependiendo del experimento) y se lavardas/aeces con OptiMEM frio para
retirar el exceso de virus no unido. Las célulaghneabaron con 1 ml de EDTA (520
UM) a 37 °C para levantarlas de la placa, despudaveéecon 500ul de PBS, se
centrifugaron las células a 1500y centrifuga Sorvall Legend Micro 21R) durante 5
minutos a 4 °C, se fijaron con 5QDde PFA 2.5 % (p/v) durante 30 minutos a 4 °C, se
afadié 1 ml de PBS y se centrifugd de nuevo a ¥5@@urante 5 minutos a 4 °C. El
precipitado se resuspendié y se incubd con locwmpos primarios antiHN 14f y
antiHN 1b (generosamente donados por R. ldjimyersity of Massachusetts Medical
School, USA) (ambos a una dilucion 1:100) en solucion de bdoq(BSA al 1% en
PBS) durante 1 h a 4 °C. Transcurrido ese tiempafiadié 1 ml de PBS, se centrifugd
a 3500 xg durante 6 minutos a 4 °C y se incubd con el amcuesecundario
Alexafluor 488 antiraton (fig/ml) en solucion de bloqueo durante 1 h a 4 °Gifiselio
1 ml de PBS y se centrifug6 de nuevo a 350§ durante 6 minutos tras lo cual se
volvié a lavar con PBS y finalmente se resuspenditas células en 404 de PBS y se
analizaron mediante FACS (Becton-Dickinson). Lantifi@acion se realiz6 mediante el
calculo de la “G mean” de cada muestra con el pragrWinMDI 2.9. Los resultados

se normalizaron asignando al control el 100 % dedig de unién virus-célula.

En los ensayos de andlisis del efecto de las agdil sobre el grado de unién
virus-célula, el virus se emple6 a 5 m.o.i. y etodé de preparacion de las células para
el citométro fue diferente. En estos experimentsscélulas se sembraron en placas de
60 mm el dia anterior, se trataron con las dife@®msialidasas como se indicara mas
adelantes, se lavaron con OptiMEM, se incubaronNIDK' a 5 m.o.i. durante 1 h a 4
°C y se lavaron varias veces con OptiMEM frio paetaar el exceso de virus no unido.
Las células se levantaron de forma manual con scador en 1 ml de PBS frio, se
precipitaron a 4000 r.p.m. durante 5 minutos a {efCla centrifuga Kubotta KR-1500)
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y el precipitado se resuspendié en PBEI anticuerpo primario, antiHN y antiF, se
diluyé 1:100 en PBS utilizado para la resuspension y se incubé durdntera a
temperatura ambiente en balancin. El anticuerpormdo fue eliminado mediante una
nueva centrifugacion y por un posterior lavado 8&BS". Se us6 como anticuerpo
secundario nuevamente Alexafluor 488 antiratonyidiil en PBS™ en una proporcion
1:200 y se incubd con el precipitado durante 45utom en oscuridad a temperatura
ambiente. El exceso de anticuerpo secundaridirsmé mediante otra centrifugacion.
Las células se resuspendieron en PB se fijaron con “FACS lysing solution”
(Becton-Dickinson) durante 10 minutos, y luego sedirmentaron mediante
centifrugacion y se lavaron con PBSpara eliminar los restos del fijador. Se
resuspendieron en 400 ul de PBS y se analiz6 ¢teeficencia mediante citometria de

flujo (citbmetro Becton-Dickinson).

3.5.10 ANALISIS DEL GRADO DE INFECTIVIDAD DEL NDV
MEDIANTE FACS

Para este tipo de andlisis se sembraron las cé&ulasacas de 6 pocillos (L0
células). Al dia siguiente se lavaron con OptiMEMeyincubaron o no (controles) con
los diferentes compuestos durante el tiempo queafoecesario. Luego se lavaron
nuevamente con OptiMEM vy se incubaron con NDV a.d.indurante 1 h a 37 °C con
agitaciones periddicas (en presencia o no del iddillependiendo del experimento) y
se lavaron con OptiIMEM para retirar el exceso deisvino unido. EI método de
preparacion de las células para el analisis medi&®CS fue similar al primero
descrito en el apartado anterior excepto que étwerpo primario empleado en este
caso fue antiNP a una dilucion 1:200 en soluciobldgueo. En este caso ademas, tras
fijar las células con PFA y lavarlas, se bloqued solucion de blogueo (BSA al 1 % en
PBS) que contenia Triton X100 al 0.1 %, duranten?@utos a 4 °C, después se afiadio
1 ml de PBS y se centrifugd a 350@ ¥centrifuga Sorvall Legend Micro 21R) durante

6 minutos, para seguir con el resto del procesar{ago 3.5.9).
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3.5.11 ANALISIS DE LA INFECTIVIDAD DEL NDV MEDIANT E
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para esta serie de experimentos, se utilizo ekwviecombinante rNDV-F3aa-
MRFP que expresa la proteina monomeérica roja ftgerdge, por lo que resulta facil
seguir la infeccion de las células por este viss.infectaron con rNDV-F3aa-mRFP
células que habian sido sembradas entre 12 y 2dek para conseguir la confluencia
adecuada para el experimento que se tratara (80tréo-100 %). Tras recibir el
tratamiento con los compuestos correspondientes;dlas se lavaron con OptiMEM
y se infectaron con distintas diluciones de rND\&&3nRFP. El volumen empleado
para la infeccion fue el minimo posible para féailia penetracion del virus en la célula
hospedadora (1501 para placas de 24 pocillos). El in6culo se afgdita a gota desde
el centro del pocillo y se dej6 adsorber durante d temperatura ambiente agitando
periodicamente. Después, se retird el indculo gsaié medio completo, dejando las
células en incubacién hasta el dia siguiente &3¢% % de CQ Una hora antes de su
analisis mediante microscopia de fluorescenciafiselio Hoechst a una concentracion
de 10ug/ml para tefiir los ndcleos. La valoracion del grae infectividad se realizé
mediante la cuantificacién del nUmero de célulgasreespecto al total multiplicado por

100 en 6 campos tomados al azar con un objetivo 10x

3.5.12 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA CON SIALIDA SAS

Para esta serie de experimentos, se sembrarogélildascen placas de 35mm (2,5
x 10° células) o placas de 24 pocillos {I&lulas). A las 24 h se lavaron con OptiMEM
y se trataron con las sialidasas y a la concedmagiie se indica en la siguiente tabla
(Tabla 4):
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Sialidasa Tipo de enlace Solucién Concentracion  Referencia
gue hidroliza  amortiguadora
Enlaces
Sialidasa de a2—3 con 260 | OptiMEM con 25 mU/ml (Nokhbehet
Vibrio cholerae | veces mas 4mM de Cadly al, 2005;
afinidad que apH5.7 Kaludovet al.,
a2—6y 02—8 2001)
Enlacesn2—3
Sialidasa de con mayor OptiMEM a pH | 50 mU/ml (Nokhbehet
Clostridium afinidad que 7.4 al., 2005)
perfringens a2—6y a2—8 (Kaludovet
al., 2001)
Enlacesn2—6
Sialidasa de con mayor OptiMEM a pH | 25 mU/ml (Kaludovet
Arthrobacter afinidad que 7.4 al., 2001)
ureafaciens a2—3ya2—8

Tabla 4- Sialidasas utilizadas en el presente estudio gn@hzar el tipo de enlage

con el que esta unido el resto de acido sialicel eeceptor celular del NDV.

Se incubaron las células en presencia de las it eialidasas durante 1 h a 37

. , . )
°C y 5 % de Cg) después se retird el indculo y se lavaron co se llevaron a

cabo ensayos de fusion (apartado 3.5.5), infeetvithpartado 3.5.11) y analisis del

grado de unién virus-célula (apartado 3.5.9).

Los controles consistieron en la incubacion de dékilas en OptiMEM en

ausencia de enzima.

3.5.13 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA CON LECTINA S

Las lectinas son proteinas de origen animal, vegeata microorganismos que

interaccionan de manera especifica con glucidos.

El dia anterior al tratamiento de las células cas diferentes lectinas se

sembraron para que estuvieran a una confluenci@0d®. Se lavaron con OptiMEM y

se incubaron con concentraciones crecientes delel@gas de Sambucus nigra

(reconoce especificamente acidos sialicos unidosetdacesa2—6) o de Maackia

amurensis (reconoce especificamente acidos sialicos unidosenlacesi2—3). Las

concentraciones utilizadas fueron 10, 25, 50 ydgenl.
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Después de 1 h de incubacion a temperatura ampmntetird el indculo y se
lavaron las células con OptiMEM. A continuacion)lsgaron a cabo ensayos de fusion
(apartado 3.5.5), infectividad (apartado 3.5.1apalisis del grado de unidn virus-célula
(apartado 3.5.9).

Como control, se incubaron las células en OptiM&Mausencia de lectina o con
la lectina de lenteja_éns culinaris) que reconoce compuestos glicosilados con manosa

y glucosa (no con acidos sialicos).

3.5.14 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA CON
SIALILTRANSFERASAS (SIATS)

Las células se sembraron en placas de 24 pocillemaa densidad de 10
células/ml. A las 24 horas, se lavaron con OptiMiglde trataron con la sialidasa de
V.cholerae como se describe en el apartado 3.5.12. Despai@ssigharon durante 4 h a
37 °Cy5 % de COcon 1 mM de CMP-NANA (el donador del &cido sialise
acetilneuraminico, sustrato de las sialiltranstespy las siguientes sialiltransferasas a

las concentraciones que se indican en la Tabla 5.

Nombre comercial de
la sialiltransferasa Nombre sistematico Enlace que forma

(Concentracion (abreviatura; n° EC)
utilizada)

a2—6 N-sialiltransferasa | Sialiltransferasa 13-galactésido | 'Sian2—6GalB1—4GIcNAc

a2—6-sialiltransferasa en oligosacaridos unidos con
(25 mU/ml 6 50 mU/ml) | (ST6Gal I; 2.4.99.1) enlaceN
02—3 N-sialiltransferasa | Sialiltransferasa @y-acetil- Sian2—3GalB1—3(6
lactosamidan2—3 - 4)GIcNAc en glicoproteinas y
(50 muU/ml) sialiltransferasa (ST3Gal Ill; glicolipidos
2.4.99.6)

Sialiltransferasa 483-galactdsido| Sian2—3Gal31l—3GalNAc
02— 3 -sialiltransferasa en glicoproteinas y
(50 mU/ml) (ST3Gal II; 2.4.99.4) glicolipidos

02—3 O-sialiltransferasa

Tabla 5- Sialiltransferasas utilizadas para afadir acgi@lécos a las células

previamente desialiladasSfa: acido sidlico)

-57 -



Material y Métodos

Transcurridas las 4 horas se lavaron las célula®miMEM y se llevaron a cabo
ensayos de fusién virus-célula.
Los controles utilizados fueron los siguientes:
- Células que se incubaron solo con OptiMEM.
- Células que se incubaron con sialidasa pemndIATs ni CMP-NANA.

- Células que se incubaron con sialidasa y despon 1 mM de CMP-NANA.

3.5.15 INCORPORACION DE GANGLIOSIDOS

En esta serie de experimentos, se intentd modiflearcomposicion de
gangliosidos de las membranas de la célula diasaporandolos de forma exdgena en
el medio de cultivo.

En la incubacion de células de cultivo con ganglds en medio acuoso
(micelas) hay que tener en cuenta que éstos sbualyen en tres poblaciones (Satr
al., 1993):

- Micelas asociadas débilmente, eliminables porginas séricasdrum labile).

- Gangliosidos unidos a proteinas, resistentestaipes séricasérum stable).

- Gangliosidos resistentes a tripsitrygn stable) que son los que se incorporan a

la bicapa.

La incorporacién depende de la concentracion delgesidos, del tiempo de
incubacién y de la temperatura (no hay incorporaeidtre 4-10 °C).

La incorporacion de gangliosidos se llevo a cabeéulas Lecl (células siN-
glicoproteinas) que se sembraron en placas de 2i#losoa una densidad de 10
células/ml. A las tres horas, una vez que las aglastuvieron adheridas a la placa, se
retir6 el medio de cultivo, se lavaron con OptiMEBMse incubaron hasta el dia
siguiente con diferentes gangliosidos GM1, GD1a,3GKaT1b y asialoGM1, a una
concentraciéon de 2@g/ml en 150l de OptiMEM a 37 °C y 5 % de GOLas
soluciones de gangliésidos individuales fueron gragas mediante vortex y sonicacion
en bafo.

Al dia siguiente, se lavaron las células con mediapleto 2 veces y cada lavado
tuvo una duracién de 15 minutos (para eliminamglasgliésidosserum labile). Después

se tripsinizaron brevemente, incubando con 0.1 Y%ipsina durante 30 minutos a 37
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°C (para eliminar los gangliosidaerum stable), se lavaron de nuevo con medio
completo, y se realizaron ensayos de fusion viélska.
Los controles utilizados fueron los siguientes:
- Células que se incubaron en OptiMEM sin gangliésido
- Células en las que se incorpor6 asialoGML1.

- Células que se incubaron en auseleiarus.

3.5.16 TINCION DE LAS CELULAS DIANA CON LAS LECTIN AS DE
Arachis hypogaea, Maackia amurensis Y Sambucus nigra CONJUGADAS CON
FITC

Como se ha mencionado mas arriba, la lectinarédehis hypogaea reconoce
restog3-gal(1—3)galNAc, la deMaackia amurensis restos de acidos sialicos unidos con
enlacesn2—3 y la deSambucus nigra acidos sialicos unidos con enlaces—6. Para
analizar el grado de presencia de estos compuesttss superficie celular, llevamos a
cabo experimentos de tincion de las células cotinkEs marcadas con la sonda
fluorescente FITC. Los experimentos se realizaaombién tanto en células tratadas con
sialidasas como en células sin tratar, para conaprebnivel de acidos sialicos en las
mismas antes y después del tratamiento enzimatico.

El protocolo que se siguio fue el siguiente: inculba células a 4 °C durante 5
minutos, lavar con OptiMEM, e incubar durante 3@wmos a 4 °C y en oscuridad con
las lectinas marcadas fluorescentemente, a una&etacion de 1Qug/ml en el caso de
la lectina deA. hypogaea y 20 pg/ml en el deM. amurensis y S nigra. Después, se
lavaron 2 veces con OptiIMEM y se analizaron mediamicroscopia de fluorescencia.
También se realizaron ensayos con las lectinaseffgentes que se analizaron mediante
FACS (ver apartado 3.5.8).
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3.5.17 EXTRACCION DE GANGLIOSIDOS DE LAS CELULAS ME B4 Y
GM95

Para la extraccion de los ganglidsidos de lasagIMEB4 y GM95 se siguieron
estos pasos:

1- Preparado de las células:

Se partié de 20 placas de 100 mm de cada una @dilasas celulares crecidas
en monocapa que se tripsinizaron, se lavaron uname medio y después con agua
ultrapura obteniéndose un precipitado de célulasfga pesado (peso humedo) y a
partir del cual se llevé a cabo una extraccionipields totales. La extraccion se hizo
en paralelo en las 2 lineas celulares.

2- Extraccion de lipidos totales:

Se siguio el protocolo de Rueezal. (1993) que consistio en:

- El primer dia se afiadieron 20 ml de cloroformo:met&C:M) (1:1) por
g de células y se agitd toda la noche a 4 °C easdéra de N

- El segundo dia, se centrifugaron a 80§ durante 10 minutos utilizando
el rotor S4180 (Beckman) obteniéndose un sobremadque se guardo a 4 °C en
atmosfera de nitrdgeno, y un precipitado al cuavekiéo a afiadir el mismo
volumen de C:M esta vez en proporcion 2:1, y sédagirante 3 h a 4 °C en
atmosfera de nitrogeno. Se volvio a centrifugadaanmismas condiciones y se
obtuvo un precipitado que se desechd y un sobrateadpue se unidé con el
anterior. Ambos sobrenadantes de redujeron a Yeldenen mediante desecacion
en el rotavapor. El extracto obtenido se congel2@°C toda la noche y en
atmosfera de nitrégeno.

- El tercer dia se descongel6 el extracto y se ¢egdria 1000 g [rotor
S4180 (Beckman)] durante 10 minutos y a 4 °C, sede el precipitado, el
sobrenadante se sec6 completamente en el rotayagodejo al vacio durante 3 h
para eliminar los restos de solvente.

3- Sistema de particiones DIPE:1-butafiddish y Gillard, 1985)

Los lipidos obtenidos en el paso anterior se désppen en 20 ml por g de células de

DIPE:1-Butanol (6:4) y se afiadié % del volumen aotede NaCl 0,1 %; se agité en
vortex y se sonicé en bafio durante 10 minutos. sspe centrifugd a 800pdurante
10 minutos a 4 °C, y se obtuvieron dos fases:

- Fase superior en la cual se encaenars fosfolipidos y lipidos neutros
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- Fase inferior
Se elimin6 la fase superior cuidadosameon una pipeta Pasteur, dejando la
interfase y se afiadié el volumen inicial de DIPButanol (6:4). Se volvid a centrifugar
en las mismas condiciones anteriores y de nuewbtsieron dos fases; se elimind la
superior dejando la interfase y se repiti6 el lavae la fase inferior. En el dltimo
lavado se retirg la interfase. La fase inferioraszuse congeld a -80 °C toda la noche.

- El cuarto dia se liofilizo la fase infarimcuosa.

- El quinto dia se volvié a rehidratar laestra en 50Qu de agua ultrapura y se
sonic6 en bafo durante 5 minutos. Después, sepmaisata columna de Sephadex G-
50 en agua y se recogieron fracciones delp@diya absorbancia se leyé a 206 nm en
el espectrofotometro Hitachi U 2000. Se cogieran ftacciones del mayor pico de
absorbancia y se congelaron a -80 °C durante #odadhe.

- Al dia siguiente la muestra se liofiliz& disolvio en 50Qul de C:M (1:1), se
centrifugd a 12000 r.p.m. (RS-150A, Kubotta) dueab® minutos a 4 °C y se recogio
el sobrenandante que posteriormente se desectnésfata de nitrégeno, se volvié a
resuspender en 150 de C:M (1:1) y se almacend a -20 °C en atmoésferaitrégeno
hasta que se llevd a cabo el andlisis de ganglissidediante cromatografia de capa

fina.

3.5.18 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (HPTLC)

Este método se utilizé para analizar los extradegangliésidos obtenidos a
partir de células MEB4 y GM95 (apartado 3.5.17)ufliezaron placas de silica gel 60
sobre soporte de plastico de 10 x 10 cm y 0,1 mmsgesor. El liquido de desarrollo
de esta cromatografia fue cloroformo:metanol:agnalee proporciones 50:45:10
(v/iviv) y con CaC] al 0.02 %. Se coloco papel de filtro en la cubdtdaade se
desarrollo la cromatografia, se echaron 30 mlideido de desarrollo y se tap6 para
gue se saturara el ambiente.

Se marco en la placa dénde iban a ir las muestses afiadieron las mismas
ademas de un patron estandar de gangliésidos (GBMLb, GDla y GM3),
echandolas gota a gota con jeringuilla Hamiltosgysecaron con secador. Se paso la
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placa a la cubeta y se dejaron correr las mudsaista que el frente ascendio a la parte
superior de la placa, tras lo cual ésta se saedgj® secar a temperatura ambiente.
Una vez que se seco la placa, se procedio a sladeveon resorcinol (0,05 g de
resorcina, 62.pl CuSQ, 0.1 M, 20 ml HCI 37 % y agua en cantidad suficepdra 25
ml); el resorcinol solo revela gangliosidos. Travprizar la placa con resorcinol, se

calento ésta a 110 °C durante 10-15 minutos, cbn éé visualizar los gangliosidos.

3.5.19 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS A pH ACIDO

En esta serie de ensayos las células recibierdad'pule pH” que consistieron en
incubar las células diana con PBS a pH5 o PBS a.pkkcontrol) durante 3 minutos y a
37 °C; transcurrido ese tiempo se lavaron con PBI3 a.4 para neutralizar.

En los experimentos en los que se analizo el efdelt@H acido sobre la fusion
del NDV con células de cultivo, tras incubar lakiles durante media hora conug de
NDV-Ri1g a 4 °C, se lavo 3 veces con PBS frio para elimghasirus no unido y se
incubaron durante 3 minutos a 37 °C con PBS a pHPBS a pH 7.4 (control); después
se lavo con PBS a pH 7.4 para neutralizar y sebarcun 37 °C para que se produjera la
fusion como se describe en el apartado 3.5.5.

En ensayos de analisis de la fusion mediante giad@partado 3.5.7), las células
se incubaron durante 1 h a 37 °C con NDV a 1 maeiretird el indculo y las células
recibieron 3 pulsos de pH con PBS a pH 5 o PBS & gHcontrol) de 3 minutos de
duracién a 37 °C con intervalos de 1 h entre cadsopA las 7 h postinfeccion, se
activo la proteina F (apartado 3.5.7) y las célamscubaron en medio completo hasta
el dia siguiente que se tifieron con Giemsa o tngtketa para observar los sincitios
(apartado 3.5.7).

En los experimentos realizados con células Helssteatadas con las proteinas
viricas HN y vt (wild-type) o el mutante de F, Q454A, las células recibidom3
pulsos de pH acido tras la activacion de la prat&ifapartado 3.5.7).

En los estudios de infectividad donde se empledirab recombinante rNDV-
F3aa-mRFP (apartado 3.5.11), se infectaron laslaséldurante 1 h a temperatura
ambiente y transcurrido ese tiempo recibieron 3gaitle pH con PBS a pH 5 0 PBS a
pH 7.4 (control) de 3 minutos de duracion a 37 8@ mtervalos de 1 h entre cada
pulso. Tras el dltimo pulso, las células se incabaen medio completo hasta el dia
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siguiente en que se analiz6 el grado de infectivislaediante microscopia de

fluorescencia.

3.5.20 INACTIVACION DEL NDV POR pH ACIDO

En esta serie de ensayos se emplearorullil® NDV marcado con la sondagR
como se describe en el apartado 3.5.4. Se inculd@rphdel virus marcado en 1 ml de
PBS a pH 5 y otros 5@ del virus en 1 ml de PBS a pH 7.4 durante 30 tosia 37 °C
y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo se ceg&ifu21000 xj durante 10 minutos y
a 4 °C. El precipitado se resuspendio emls@le PBS a pH neutro. Después se llevaron

a cabo experimentos de fusion como se explica apagtado 3.5.5.

3.5.21 TRANSFECCION DE CELULAS HelLa CON LAS PROTEINAS FY
HN DEL NDV

En estos experimentos se emplearon células HelLaradas el dia anterior en
placas de 100 mm. La transfeccion se realizo chrlaséen suspension y se sembraron
en placas de 12 pocillos tras ser incubadas camelzcla lipofectamina-DNA. Los
plasmidos empleados fueron pCAGGs (Nigtal., 1991) que contenian el gen de la
proteina Mit, de la proteina HNt o de la proteina F mutada Q454A del NDV (Ayllon
etal., 2010).

Las tranfecciones se realizaron utilizando lipaetha. El primer paso de este
proceso fue preparar una mezcla de lipofectami@ptyMEM (LF-OM) en un falcon
de 15 ml, con 25@I de OptiMEM por cada pocillo a transfectar. Sedaéien 2ul de
LF por cada pocillo y se agitdé suavemente golpeaidabo. La mezcla LF-OM, se
incubd al menos 5 minutos a temperatura ambientaggtar para que se estabilizara la
LF.

Mientras tanto, se prepararon las diluciones de D8#tomo un tubo eppendorf

por cada pocillo a transfectar y se echaronpyb@e OM en cada eppendorf. Se
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afadieron los diferentes plasmidos para cada geriéh (2ug de cada uno por tubo
eppendorf, de forma que la proporcion final DNAfuEra 1:1).

Tras los 5 minutos de incubacion de la mezcla LF-GMafadieron 250 de la
misma a cada eppendorf con DNA, se agitaron suavenies tubos y se dejaron
incubando sin agitar a temperatura ambiente al mm2@aninutos para que se formaran
los complejos LF-DNA. Durante esos 20 minutoscisllas HelLa fueron tripsinizadas
y puestas en suspension en un Falcon con medioletmngn antibidticos.

Transcurrida la incubacion LF-DNA, se afiadio 1 mlalsuspension de células (a
la concentracion adecuada) a cada tubo eppendsefagitdé suavemente, y se vertié su
contenido en un pocillo de una placa de 12 pocilkesagitd para distribuir las células
uniformemente, y se incubaron a 37 °C; a las 6stitfamsfeccion se sustituyo el medio
de transfeccion por medio completo para evitafesite toxico de la LF. La eficiencia y
el curso de la transfeccion se comprobaron tratasfdo un pocillo con el gereporter
pPCAGGs-GFP. Ademas también se empleé como contrpbgillo transfectado con el

plasmido pCAGGs vacio.

3.5.22 DOBLE MARCAJE DE ERITROCITOS HUMANOS CON R 15 Y
CALCEINA

Los eritrocitos se obtuvieron de sangre de donaéstarios del centro de
Hemoterapia y Hemodonaciéon de Castilla y Leén ségade su sede del Hospital
Virgen de la Vega en Salamanca.

El primer paso de este proceso fue el lavado derltrscitos. Se partié de tubos
gue contenian 2 ml de sangre con heparina. Seemfiadi5 ml de PBS por cada 2 ml
de sangre y se centrifugd a 20Q durante 15 minutos a 4 °C; este paso se repitid una
vez mas, despues se centrifugé a 7@Ddurante 15 minutos y el precipitado obtenido
se resuspendio en 2 ml de PBS obteniéndose unzidolie eritrocitos al 10 % (v/v) de
hematocrito final teniendo en cuenta que en largahgmana los eritrocitos estan en
torno al 50 % (v/v) de hematocrito y asumiendotaigérdida en cada paso de lavado.

El siguiente paso del proceso consistio en mamsretitrocitos con calceina
(sonda hidrofilica verde). Para ello se disolviegsOnug de calceina primero en filDde

DMSO y luego en 4@l de PBS. Después se afadio la calceina a 1 nritdeceos (al
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10 % (v/v) de hematocrito) y se incubaron durante 4 37 °C en oscuridad y con
agitaciones periodicas. Transcurrido ese tiempgpreaepitaron los eritrocitos (700Q
y se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS, cambiandolatepara eliminar el exceso de la
sonda. Finalmente, se resuspendieron en 2 ml dgd&B3% (v/v) hematocrito final).

Una vez marcados los eritrocitos con calceinansebaron los 2 ml obtenidos
en el paso anterior con 38 de Rgs (stock 2 mg/ml en etanol) durante 30 min a
temperatura ambiente, en oscuridad y con agitasipaaddicas. Pasado ese tiempo, se
lavaron con 50 ml de PBS, se sedimentaron med@maifugacion (700 >g) y se
resuspendieron en 50 ml de DMEM completo para gusohda no incorporada fuera
absorbida por el suero; seguidamente se incubamoant@ 30 min a temperatura
ambiente, en oscuridad y con agitaciones periéd@aspués se lavaron con 50 ml de
PBS (mediante centrifugacién a 70@)x este lavado se repitié 5 veces cambiando de
tubo. Tras el dltimo lavado se resuspendierontibeitos en 1 ml de PBS (10 % (v/v)

hematocrito final) y se guardaron a 4 °C durardéad como maximo.

3.5.23 ENSAYOS DE FUSION DE ERITROCITOS CON CELULAS
TRANSFECTADAS CON LAS PROTEINAS DEL NDV

En estos ensayos se emplearon células Hela cactadds con las proteinas F y
HN del NDV (células efectoras) como se describe aréiba (apartado 3.5.21). Se
sembraron las células para que estuvieran en mpas®anfluentes en placas de 24
pocillos. A las 24 h posttransfeccion se activpriateina F (apartado 3.5.7) mediante la
adicién de acetiltripsina. Inmediatamente las e&lulecibieron un pulso de pH de 5
minutos a 37 °C con PBS a pH 5 o PBS a pH 7.4 (@es). Después se aspird el
medio y sin lavar se afiadieron los eritrocitos eot@nte marcados con calceinay &
0.2 % de hematocrito en DMEM y ademéas se afadiéchébe(10 pg/ml) para
cuantificar los nucleos. Se incub6 durante 1 Hexelites temperaturas 25 °C, 29 °C, 31
°C 0 37 °C y se lavO para retirar los eritrocitas unidos. Después se tomaron
fotografias de 3 campos al azar con el microscipiertido de fluorescencia (objetivo
10x) y se contdé el numero de células fusionadas lesnreritrocitos. Los datos se
expresaron como porcentaje de células fusionadasosceritrocitos (rojas y/o verdes)
respecto al total de células (niUmero total de wdckzules). Las células solo rojas son
aquellas en las que ha habido hemifusion, es dsam, han fusionado las membranas
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ya que la sondaigmarca la membrana del eritrocito. Las células adas en rojo y
verde son aquellas en las que se ha producidosiénficompleta porque la calceina

marca el interior del eritrocito.

3.5.24 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA CON INHIBID ORES
DE LA ENDOCITOSIS

Para los estudios de la ruta de entrada del NDMian& endocitosis se

emplearon diferentes inhibidores como se muestta siguiente tabla (Tabla 6):

INHIBIDOR EFECTO [C] TRATAMIENTO
INFECTIVIDAD
Bisindolilmaleimida | Inhibidor de la 20uM -BIM presente durante 1h
I (BIM) proteina Kinasa C (en de infeccion
(PKC) (endocitosis OptiMEM) | -BIM presente durante 1h
mediada por receptor de infeccion y 24h
postinfeccién

-BIM afiadido después (1e
1h de infeccion y presen
24h postinfeccion

D

Dynasore Inhibidor de la -Preincubacion 30 min.
actividad GTPasica de Presente durante la
dinamina 1 80 uM infeccion + 2 h post
(endocitosis mediada| (en infeccion.
por caveolas y por OptiIMEM)
clatrina)

Concanamicina A | Inhibidor de la 5nM (en | -Preincubacion 1 h 30

(ConA) ATPasa vacuolar medio min. Presente durante la

completo) | infeccion + 4 h
postinfeccién

Monensina lonoforo 2.5uM
(en medio
completo)
Cloroquina (CQ) Agente 10 nM -Solo preincubacion 1 h
lisosomotrépico (en - Preincubacion 1 h.

OptiMEM) | Presente durante la
infeccion + 4 h
postinfeccién

- Alas 5 h postinfeccion
incubacién 6 h con CQ

=

Tabla 6- Inhibididores utilizados para estudiar la rutaesgrada del virus pg

endocitosis.
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En todos los experimentos se realizaron diferentedroles: 1) células no
infectadas ni tratadas con el inhibidor, 2) céludas tratar con el compuesto pero si
infectadas con el virus, 3) células incubadas @omisma concentracion de DMSO
utilizada en los pocillos tratatos con los inhibekya que tantdynasore, como ConA

y monensina se disuelven en DMSO.

3.5.24.1 Tratamiento de las células diana con Bislolilimaleimida 1 (BIM)

El efecto de BIM se estudi6 analizando el efectoresda infectividad mediante
microscopia de fluorescencia (apartado 3.5.11).

En estos experimentos se sembraron las célulagelnderior en placas de 24
pocillos (13 células). Las células se lavaron con OptiMEM ytisgaron con el
inhibidor a una concentracion 20M de cuatro formas diferentes como se describe a
continuacion:

- BIM presente durante 1 h de infeccion (Virus + BIM)

- BIM presente durante 1 h de infeccion y 24 h pdsticion (Virus + BIM/BIM).

- BIM afadido después de 1 h de infeccion y pres@dte postinfeccion
(Virus/BIM).

- Control, células sin infectar en presencia de B4 fijar elbackground).

BIM es un compuesto que tiene autofluorescenca pgro es de una intensidad
mucho menor que la de la proteina roja expresadalparus con lo cual no interfiere
con ésta a la hora de cuantificar los resultadasfeetividad, fijandose dbackground

para restar la fluorescencia del inhibidor a paeitas muestras control.

3.5.24.2 Tratamiento de las células diana cddynasore

El efecto dedynasore sobre la entrada del NDV en células de cultivarsaizo
mediante ensayos de fusion, infectividad por mmop& de fluorescencia y por FACS,

andlisis del grado de union virus-célula; tambiérestudio el efecto de incubacion con

el compuesto afadido después de la infeccién virica
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En todos los ensayos las células se sembraroa entiérior para que estuvieran
a una confluencia entre 80 % y 100 %.

Para los estudios de fusion, las células se inonbzon el inhibidor (8QuM) en
OptiMEM durante 30 minutos a 37 °C. Después serdavg se incubaron a 4 °C con
NDV-R1g en presencia del compuesto y luego se incubar@antiul h a 37°C también
presencia ddynasore.

El tratamiento utilizado en los experimentos dectiVidad es el que se resume
en la Tabla 6. Se lavaron las células con OptiMEBEyincubaron durante 1 h con el
inhibidor a 37 °C; transcurrido ese tiempo las leélise infectaron en presencia de
dynasore y se incubaron 2 h mas postinfeccion con el mismo.

En los estudios del analisis del grado de unidmsvi€lula, las células se
preincubaron con el inhibidor durante 30 min a@7<e lavaron y se incubaron con el
virus en presencia daiynasore durante 1 h a 4 °C.

Para ver el efecto postinfeccion diinasore, el protocolo que se siguié fue
infectar las células y a distintos tiempos tradaf virus (5, 10, 20 y 60 minutos) se
afadiodynasore y las células se incubaron en su presencia hastaletar la hora de
infeccion, luego se lavaron con OptiMEM y se inauipaen presencia del inhibidor

durante 2 h mas.

3.5.24.3 Tratamiento de las células diana con Conwamicina A, Monensina

o Cloroquina

En estos experimentos, se sembraron las célulasaBtes para que estuvieran a
una confluencia entre el 80 % y el 100 %. El estudbl efecto de estos compuestos
sobre la entrada del NDV se analizé mediante essalgofusion, infectividad por
microscopia de fluorescencia y por FACS, y anatlsiggrado de union virus-célula.

Para analizar el efecto de estos compuestos kohrsion se preincubaron las
células con ConA o monensina durante 1 h y 30 minhden el caso de CQ a 37 °C,
después se lavaron y se infectaron con NDV (a n@péeatura adecuada segun el
experimento) en presencia del inhibidor y luegelsnsayo lo requeria, se incubaron

durante 4 h mas a 37 °C con el compuesto presermreneedio.
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3.5.25 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR: METODO DE
EXCLUSION DEL AZUL DE TRIPAN.

Este método se basa en que los dafios en las ar@ashrelulares provocan que
colorantes a los que normalmente las células sqrerimeables (como el azul de
Tripan) puedan entrar en la misma cuando existeo dafimuerte celular. Asi,
comparando el nimero de células tefiidas con eElidas sin tefiir (células sanas) se
puede determinar la viabilidad celular.

Una pequefia cantidad de una suspension de cédiaslj se mezclé con 300
ul de azul de Tripan al 0.4 % (p/v) en PBS y con @0@e PBS. Se dej6 actuar durante
5-10 minutos, se pasaron @Da una camara de recuento Y las células se airseren
un microscopio invertido mediante un objetivo 1@&.numero de células contadas,

tefiidas o no, fue siempre superior a 100.
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4.1 NIVELES RELATIVOS DE ACIDOS SIALICOS UNIDOS CON
ENLACES a2—3 Y 0a2—6 EN DIFERENTES LINEAS CELULARES

Como ya se ha sefialado a lo largo de esta Menmariae conoce la naturaleza
exacta de los receptores del NDV aunque se sabsajueompuestos sialilados. Para
obtener mas informacion sobre el receptor del NBAmos estudiado la interaccién del
NDV con cinco lineas celulares diferentes: ELL-GEB4, GM95, CHO y Lecl. Estas
células difieren en la composicion de glicoconjuigade su membrana (Tabla 3 del
apartado de Métodos 3.4.2, pag. 46). Los nivelégtives de expresiéon de acidos
sialicos unidos con enlaces2—3 y/o a2—6 en la superficie celular se analizd
mediante tinciébn con lectinas fluorescentes seguidda cuantificacion por FACS
como se explica en el apartado 3.5.8 de Métodos. leetinas son glicoproteinas
naturales de origen no inmune que pueden agluti&latas y son capaces de reconocer
especificamente un determinado oligosacarido (cecuencia y tipo de enlace
especificos) uniéndose reversiblemente al misnmoalgérar la estructura covalente de
los ligandos glicosidicos reconocidos.

Las células se incubaron con las lectinas conjugada la sonda fluorescente
FITC de Maackia amurensis (FITC-MALI) que reconoce acidos sialicos unidosico
enlacea2—3 (Imberty et al., 2000) o deSambucus nigra (FITC-SNA) que reconoce
acidos sialicos unidos con enlao—6 (Shibuyaet al., 1987). Los resultados se
muestran en las Figuras 16 y 17 (eje de ordenadagido en Figura 17).

Por otro lado, se analizdé el grado de fusion delVNdarcado con la sonda
fluorescente octadecilrodaminap( de NDV-Rg) con las células de las cinco lineas
empleadas en estos estudios (Figura 17, eje demautds derecho), para comparar el
nivel de fusion del NDV con el nivel de expresi@lds acidos sialicos con diferentes

enlaces de union.
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Figura 16- Analisis de los niveles relativos de acidos sidianidos con enlac

2]

a2—3 y a2—6 en diferentes lineas celulares. Las células szatificon las lectina

FITC-MALI o FITC-SNA y se analizaron mediante FACE muestra un experimern

representativo.
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Figura 17- Comparacion de los niveles de fusion del NDV céhulas ELL-0,
MEB4, GM95, CHO y Lecl (eje de ordenadas derecln) sus niveles relativos de
expresion de acidos sialicos unidos con enla@s3 (union a lectina MALI) co2—6
(unién a lectina SNA) cuantificados mediante la rf@an” de histogramas como Ips
mostrados en la Figura 16. Los datos se expresaro da media = SD de trgs

experimentos independientes.

Los datos (Figura 17, eje de ordenadas izquienddicaron niveles altos de
acidos sialicos con uniones2—3 en las lineas celulares ELL-0, MEB4 y CHO
mientras que las células GM95 y Lecl mostrarondmenuy baja con FITC-MALI
indicando baja proporcion de acidos sialicos cotongs 02—3 en estas lineas
celulares, resultado esperable al carecer de gaidps y proteinadN-glicosiladas
respectivamente. Solo se detectd un nivel de Aacgiéécos con uniones2—6
significativo en las células ELL-0. Las células MEBxpresan aproximadamente 4.5
veces mas niveles de acidos sidlia@s-3 que GM95 segun determind la tincién con
MALI mientras que Lecl expresa 14.5 veces menodoacsialicos que CHO. Sin
embargo, el NDV fusiona eficientemente con las @iliseas celulares; GM95 mostro
niveles de fusion similares a los de su parentaB¥Ha fusion del NDV con células
Lecl, deficientes eN-glicoproteinas, fue en torno al 60 % de nivel deda de su

parental CHO (Figura 17, eje de ordenadas dereBlst)s datos indicarian que no hay
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correlacion entre los niveles de acidos sialicdesyniveles de fusion sugiriendo que

otras macromoléculas podrian tener un papel relevanla fusion del virus.

4.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS
DIANA CON DIFERENTES SIALIDASAS SOBRE LA FUSION,
INFECTIVIDAD Y UNION DEL NDV CON CELULAS DE
CULTIVO

El siguiente paso para analizar con mas detalip@lde enlace con el cual esta
unido el acido siélico en la molécula receptoradieV fue llevar a cabo una serie de
experimentos en los que utilizamos la accion dereliftes sialidasas que hidrolizan
acidos sialicos unidos con diferentes tipos decental y como se indica en el apartado
3.5.12 (Tabla 4).

4.2.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DISTINTAS SIALIDASAS SOBRE LA FUSION DEL NDV CON CE LULAS DE
CULTIVO

Las células de diferentes lineas celulares fueratadas con las sialidasas de
Vibrio cholerae, Arthrobacter ureafaciens y Clostridium perfringens durante una hora a
37 °C a las concentraciones sefialadas en el apattadlétodos 3.5.12; después se
llevé a cabo un ensayo de fusion (Métodos 3.5.bgr&do de fusion virus-célula se
analizé mediante microscopia de fluorescencia tolmdotografias en 10 campos al
azar con el objetivo 40x. Los datos se calcularoma el nimero de células rojas
(fusionadas con el virus) respecto del total dellaély multiplicado por 100. Los
resultados obtenidos son los que se muestran eiglasntes dos figuras (Figura 18 y
19). Los datos de la Figura 19 provienen de la tification de imagenes como las

mostradas en la Figura 18.
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Figura 18- Efecto de la incubacion de las células con difia® sialidasas sob

la fusién del NDV con células de cultivo (fotogefitomadas con el objetivo 40x).
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Figura 19- Efecto del tratamiento de las células con lagdsisas dé/.cholerae
(25mU/ml), deC.perfringens (50 mU/ml) y deA.ureafaciens (25 mU/ml) sobre Ig
fusion del NDV. En esta gréfica se considero ebwvekl control de las diferentes ling
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corresponden a la media + SD de tres experimentiependientes. Estadistica test t
Student, *** extremadamente significativo p<0.061muy significativo p<0.01.
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Como muestra la Figura 19, los resultados obterfitgr®n los siguientes:

- En la linea celular ELL-0 se observo una reducdéma fusion del 78 %
y del 87.2 % tras el tratamiento con las sialidasag.cholerae y C. perfringens
respectivamente; ambas son sialidasas que hidnaizidos sialicos unidos con
enlacesn2—3. En el caso del tratamiento con la sialidas&.deeafaciens, que
hidroliza preferentemente enlaaez—6, se produjo una reducciéon del 54.8 %.

- En las células MEB4 se produjo una reduccion dadebn del NDV del
94.8 % y del 34.7 % con el tratamiento con lasidaahs deV.cholerae y
C.perfringens respectivamente. En el caso del tratamiento cosidlégdasa de
A.ureafaciens no se produjo efecto inhibitorio.

-En la linea celular GM95 (células carentes de gasigbs) se detecto
una reduccién de los niveles de fusion virus-céligb68.6 % y del 28.5 % tras
el tratamiento con las sialidasas\deholerae y C.perfringens, respectivamente.
En el caso del tratamiento con la sialidasaAd#&eafaciens tampoco hubo
reduccion de la fusion del NDV.

- En la linea celular CHO, sorprendentemente, obsesain aumento de
la fusion después del tratamiento con la sialidkes@.perfringens del 33.2 % y
con la deA. ureafaciens del 70 %. Con la sialidasa §cholerae no se observo
ninguna diferencia respecto del control.

-En la linea celular Lecl (células que no tierdsglicoproteinas) se
produjo una reduccion del 53.5 % de la fusion deMNdespués de tratar con la
sialidasa déV.cholerae y del 43 % con la sialidasa deperfringens. Con la
sialidasa dé\.ureafaciens no se detecto reduccion.

Se comprobo la efectividad de la accion de siadislasediante la tincion de las
células con las lectinas fluorescentes Atachis hypogaea, Maackia amurensis y
Sambucus nigra después de tratar con las diferentes sialidasasedta serie de
experimentos, utilizamos la lectina Aeachis hypogaea marcada con FITC que, como
se indica en el apartado 3.5.16, reconoce restgsldetosa (a los que estaba unido un
acido sialico antes de tratar con sialidasas)ed¢tina deMaackia amurensis también
marcada con FITC que reconoce acidos sialicos coonesa2—3, y la lectina de
Sambucus nigra que reconoce acidos sialicos con union@s»6. Se incubaron las
diferentes lineas celulares con estas lectinashhsr recibido o no el tratamiento con
sialidasas. Los resultados se muestran en la FRfurslediante la utilizacion de las tres

lectinas, comprobamos que las sialidasas utilizatados diferentes experimentos
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estaban funcionando de forma correcta, es deatr,dgspués del tratamiento con las

mismas se producia la disminucion de los nivelesagelos sialicos en la superficie

celular.
A)
Control V.cholerae C.perfringens
w1
-~
[ el \‘\\\\' j‘
B)
Control V.cholerae C.perfringens
« [ H
¥ a5y ""’ ”»
’;'é, DR J )\ 7
C)
Control A.ureafaciens

Figura 20- Tincion con las lectinas fluorescentes de céltrisidas y no tratadas
(control) con las sialidasas décholerae (25 muU/ml), C.perfringens (50 mU/ml) y
A.ureafaciens (25 muU/ml). A) Incubacion con la lectina marcadan cFITC de
A.hypogaea (10 ug/ml) B) Incubacién con la lectina marcada con FIG&MALI (20
ug/ml) y C) Incubacion la lectina marcada con FITECSNA (20ug/ml).
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Como se ve en la Figura 20, tras el tratamientol@®sialidasas d€.choleraey
C.perfringens aumento el grado de union de la lectingAdgpogaea en las cinco lineas
celulares, lo que refleja el aumento de restos a@actpsa accesibles debido a la
eliminacion de acidos sialicos por la accion déidaaas. Asimismo, a pesar del bajo
nivel de acidos sialicos en la superficie celuldd5 y Lecl (Figuras 16 y 17), las
enzimas fueron capaces de hidrolizar acidos sg&bkeooestas células. Ademas, la tincién
de la superficie celular de ELL-0 con FITC-MALI dighuyé tras el tratamiento con
sialidasas (Figura 20B). Sin embargo, detectamogunmento de la tincion con FITC-
MALI en las células CHO después del tratamiento Cqerfringens lo que sugiere que
la eliminacion de varios acidos sialicos deternimat desenmascaramiento de algunos
sialoglicoconjugados reconocidos por esta lectmdaesuperficie de las células CHO.
Este resultado explicaria el aumento observadgrdelo de fusion virus-célula tras el
tratamiento de las células CHO con las sialidasa€.derfringens y A.ureafaciens
(Figuras 18 y 19). Ademas, tras el tratamiento leosialidasa deA.ureafaciens se
produjo una disminucion del nivel de acidos sidien células ELL-0 mientras que en
las MEB4 no hubo variaciones (Figura 20C).

En resumen, de los datos mostrados en las FigBrgsl@ puede deducirse que el
tratamiento de cuatro de las lineas celulares, €LMEB4, GM95 y Lecl, con las
sialidasas d&.cholerae y C.perfringens, especificas de enlac—3, ejerce un efecto
inhibitorio en la fusion del NDV, siendo mas efeatla sialidasa d¥.cholerae.

Como ya se ha mencionado, Lecl es una linea celetarada de CHO deficiente
en proteinadN-glicosiladas debido a una mutacion en el gen déadaetilglucosaminil
transferasa | que determina deficiencias eN-iglicosilacion. El tratamiento con las
sialidasas d&.cholerae y C. perfringens determind la inhibicion de la fusién del NDV
del 60 % y 40 % respectivamente aunque, como Vaasmencionado, en CHO se
produjo un aumento de la fusion virica (Figuras/I®). La accion de las sialidasas en
Lecl presumiblemente se ejerceria s@1glicoproteinas y gangliésidos, reduciendo la
fusién del NDV; sin embargo, en CHO (con gangliésid\N- y O-glicoproteinas) el
tratamiento con sialidasas favoreceria la unionvidtes a estas células. Las sialidasas
podrian disminuir en las células CHO la unidén aéuolas de la superficie celular que
no conduciria a una entrada efectiva, o como seplatado mas arriba, hacer mas
accesible la union del virus a receptores espesifienmascarados” en células CHO no
tratadas con sialidasas.

La hidrolisis de acidos sialicos unidos con enlax2zs6 (mediante la sialidasa de
A.ureafaciens) causo la inhibicién del grado de fusién del NDxtlasivamente con
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células ELL-0, que son fibroblastos embrionariospddo, es decir, del hospedador
natural del virus. Esta inhibicién resulté ser geoaimadamente el 50 % (Figura 19).
En las células CHO se produjo un aumento de laruBias la preincubaciéon de las
mismas con la sialidasa deureafaciens al igual que se observo con las otras dos
sialidasas especificas de enlacgs—»3. Como esperdbamos, el tratamiento con la
sialidasa deé\.ureafaciens no tuvo efecto inhibitorio en la fusion del ND¥Wrccélulas
Lecl. Este tipo de enlacend—6) esta presente en glicoproteinas pero no en
glicolipidos y como ya se ha mencionado Lecl cadkcB-glicoproteinas; y la®©-
glicoproteinas no son utilizadas como receptoreblD® (Ferreiraet al., 2004b).

En definitiva, los resultados de la accion de lancionadas sialidasas sobre la
fusion del NDV indican que el virus puede reconosaloglicoconjugados con
diferentes enlaces del acido sialic2{3 y a2—6) dependiendo de la composicion de

la membrana plasmatica de la linea celular.

4.2.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON LAS
DIFERENTES SIALIDASAS SOBRE LA INFECTIVIDAD DEL NDV

Los experimentos de infectividad, como ya se erpdin el apartado de Métodos
3.5.11, se llevaron a cabo con el virus rNDV-F3&¥/, virus recombinante con el
gen de la proteina roja fluorescente que es mupaita seguir y cuantificar la infeccion
virica. Antes de la infeccion con este virus, saiibaron las células con la sialidasa de
V.cholerag, ya que, seguin mostraron los resultados de inaibie la fusion del NDV
resulto ser la sialidasa mas efectiva eliminamsoréstos de acidos sialicos con union
02—3 (Figuras 18 y 19). Las células se incubaron caididasa (25 mU/ml) durante
una hora a 37 °C, después se lavaron y se infectarodiferentes diluciones de rNDV-
F3aa-mRFP (16 10° y 10* que corresponden aproximadamente a 100, 10 y 1, m.o
respectivamente) durante una hora a temperaturgeat@pse lavaron nuevamente y se
incubaron en medio completo hasta el dia siguientque se observaron y analizaron
mediante microscopia de fluorescencia. La Figuranfliestra fotografias de un
experimento representativo. Los datos (Figura 22)uantificaron contando el nimero
de células rojas dividido por el total y multipktta por 100 (% infectividad), en 6
campos aleatorios de imagenes como las que seranuestla Figura 22.

Como puede observarse, en las células ELL-0 y loerid la dilucién 1 se

produjo reduccién en el numero de células infedailendo del 38.5 % en ELL-0 y del
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78.6 % en células Lecl (Figuras 21A y 22A). Eneslta de lineas celulares, con esta
dilucién no se observé reduccién. Sin embargo, leodilucién 10° (Figuras 21B y
22B) en células ELL-0 se produjo una disminucionddes del 80 % de la infectividad;
en MEB4 y GM95 la reduccidn fue de casi el 50 %gntras que en CHO fue de casi el
40 %; en Lecl la infectividad se redujo casi totiie. Con la menor concentracion de
virus utilizada (1d), los niveles de infectividad se redujeron consideemente (mas
del 90 %, Figuras 21C y 22C) en todas las linedslares después de tratar con

sialidasas.
A) Control V.cholerae
(25 mU/ml)
CHO - -
Lecl - -
B) Control V.cholerae Q) Control V.cholerae

(25 mu/ml ) (25 mUiml)

MEB4 MEB4

GM95 GM95

CHO CHO

Lecl Lecl

Figura 21- Efecto de la sialidasa décholerae sobre la infectividad del rNDV

F3aa-mRFP en las diferentes lineas celulares.distintas diluciones de virus A) Tp
B) 10 C) 10*
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Figura 22- Efecto de la sialidasa décholerae sobre la infectividad del NDV
diferentes diluciones de virus rINDV-F3aa-mRFF {Q); 10° (B); 10* (C). Los datos

corresponden a la media = SD de tres experimentiependientes.

En resumen, el efecto inhibitorio del tratamientm da sialidasa d&.cholerae
sobre la infectividad del NDV dependié de la con@sion virica utilizada. A la

méxima concentracién virica (dilucion 40que supone una m.o.i. de 100) sélo se

produjo inhibicién en las células ELL-0 y sobredash células Lecl (aproximadamente

el 40 % y 80 % respectivamente). Esto indicaria queestas lineas celulares,

especialmente en Lecl, la eliminacion de receptesggcificos (con enlace2— 3)

ejerce un gran efecto negativo en la infectivid&ste resultado es interesante,

considerando que Lecl carece de proteMighcosiladas, que por tanto, no podrian ser

usadas por el virus en ausencia de gangliésidosaciolos sialicos unidos con enlace

a2—3 (eliminados por la sialidasa). En los ensayoskeriividad con una dilucion de

10° (Figura 22B), la m.o.i. del virus utilizada (10am.) fue comparable a la de los
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ensayos de fusion (Figura 19). El grado de inhdlicde la infectividad y la fusion fue
similar en células ELL-0 y GM95 mientras que enredto de lineas celulares el
tratamiento con la sialidasa inhibi6 mas potentaenda infectividad que la fusion.
Estos datos indicarian la relevancia de los recepteliminados por la sialidasa en el
ciclo del NDV: a pesar de su eliminacion, el viusede unirse a la célula diana y
fusionar con la membrana, pero la infeccion es mgmoductiva. Esta observacion es
mas llamativa en las células CHO, donde el tratammieon la sialidasa no ejercio
ningun efecto en el grado de fusién del NDV (Figlieg pero redujo la infectividad
aproximadamente el 70 % de la del control (FigutB)2 Estos resultados apoyan la
teoria de la existencia de diferentes tipos de ocntd§ en la superficie celular a las que
puede unirse el virus: moléculas con unién virdstaéefectiva (es decir, que conducen
a una infectividad productiva), y moléculas cuy@unres improductiva; la accién de la
sialidasa limitaria el numero del primer tipo delécalas. De hecho en algunos virus,
como el virus de la gripe, se ha visto que la umdcial a los acidos sialicos celulares
no es suficiente para la infeccion (Chu y WhittaR&04).

Se ha postulado que a menor concentracion virgsa,virus utilizan rutas de
entrada mas especificas. EI mayor efecto inhilitde la accion de la sialidasa de
V.cholerae sobre la infectividad a concentraciones menoresimes indicaria que los
glicoconjugados con acidos sialicos con enlax2s>3 serian mas especificos para la
entrada del NDV, pudiendo interaccionar con otpo tle moléculas de manera menos
especifica cuando el virus esta a altas conceatresi

También hemos analizado el efecto de la sialid&sA. dureafaciens sobre la
infectividad del NDV en células ELL-0 puesto quéaésie la Unica linea celular que
mostrd una disminucion de la fusién tras recibitralamiento con esta enzima (Figura
23). Los resultados obtenidos indican que tangodillicion 10° (10 m.o.i) como con la
10* (1 m.o.i) se produce una inhibicién de la infeidad del NDV en las células ELL-0
tratadas con la sialidasa de en torno al 50 % (&i@3). Estos datos corroboran los
obtenidos sobre la inhibicién de la fusion, sefiddaque en la linea celular ELL-0 el
NDV se une a receptores de la superficie celularapuntiene acidos sialicos unidos con

enlacea2—6 ademas de unirse a sialogliconjugados con aciébsos a2—3.
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Figura 23- Efecto de la sialidasa deureafaciens sobre la infectividad del ND
a diferentes diluciones de virus1QL0 m.o.i) y 10/ (1 m.o.i). Los datos corresponden

a la media = SD de tres experimentos independientes

4.2.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DISTINTAS SIALIDASAS SOBRE LA UNION DEL NDV CON CE LULAS DE
CULTIVO

Ademas de estudiar el efecto de las sialidasas dalfusion y la infectividad
del NDV con diferentes células diana, también aaatios el grado de unién del NDV a
células tratadas con las sialidasas segun el m&eldapartado 3.5.12 con objeto de
comprobar si el efecto inhibitorio mostrado en #&martados anteriores se debe a un
descenso en la union virus-célula. Las célulasisgbaron durante 1 h a 37 °C con las
sialidasas y después se incubaron durante 1 I€Cacdr? NDV “Clone 30" para permitir
la union del virus a las células. Transcurrido ¢smpo las células se lavaron varias
veces para retirar el virus no unido y se preparg@ra su analisis mediante FACS
(apartado de Métodos 3.5.9). Los resultados setifivparon a partir de la “G mean” de
tres experimentos llevados a cabo de forma indepetady se normalizaron asignando

al control el 100 % del grado de unidn virus-célllas datos obtenidos se muestran en
la siguiente Figura 24:
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Figura 24- Efecto de las sialidasas Wecholerae (25 mU/ml),C.perfringens (50
muU/ml) y A.ureafaciens (25 mU/ml) sobre la unién del NDV con células dstico.
Los datos corresponden a la media + SD de tresiexgetos independientes excepto

los de la sialidasA.ureafaciens que muestran el resultado de un experimento.

El tratamiento de las células con las sialidasa¥.dmlerae y C. perfringens
(especificas de enlaca2—3) redujo el nivel de unién del NDV entre el 30 %Iy50
% dependiendo de la linea celular, incluidas GM9®gl1. En células CHO, donde se
podria esperar un aumento de la union del NDV dtzservar un incremento de la
tincion con FITC-MALI (Figura 20B) asi como un aum@ de la fusién del NDV
(Figura 19), se produjo una disminucion de la urdéhvirus en torno al 30 % tras la
hidrolisis de acidos sialicos2—3. Interpretamos este resultado argumentando que se
han eliminado sitios de unidn no productivos tiasatamiento de células CHO con las
sialidasas mientras que se desenmascaran nuewms & union productivos que
permiten una fusion virica mas efectiva. Es déy, una disminucién global del grado
de unién virus-célula pero un aumento de la unidacaptores productivos. Debido a
gue las mayores diferencias en la fusion trasa@rmiento con la sialidasa especifica de
enlacesn2—6 se observaron en células ELL-0 y CHO, el efectres¢a union virus-
célula tras el tratamiento con la sialidasaAdereafaciens se estudid solo en estas dos
lineas celulares. La union se redujo aproximadaeent20 % respecto al control en
ELL-0 mientras que hubo un ligero incremento erckdalas CHO en consonancia con

los datos de aumento de la fusion (Figura 19).
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En la siguiente tabla (Tabla 7) se muestra un resushe los resultados

obtenidos tras el tratamiento de las células cediferentes sialidasas:

LINEA CELULAR

\"A!

Ol

SIALIDASA EFECTO ELL-0 MEB4 GM95 CHO Lecl
Sialidasa de | Fusion 23.840.6 5.1+3.1 35.5+5.3| 107+6.4| 43.8+8.}
V.cholerae Infectividad 17.741.7| 56.1+3.8 | 52.5+2.1| 37.6x7.§ 3+2.5
(enlaces (10 m.o.i.)

02— 3) Unioén 72.4+1.4 47.1+4.7 | 45.8+1.6| 70.5+18| 63.8%3.
Sialidasa de | Fusion 12.8+3.264.1+3.5 | 61.6x7.6| 133.2+9/57.5+6.9
C.prefringens | Infectividad ND ND ND ND ND
(enlaces Unién 50.843.5 55.448.1 | 37.6x1.3| 67.3+7.§ 72.2+6.
02—3)

Sialidasa de | Fusion 45.6+7 101.1+2.[7112.848.8| 170.2+3.8| 119.3+6.1
A.ureafaciens | Infectividad 56.2+4.6| ND ND ND ND
(enlaces (20 m.o.i.)

02—06) Unioén 83.5 ND ND 115 ND

Tabla 7- Efecto de las sialidasas sobre las diferentégdaties del NDV. Los

datos se expresan como % de fusion respecto abton

En general, el efecto inhibitorio del tratamientm sialidasas sobre el grado de

unidon del virus a la célula fue menor que el deske sobre la fusidén e infectividad

viricas (Tabla 7).

4.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA
CON DISTINTAS LECTINAS SOBRE LA FUSION,

INFECTIVIDAD Y UNION DEL NDV CON CELULAS DE

CULTIVO

En estos ensayos, analizamos la interaccion del N&YV células preincubadas

con lectinas con diferente especificidad de unidresios glucidicos, con objeto de

seguir estudiando el tipo de enlace con el que esido el acido sialico en los

receptores de la superficie celular.

Las lectinas utilizadas y su concentracion fueras ihdicadas en el apartado
3.5.13 de Métodos (pag. 56 y 57).
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4.3.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DIFERENTES LECTINAS SOBRE LA FUSION DEL NDV CON CEL ULAS DE
CULTIVO

Las células de las cinco lineas celulares difeses¢eincubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con diferentes concentracibeadss lectinas dgambucus nigra
(SNA) y Maackia amurensis (MALI); como control se utilizé la lectina de lefde
(LCH) que no reconoce acidos sialicos sino restosndnosa. Después se llevaron a
cabo experimentos de fusion virus-célula (apar@deldMétodos 3.5.5); los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 25:

- En la linea celular ELL-0, tras el tratamiento tahectina MALI, (especifica de
glicoconjugados con acidos sialicos con um@-3), se observo la inhibicion de la
fusion del 100 % con la mayor concentracion ensayddO pg/ml). Después de
incubar con la lectina SNA, que reconoce prefereatde acidos sialicos con enlaces
02—6, también se produjo inhibicion pero con un maximel 38 % con la
concentracion de 100g/ml (Figura 25A). Este dato indicaria que en é&siea celular
el virus reconoce receptores con union@s-»3y a2—6, resultados que estarian en
consonancia con los de la accion de sialidasas mtaoh@s en apartados anteriores
(Figuras 18 y 19).

- En la linea celular MEB4 solo se observo inhibiciaspués de incubar con la
lectina de MALI aunque la inhibicién no fue tanaattomo la observada en el caso de
las células ELL-0, siendo el méximo valor de intifm del 47 %. La lectina SNA no
produjo ningun efecto sobre la fusion (Figura 25B).

- En las células GM95 solo se produjo inhibicion tirasubar con la lectina de
MALI, siendo el valor maximo de inhibicion del 504 (Figura 25C).

- De manera similar, en el caso de las células Cl8(, detectamos inhibicion
significativa tras incubar con la lectina MALI can nivel maximo de inhibicion del 71
% para la concentracion de 1ja§/ml (Figura 25C).

- En las células Lecl no se detectd inhibicibn conguma de las lectinas
ensayadas, confirmando el bajo nivel de unién sléeletinas a estas células, tal y como
se observa en las Figuras 16 y 17.

- Como control, la preincubacion de células con téina de lenteja (LCH), que
reconoce glicoconjugados ricos en manosa, no éjaiagun efecto inhibitorio en la

fusion del NDV en ninguna de las lineas celulastgckadas.
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A) ELL-0
60 1
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Lecti
c -I [Lectinas]
O 404 @0 ug/ml
[2)
Lf 301 W10 pg/ml
SN 025 pg/ml
20+ 050 pg/ml
W 100 pg/ml
10+
0,
SNA MALI LCH
B) MEB4 @) GM95
90+ 100+
801 907
70 [Lectinas] 801 [Lectinas
70+
c 604 @0 ug/ml ;E 60 @0 ug/ml
'3 5ol B 10 pg/ml S o B 10 pg/ml
Lﬁ 40+ 025 pg/ml L\Ic', 201 025 pg/ml
S g 050 pg/ml < 30l 0 50 pg/ml
20 W 100 pg/ml 201 W00 pg/ ml
104 101
0- o
SNA MALI LCH SNA MALI LCH
D) CHO E) LEC1
90 45 -
80+ 40
70- [Lectinas] 35 P [Lectinas]
c 607 20 pg/ml c 30 @0 pg/ml
2 50 B 10 pg/ml 2 25 m10 pg/ml
T 40] 025 pg/ml I 20 025 pg/ml
(=)
X 301 050 pg/ml > 154 050 pg/ml
0. B 100 pg/ml 10 W 100 pg/ml
10+ 54
0 04
SNA MALI LCH SNA MALI LCH
Figura 25- Efecto de la incubacién con lectinas sobre |&@fusel NDV con las
lineas celulares que se indican. Las concentraxid@eSNA y MALLI utilizadas fueron
de 10, 25, 50 y 10Qg/ml. La concentracion del control con LCH fue d@® jug/ml.
y +

Los datos corresponden a la media de tres expaosierdependientes. La SD entre

0.93 y + 18.10; no se representa para facilitabkervacion de las gréficas.
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Por tanto, los resultados de inhibicion de la fasidel NDV con células
preincubadas con lectinas estan en consonancibsatatos obtenidos de la accion de
las sialidasas: la incubacién con la lectina efigacde compuestos con restos de acidos
sialicos con enlacas2— 3 (lectina MALI) inhibi6 la fusién en todas las lireeeelulares
excepto en Lecl; mientras que la preincubacion laolectina especifica de enlaces
a2—6 (lectina SNA) solo ejercié efecto negativo en EHUELL-0, al igual que el
tratamiento con la sialidasa Beaureafaciens, también especifica de este tipo de enlaces.

La inhibicion de la fusion en células CHO (Figut2 después de incubar con la
lectina MALI confirma que los compuestos sialilados enlacei2—3 son importantes
en la interaccion del NDV con estas células, amp@sajue las sialidasas no ejercieron
efecto inhibitorio sino al contrario (Figura 19)&Jmposibilidad que explicaria esta
discrepancia seria que la lectina de MALI y ladidagas especificas de enlaces

a2—3 tendrian diferentes sustratos.

4.3.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DIFERENTES LECTINAS SOBRE LA INFECTIVIDAD
DEL NDV

En este blogue de experimentos de nuevo se uslizdrus rNDV-F3aa-mRFP
para analizar el efecto de las lectinas sobre fictividad del NDV. Antes de la
infeccidn, las células fueron incubadas en presaetheilas lectinas SNA y MALI a una
concentracion de 50g/ml durante 1 h a temperatura ambiente, despuesa®n y se
infectaron con diluciones £0(10 m.o.i.) y 1d (10 m.o.i.) del virus también durante 1 h
a temperatura ambiente, se volvieron a lavar yeabaron hasta el dia siguiente a 37
°C. En la Figura 26 se muestran fotografias reptaSeas del efecto de la
preincubacion con lectinas sobre la infectividael NDV tomadas con un objetivo 10x.
Los datos mostrados en la Figura 27 se calculasatando el numero de células rojas
(células infectadas) dividido por el total de caduly multiplicado por 100, a partir de
fotografias como las mostradas en la Figura 26.

Como se puede ver, con la dilucion*tl virus (Figura 26A y 27A) después de
la incubacion con la lectina MALI se produjo unaibicion de la infectividad del NDV
respecto del control del 75.4 % en células ELL4,G7.5 % en células MEB4 vy del
32.7 % en células CHO. A esta dilucion, no deteotaningun efecto en células GM95.
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En lo que respecta a la lectina de SNA, se obsenadinhibicion del 34.5 % en las
células ELL-0, pero en el resto de lineas celulacese redujo la infectividad virica. De
manera similar al efecto de la sialidasaVvdeholerae en la infectividad (Figuras 21 y
22), la preincubaciéon con la lectina de MALI ejérchayores niveles de inhibicidon a
menores concentraciones de virus (Figuras 26B y),27&lejando como se ha
mencionado en el apartado anterior la mayor espiefl de los receptores bloqgueados
por esta lectina en la interaccion del virus. Lai@t de la lectina MALI resulté mas
inhibitoria en MEB4 que en GM95, indicando que nmaghHe los receptores bloqueados
por las lectinas serian ganglidsidos. Por otro,l@adono se discutira mas adelante, la
linea celular MEB4 y la linea mutante GM95 presemtaniveles similares de fusion
con el NDV, a pesar de la ausencia de gangliésdossta ultima (Figura 37 de pag.
102). En las células Lecl no se detectd ningurtefac la infectividad del NDV tras la

preincubacion con las lectinas de manera similas a@atos relativos a la fusion.
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A) Control MALI SN

ELL-O

MEB4
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Lecl

B)
Control MALI SNA

ELL-O

MEB4

GM95

CHO

Lecl

-

Figura 26- Fotografias que muestran como afecta el pretiatamde las células
con lectinas déaackia amurensis (MALI) y Sambucus nigra (SNA) a la infectividad
del NDV en diferentes lineas celulares. A) diluciteh virus 1G y B) dilucién del virus

10*. Fotografias tomadas con el objetivo 10x.

-89 -



Resultados y Discusion

A)
120
100 T T
11
o 80
© @ control
>
'§ 60 - m MALI
IS 0O SNA
L 40
20 +
0
ELL-O MEB4 GM95 CHO Lecl
Linea celular
B)

60

50
° 40 B
he T -|— @ control
>
§ 30 T T m MALI
IS O SNA
S 20 A

10 -

0
ELL-O MEB4 GM95 CHO Lecl
Linea celular

Figura 27- Efecto de la incubacién de las células con latinas de SNA (5(
pug/ml) y de MALI (50 ug/ml) sobre la infectividad del NDV en las diferesitlineas
celulares A) dilucién del virus T0B) dilucién del virus 19. Los datos corresponden

la media + SD de tres experimentos independiertiésnmlos de la cuantificacion (

fotografias como las mostradas en la Figura 26.

e

-90 -



Resultados y Discusion

4.3.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DIFERENTES LECTINAS SOBRE LA UNION DEL NDV CON CELU LAS DE
CULTIVO

Una vez estudiado el efecto de las lectinas sabreidion e infectividad del
NDV, analizamos mediante FACS el efecto sobre atigrde union del NDV con
células de cultivo preincubadas con las lectinanocge explica en los apartados de
Métodos 3.5.13 y 3.5.9. Los resultados se cuaatdit a partir de la “G mean” de tres
experimentos llevados a cabo de forma independiénteresultados se normalizaron
asignando al control el 100 % del grado de unidasvcélula. Los datos obtenidos se

muestran en la siguiente figura:

140

120

100 -

80 B MALI
60 m SNA

40 +

20

% Unidn respecto al control

ELL-0 MEB4 GM95 CHO Lecl

Linea celular

Figura 28- Efecto de las lectinas sobre el grado de uniémND®/ con células de

cultivo. Los datos corresponden a la media £ SDakeexperimentos independientes|.

Los resultados muestran que la inhibicion del grdelaunion del NDV tras la
preincubacién de las células diana con lectinageontidentes con los de inhibicion de
la fusion sefalando que la lectina MALI inhibe tdaan del virus en las células ELL-O,
MEB4, GM95 y CHO mientras que no se observa ningah#biciéon de la unidn en
células Lecl. Ademas, la preincubacion de célulds@con la lectina SNA determind
una gran disminucion del grado de unién del NDVrgapnadamente del 60 %),
mientras que, como se esperaba por los resultagldsisibn e infectividad, no se

observé ningun efecto en las otras lineas celulares

-91 -



Resultados y Discusion

En la siguiente tabla (Tabla 8) se muestra un resumhe los resultados

obtenidos sobre las diferentes actividades tragaghmiento de las células con las

diferentes lectinas:

LINEA CELULAR

LECTINA EFECTO ELL-O MEB4 GM95 CHO Lecl
Lectina de Fusion 0 51.7+4 64.615 33.8+2.6 100
Maackia Infectividad 33.3+12.1] 31.8+11.7| 100 67.%2.4 | 100
amurensis | (20 m.o.i.)

(enlaces Union 29.3+7 46+3 51+6 4148 96+7
a2—3) (50

ng/ml)

Lectina de Fusion 61.2 +3 100 100 100 100
Sambucus Infectividad 61.9+6.3 | 100 100 100 100
nigra (10 m.o.i.)

(enlaces Unién 42+6 1033 94+6 106.6£10 108.6%+1
a2—6) (50

Hg/ml)

Lectina de Fusion 100 100 100 100 100
lenteja

(100 pug/ml)

muestra el valor del control (C) y de las célutasadas (T).

Tabla 8- Efecto de las lectinas sobre las diferentes aetdes del NDV. Los

datos se expresan como % respecto al control exéeptdatos de infectividad que se

En resumen, la preincubaciéon con la lectinas bladoe sitios de union del

NDV traduciéndose en una disminucion de la fusigrfextividad viricas.
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4.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA
CON DIFERENTES SIALILTRANSFERASAS SOBRE LA FUSION
E INFECTIVIDAD DEL NDV CON CELULAS DE CULTIVO

Una vez visto que las sialidasas y las lectinasigje un efecto inhibitorio sobre
la fusion e infectividad del NDV, quisimos comprolsala recuperacion de los niveles
de &cidos sidlicos por la accidn de las sialilfierasas (SIATS) revertia el efecto.

Las SIATs son enzimas que afiaden acidos sialicosstas de galactosa de
glicoconjugados mediante enlacezd—3 0 02—6 segun su especificidad, en presencia
del sustrato CMP-NANA que actua como donador delogcisialicos. En estos
experimentos, se analizo la especificidad del NBspecto al tipo de enlace del &cido
sialico utilizando diferentes SIATs que unian asidalicos con enlaceg2—3)-N y
a(2—6)-N. Estas dos SIATs afiaden acidos siélicos con enté:e3 0 a2—6 a restos
de de galactosa unidos Mracetilglucosamina de protein&sglicosiladas. También
empleamos lai(2—3)O-SIAT que une acidos sialicos a restos de galactoghs aN-
acetilgalactosamina de glicolipidos y glicoprotsinBreviamente a la incubacion con
SIATs, las células fueron desialiladas medianteubacion con la sialidasa de
V.cholerae, tal como se describe en el apartado 3.5.14 deddét Después las células
se incubaron durante 4 h con una de las tres SehTpresencia de 1 mM de CMP-
NANA a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se lavarorsey llevaron a cabo los
experimentos de fusiébn con NDV marcado cof, R de infectividad con el virus
recombinante rNDV-3Faa-mRFP.

4.4.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DIFERENTES SIATs SOBRE LA FUSION DEL NDV CON CELULA S DE
CULTIVO

Tras el tratamiento con SIATs como se describe andisa, se estudio la fusion
con el NDV-Rg, en la Figura 29 se muestran fotografias reprateas de estos
experimentos para cada una de las lineas celulaossdatos de la Figura 30 se
obtuvieron a partir de fotografias como las deitmia 29, tomadas en campos al azar,
contando el niamero de células rojas, dividido pdotal de células y multiplicado por
100 (% de fusion).
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Control V.cholerae a(2,3)N-SIAT

a(2,6)N-SIAT

Figura 29- Fotografias representativas de experimentossiérfien los que

diferentes lineas celulares se trataron con lag SliAdicadas a la concentracion de
mU/ml, excepto en MEB4 y Lecl donde la concentraciéa(2—6)N-SIAT fue de 25

mu/ml.
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Figura 30- Efecto de la adicion de &cidos siélicos sobriisadn del NDV en
diferentes lineas celulares. Las concentracionesSldds utilizadas fueron de 5
mU/ml en las lineas ELL-0, GM95 y CHO; en MEB4 ycllela concentracion d
0a(2—6)N-SIAT fue de 25 mU/ml y 50 mU/ml pa&(2—3)N-SIAT. Estadistica test
de Student, *** extremadamente significativo p<@.0® muy significativo p<0.01 y *

significativo p<0.05.
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Como puede verse, en el caso de las células ElHigura 30), se observo la
recuperacion significativa de los niveles de fusidrus-célula tras el tratamiento
cona(2—3)N-SIAT y a(2—6)N-SIAT confirmandose el papel de los acidos sialicos
con enlacan2—6 en la interaccion del NDV con esta linea celulgyras 29 y 30).
Ademas el incremento de acidos sialicos unidosetaicea2—6 en las células MEB4
y GM95 determiné una recuperacion parcial de leglas de fusion del NDV los cual
indicaria que, si estan presentes, el NDV puedeai&gentemente estos glicoderivados
como receptores. En CHO no se observaron diferesaaificativas tras el tratamiento
con SIATs, probablemente porque el tratamiento leosialidasa deV.cholerae no
produce disminucion de los niveles de fusion (RagB0) con lo cual no se puede
observar la recuperacion de la fusion aunque estatas se preincuben con SIATs. El
tratamiento de las células Lecl con las tres Sidd secuperd la fusion virica sino que,
al contrario, observamos la reduccion de los nevele fusion. Estos resultados son
l6gicos en el caso de(2—3)N-SIAT ya(2—6)N-SIAT puesto que estas células
carecen de N-glicoproteinas que actien como sustratos de esizismas. Como
esperabamos por nuestros datos anteriores quaingdie lasD-glicoproteinas no son
necesarias para las actividades del NDV (Ferrtiral., 2004b) la resialilacién con
a(2—3)O-SIAT no recupero6 la fusion del NDV.(El aumento dsién detectado en las
células ELL-0 y MEB4 (Figura 30) no fue estadistiemte significativo segun el

analisis realizado mediante el test t de Student).

4.4.2 EFECTO DE LAS SIATs SOBRE LA INFECTIVIDAD DEL NDV EN
CELULAS ELL -0

Teniendo en cuenta los resultados que se han mMostra apartados anteriores,
estos experimentos se llevaron a cabo con la tieledar ELL-0: en esta linea celular el
NDV interacciona con sialoglicoconjugados con é&sidtalicos unidos con enlaces
02—6, ya que se produce una disminucién de la fusiéas €l tratamiento con la
sialidasa deA.ureafaciens que hidroliza enlacesi2—6 con mayor afinidad que
a2—3 (Figura 19). También se produce una inhibiciondate la fusibn como de la
infectividad del NDV tras la incubacién con la ieet de SNA que reconoce acidos
sialicos unidos con enlaae2—6. Por ello realizamos un experimento en el cual se

desialilaron primero las células con sialidasavdsolerae (25mU/ml) y después se
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incubaron con una de las dd$sialiltransferasas en presencia de CMP-NANA
(Métodos 3.5.14). Después se infectaron con rND®aFBRFP (dilucion 18 durante
una hora a temperatura ambiente y se incubaron exsiontompleto hasta el dia
siguiente. En la Figura 31 pueden verse los retngtabtenidos.

80
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©
©
E 50
©
L 40
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o\o 30
20
10
o ‘ ‘ : : i
SIAT - - a(2—6)N SIAT a(2—3)N SIAT -
CMP-NaNa - - + + +
|
Sialidasa - + + + +
|

Figura 31- Efecto de las SIATs sobre la infectividad del NBN células ELL-0
Las enzimas se utilizaron a las siguientes conaeiotres: la sialidasa décholerae a
25 mU/ml, la SIATa(2—6)-N a 20 mU/ml y la SIATa(2—3)-N a 25 mU/ml; el CMP-
NANA se utilizdé a una concentracion 1mM. Los datosresponden a la media de dos

experimentos independientes. Imagenes de un exgeionrepresentativo (objetio
10x).

Como se deduce de los resultados de la figuraiantkr la figura anterior (Figura
31), se produjo una recuperacion de la infectiviglasl el tratamiento con ambas SIATS.
En el caso de(2—6)N- SIAT se recuperod el 49.3 % respecto al contrahgmerado el
100 %) y en el caso dy2—3)N-SIAT se recupero el 27.8 % con respecto al control.
Estos resultados indican que en las células ELIlay rieceptores con acidos sialicos
unidos em(2—6)N y a(2—3)N y que ambos son utilizados por el NDV, confirmando
los datos de accion de sialidasas y lectinas. teaeticia que hay entre los niveles de

recuperacion de la infectividad del NDV produciaacélulas ELL-0 tras el tratamiento
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con a(2—3)N-SIAT y la inhibiciébn producida por las sialidasas d.cholerae y
C.perfringens asi como la producida por la lectina de MALI esjies de enlace
a2—3, podria deberse a diferencias en la eficacia derporacion de &cidos sidlicos
por accion de las SIATs a las concentracioneszatlas.

Ademas, en células ELL-O también llevamos a caboexperimento para
comprobar que efectivamented§2—6)N-SIAT habia incorporado los acidos sialicos
con ese enlace ya que la union a recep®#r6 es un resultado novedoso. Para ello,
una vez desialiladas las células con la sialidasd.aholerae o deA.ureafaciens y ser
incubadas con la enzintg2—6)N-SIAT en presencia de CMP-NANA, se tifieron con
la lectina marcada con FITC de SNA que se une #smaoente a restos de acidos

sialicos unidos con enlac2—6 (Figura 32).

Control A.ureafaciens a(2—6)N-SIAT

Control V.cholerae a(2—6)N-SIAT

Figura 32- Fotografias representativas de un experimentel eque se tifierol

-—

células ELL-0 con la lectina fluorescente FITC-SK2A ug/ml) tras ser tratadas con|la
SIAT a(2—6)-N a 25 mU/ml . Las sialidasas ®echolerae y A.urefaciens se utilizaron

a la concentracion de 25 mU/mil.

En resumen, el empleo de SIATs que un@psagcialicos con diferente tipo de
enlace revela que los receptores del NDV poseetiosicsialicos unidos a laN-
glicoproteinas con enlace®—3, ya que se produce la recuperacion de la fussbn d
NDV tras el tratamiento coo(2—3)N-SIAT en todas las lineas celulares excepto en
Lecl y CHO (como se ha visto en esta linea ladsiafi no produjo disminucion de la
fusion). De manera interesante, el acido sialicabi@n podria estar unido con enlaces
a(2—6)N ya que observamos la recuperacion de la fusioND# en las lineas ELL-0,
MEB4 y GM95 después de la incubacion ed@—6)N-SIAT, lo cual de nuevo sefala
que el NDV ademas de reconocer enlax2s>3, reconoce enlacas2—6. Estos datos

se confirman con el estudio de infectividad realzan células ELL-0 donde hemos
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visto como se recupera la infectividad al incubas télulas con lasi(2—3)N vy
a(2—6)N SIATs, coincidiendo estos resultados con los abtsncon el tratamiento
con sialidasas y lectinas en esta linea celulaenfss de con las 5 lineas celulares
mencionadas, también hemos llevado a cabo expdomete fusion (datos no
mostrados) e infectividad con la linea celular 298ual expresa en su superficie solo
sialoglicoconjugados con acidos sialicos unidos eolacea2—6 (Walterset al.,
2001). Estos ensayos revelan que el rINDV-F3aa-niRfEBta estas células con eficacia
similar a la infeccién de células que expresanpteces con acidos sialicos unidos con

enlacea2—3 (Figura 33).

120

100

80

60

% infectividad

40 ]

20 ]

100 m.o.i. 10 m.o.i. 1 m.o.i.

Figura 33- Infectividad del rNDV-F3aa-mRFP en células 293osLdatos
corresponden a la media + SD de tres experimemdgpendientes. El % de
infectividad se calculé6 como numero de célulassrqjafectadas) sobre el total de

células de 3 campos tomados al azar con el objg@xo

Estos datos son un apoyo adicional a la conclus&que el NDV puede utilizar

eficientemente receptores sialilados con aciddéscsgunidos con enlaa2—6.
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4.5 INCORPORACION DE GANGLIOSIDOS EN CELULAS Lecl Y
EFECTO SOBRE LA FUSION DEL NDV

Como se ha comentado a lo largo de esta Memorl&da celular Lecl es una
linea derivada de la linea CHO que carece de pasBiglicosiladas puesto que tiene
una mutacion en la GIcNAc-transferasa 1 (GIcNAc-TAYnque el NDV fusiona con
las células Lecl, los niveles de fusién detectddeon menores que los obtenidos con
células CHO, entre el 40 y el 75 % menos dependielgdla concentracion de virus

utilizada (Figura 34).
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Figura 34- Fusion del NDV-Rg con las células CHO y Lecl. Los datos|se

expresan como la media £ SD de tres experimentizpandientes.

Teniendo en cuenta estas diferencias, en la serexpkerimentos que se resumen
a continuacion quisimos comprobar si la adicioras délulas Lecl de gangliésidos
especificos podria aumentar los niveles de fusi@nNDV con estas células. La
incorporacion de ganglidsidos se llevé a cabo nmelial método que se detalla en el
apartado 3.5.15 de Métodos. Una vez incorpora@asizamos experimentos de fusion
con NDV-Rs. Como se puede observar en la Figura 35, el giladfusion del NDV

aument6 después de incorporar cuatro de los gardp® excepto el utilizado como
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control, asialoGM1. El aumento resulto significaticuando se incorporaron GM1,
GDlay GT1b (t de Student p<0,01 para GDla y Gp¥b;05 para GM1).

A) Control 20 pg/ml

B)

(o2}

o
o

m control

40
c
0
0

30
E = 20ug/ml
(=)
S0l T T

10 +

O T T T
GDla GM1 GM3 GT1lb AsialoGM1

Figura 35- Efecto de la incorporacion de gangliésidos sdarkision del NDV
con células Lecl. A) Fotografias de un experimepfwesentativo. B) % de fusidon
virus-célula. Control, células a las que no se miiad gangliésidos. La concentracipn

de gangliésidos utilizada fue 2@/ml. Los datos corresponden a la media = SD dg tre

experimentos independientes.
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La incorporacion efectiva de ganglidsidos se abafirediante la tincion de las
células con la lectina delaackia amurensis marcada con la sonda FITC después de
incorporar los gangliosidos en células GM95, ya gsi lectina apenas interacciona
con Lecl. En todos los casos se observé un aurdenito fluorescencia, lo que reflejé
un aumento del contenido de gangliésidos en la mamabcelular (Figura 36). En las
células GM95 también se realizaron experimentogudén virus-célula después de
incorporar gangliésidos; sin embargo, como estagasgepresentan un alto porcentaje
de fusion en el control no se aprecié un aumergoifgtativo de fusion después de

incorporar gangliosidos (datos no mostrados).

Control GDla GM1 GM3 GTilb AsialoGM1

¢ *,\ » N ,‘? {“

‘\h \»x \ “'l,
”-e’“\t \» =

S\

| PR i/

Figura 36- Fotografias representativas de un experimento c&poracion de
gangliosidos en células GM95. Las células fuerdidss con la lectina fluorescente
FITC-MALI (20 pg/ml) (Objetivo 40x).

La diferencia en los niveles de fusion N8IV con células CHO y Lecl que se
resume en la Figura 34, junto con diferencias emval de infectividad (Figuras 21 y
27) confirman de nuevo que el NDV utilizd&glicoproteinas como receptores para
entrar en la célula diana ya que en su ausendiddséd.ecl) se reducen los niveles de
fusiéon. Ensayos realizados con estas dos lineakes para estudiar los receptores del
virus de la gripe también muestran la importanoea lals N-glicoproteinas como
receptores de este virus (Chu y Whittaker, 2004h ©s experimentos resumidos en
este apartado, hemos visto que el aumento de keestracion de gangliésidos en la
membrana celular determina a su vez un incremeatia dusion del NDV en células
Lecl, por lo que el aumento de la concentraciégashgliésidos podria suplir, en parte,

la deficiencia déN-glicoproteinas en la membrana de éstas células.
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4.6 EXTRACCION DE GANGLIOSIDOS DE CELULAS
MEB4 Y GM95

Como se ha comentado en el apartado de Métodds7 3l&.linea celular GM95
carece de gangliosidos debido a la deficienciaadenkima glicosilceramida sintetasa.
Sin embargo, los niveles de fusion del NDV con éistea celular y con su parental
MEB4 fueron muy similares a todas las concentrasaie virus ensayadas (Figura 37).
Por ello, llevamos a cabo experimentos de extracd® gangliésidos de ambas lineas
celulares para comprobar que, en efecto, las c&BiM9O5 carecian de ganglidsidos, ya
que se ha descrito que podrian incorporarlos deiorde cultivo (Matrosoviclet al.,

2006).

100
90 +
80
70
60 -
50
40
30

20
O T
0,5 1 3 5
1g NDV

o MEB4
B GM95

% Fusion

Figura 37- Fusion del NDV-Rs con células MEB4 y GM95. Los datos son la

media + SD de tres experimentos independientes.

El proceso de extraccion se realiz6 tal como seribesen el apartado 3.5.17 de
Métodos. Los extractos se analizaron mediante Ta€resultados se pueden ver en la
siguiente Figura 38 que muestra la fotografia de placa representativa. Como se
observa, la linea celular GM95 no posee ganglidsidbmenos no detectables en las
condiciones del experimento. Sin embargo, en ME&4 presente mayoritariamente

GMa3 (Figura 38).
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GM3 »
GM1 >
GD1e »
GTiL > §
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Figura 38- TLC de gangliosidos extraidos de células MEBAMOG.Carrilesl-
Mezcla estandar de gangliosidos (GT1b + GD1a + GNEIM3); 2-MEB4; 3-GM95

Como se ha mostrado a lo largo de este trabajolirleas celulares MEB4 y
GM95 no muestran apenas diferencias en la fusidfeetividad del NDV. Por tanto,
podriamos concluir que la presencia o no de gasig§ no afecta ni a la fusion ni a la
infectividad. Teniendo en cuenta todos los resokachostrados en estos dos ultimos
apartados, proponemos que Mdgylicoproteinas son las moléculas que funcionarian
como receptores mas especificos del NDV, sirvidondagangliésidos como moléculas
de union inicial seguida de la uniébn mas especHia#ro tipo de moléculas. En este
sentido, estudios realizados con el virus de lgegriambién muestran que los
ganglidsidos no son esenciales para que se prodazcgeccion, proponiendo que las
moléculas que actuarian como receptores especiieomn lasN-glicoproteinas
(Matrosovichet al., 2006; Chu y Whittaker, 2004).

4.7 RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

El primer paso de la entrada del NDV en la céludma es la interaccion de la
glicoproteina HN del virus con los acidos sialippesentes en los receptores celulares.
La unién a receptores con acidos sialicos est&itiesanto en virus con envoltura como

sin ella. Los &cidos sialicos son los glucidos at@sndantes en la superficie celular, por
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lo que es légico que sean usados por muchos Vilme@os como moléculas de unidn
inicial (Olofson y Bergstrom, 2005). Las célulasegen presentar &cidos siélicos con
uniones diferentes a los glicoderivados de la digeecelular. En el caso del virus de la
gripe y los virus parainfluenza humanos, el tipedkce con el que esta unido el acido
sialico al resto de la cadena glucidica determinarego del hospedador asi como el
tropismo tisular y la patogénesis. Por ejemployiels de la gripe A humana se une
preferentemente a acidos sialicos unidos con enlaee6 mientras que el virus de la
gripe A aviar se une a acidos sialicos unidos cdacea2—3 (Ito et al., 1997; Vinest
al., 1998). Las mutaciones en la proteina HA soncadtpara la adaptacion del virus de
la gripe A al tracto respiratorio humano, dondedékilas epiteliales expresan acidos
sialicos unidos con enlace2—6 (Matrosovichet al., 2004). Otros paramixovirus como
hPIV-1, se unen preferentemente a oligosacaridaosrcon enlacei2—3, pero no a
enlacesa2—6 (Suzukiet al., 2001). Los resultados obtenidos en el preseatmjio
después del tratamiento de diferentes lineas cetulzon sialidasas, confirman que el
acido sialico del receptor del NDV estaria unida ealacesi2—3 a una Gal terminal,
ya que hemos observado reduccion de la infectivdiach en todas las lineas celulares
estudiadas tras el tratamiento con las sialidasd.d®lerae, la cual hidroliza acidos
sialicos terminales pero no acidos sialicos preseen ramificaciones internas. Los
datos obtenidos de los experimentos de fusion tmbidican que el acido sialico
estaria unido con enlac2— 3, puesto que se produce disminucion de la fusis et
tratamiento con las sialidasas décholera y C.perfringens que hidrolizan
preferentemente enlaca2—3. En el caso de la sialidasa @gerfringens se requieren
concentraciones mas altas para conseguir la mischeceion que con la décholerae
seguramente porque sea menos especifica. Sin embasgdatos obtenidos en las
células ELL-0 y 293 sugieren que el NDV también rppdinirse a acidos sialicos
unidos con enlace2—6 cuando estan presentes, al igual que por ejerfgdoyirus
adeno asociados AAV1 y AAV6 que reconocen tantdaxckialicos unidos con enlace
a2—3 como a2—6 (Wu et al., 2006). También los poliomavirus pueden unirge-a
glicanos con acidos sialicos unidos con enlax2s>3y a2—6 (Chen y Benjamin,
1997).

Existen otros ejemplos de virus que reconocen &didos sialicos con enlaces
02—3, 0 séloa2—6, y ejemplos que reconocen ambos. En el enteroviougEV70)
donde la lectina MALI inhibe la unién del virusadélula, se ha sugerido que el acido

sialico unido cona2—3en N-glicoproteinas es un componente de su receptor
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(Nokhbehet al., 2005). En otras familias como los Picornaviruscencreto en el virus
de rinitis equina A (ERAV), experimentos en los cage utilizaron tanto las lectinas
MALI y SNA como las sialidasas décholerae y C. perfringens indican que este virus
muestra preferencia por receptores con acido siélitdo con enlacei2—3, puesto
gue se produce una clara inhibicién de la uniénfectividad tras tratar células Vero
con MALI y con las sialidasas décholerae y C. perfringens (Stevensoret al., 2004)

No obstante, hay virus que tienen preferencia ptacesa2—6 como es el caso del
Calicivirus Felino (FCV), en el cual se demostrdiaando las lectinas MALI y SNA
que el virus reconoce receptores con acidos sglisodos con enlaca2—6; tras
utilizar diferentes proteasas e inhibidores meiabslse ha visto que ese acido sialico
formaba parte deéN-glicoproteinas (Stuart y Brown, 2007). Ademés de dttados
adenovirus (Wuet al., 2006) y poliomavirus (Chen y Benjamin, 1997)y haus que
reconocen tanto acidos sialicos unidos con erd@se3 como aa2—6; ése es el caso
del poliomavirus JCV. El tipo de enlace que recend¥C fue estudiado también
mediante el uso de lectinas, sialidasas y SIAT&laado que este virus reconoce los
dos tipos de enlaces sefalados cuando estan umiNeasligosacaridos que tienen el
fragmento Gal-GIcNAc (Dugast al., 2007). Esta union a ambos tipos de enlace es lo
que podria estar ocurriendo con el NDV, a la vidtalos datos obtenidos tras el
tratamiento con las sialidasas, las lectinas y $38&8Ts. Ese reconocimiento de
receptores con acidos sialicos unidos a@n»3y a2—6 explicaria que el NDV puede
infectar un gran rango de hospedadores asi comogsgj lineas celulares.

Estudios previos realizados por nuestro grupo coibidores de laN-
glicosilaciéon y laO-glicosilacion en células COS-7 (Ferreataal., 2004b) mostraron
gue lasN-glicoproteinas y los ganglidsidos funcionan coneeptores de NDV pero no
las O-glicoproteinas. En los virus adeno asociados AAVHAY6, que como ya se ha
mencionado reconocen tanto acidos sialicos uniados emlacea2—3 como a2—6,
también se ha demostrado que ambos virus utilibamcreceptored-glicoproteinas
(Wu et al., 2006). Sin embargo, experimentos realizados t@s adenovirus, AAV4 y
AAV5, (Kaludov et al., 2001), en los que también se usaban inhibidorda Ney O-
glicosilacidon en células COS-7 y ademas se realail con SIATSs eritrocitos y células
Lec2 (derivadas de CHO, con deficiencia en el parie de CMP-acido siélico al
aparato de Golgi) indicaron que AAV5 utiliza acidemlicos unidos con enlace
a(2—3)N mientras que AAV4 utiliza enlaceg2—3)O. Estos son ejemplos de la gran

variabilidad de receptores en relacion con el enldel acido siadlico que hay incluso
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dentro de la misma familia de virus. Nuestros daolre la accion de las SIATs
también confirman que el NDV utilizaria como recegpsN-glicoproteinas con acidos
sialicos unidos con enlac—3y a2—6.

Existen estudios en otros virus en los cuales maglidga incorporacion de
gangliésidos se muestra codmo éstos actian com@toees; es el caso de los
poliomavirus SV40, poliomavirus murino (mPy), JCV BKV que utilizan
principalmente glicolipidos como receptores deupesfice celular. El virus SV40 usa
GM1, mPy usa GDla y GT1b, JCV utiliza GT1lb y BKMWligh GD1b y GT1b
(Campanero-Rhodes al., 2007; Netet al., 2009). La incorporaciéon de ganglidsidos en
células C6, una linea celular deficiente en laesiatde ganglidsidos complejos, muestra
gue aumenta la infeccion de poliomavirus y de vadsno asociado bovino (BAAV)
(Schmidt y Chiorini, 2006). Sin embargo, en nuestaso, el NDV puede infectar
células en ausencia de gangliésidos (GM95) lo gdiearia que utiliza principalmente
N-glicoproteinas como receptores. En célulad\sgiicoproteinas (Lecl) los niveles de
fusion e infectividad son mucho menores, y la fasguede aumentarse tras la
incorporacion de gangliésidos. Como ya se ha meadio se cree que la unién del
virus a la superficie celular es un fenémeno cojoplen el que el virus se uniria de
manera secuencial a diferentes tipos de molécctasdiferente afinidad. La union del
NDV a ciertos sialoglicoconjugados podria ser un&m inicial que aumentaria la
eficiencia de unién; en algunos casos no servata [a infeccion, y en otros no seria un
requerimiento absoluto de la infeccion de las @8luEl NDV podria unirse a ciertos
gangliosidos o incluso a otros sialoglicoconjugaclm®o paso inicial de la union a otra

molécula mas especifica, uNeglicoproteina, sialilada o no.

En definitiva, nuestros resultados muestran qIND8Y puede utilizar compuestos
sialilados con diversidad de tipo de enlag2—~3 0 a2—6. Tampoco descartamos la
posibilidad de reconocimiento de otro tipo de esdacomoa2—8 o a2—9, aspecto
gue no se ha estudiado por la dificultad de acced@mzimas comerciales que
reconozcan este tipo de enlaces. También proponegm®das N-glicoproteinas son
claves en la infeccion del NDV mientras que losgljasidos podrian ser receptores
auxiliares o correceptores. El conocimiento debpéar podria ser Gtil para aumentar el
conocimiento del tropismo del virus y para el deshr potencial de terapias antiviricas

bloqueando el primer paso de la interaccion deisvion la célula diana.
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En este segundo apartado nos centramos en el esteda entrada del virus
mediante endocitosis (Cantéhal., 2007). Nuestro grupo ya habia demostrado que el
proceso de fusion del NDV con la célula diana puedirarse a pH acido (San Roman
et al., 1999); por ello nos propusimos analizar el pagedl pH acido y la posible
implicacidén del receptor en esta activacion llexamadcabo experimentos para intentar
dilucidar el mecanismo de activacion de la entidelaNDV en células de cultivo a pH
acido. Ademas también nos centramos en el est@dlipaghel del receptor en la entrada
del NDV mediante endocitosis, analizando estaentdiferentes lineas celulares que se
diferencian en la expresion de glicolipidos y ghiaieinas y utilizando diferentes

inhibidores de la ruta endocitica.

4.8 EFECTO DEL pH ACIDO SOBRE LA ENTRADA DEL
NDV

4.8.1 EFECTO DEL pH ACIDO SOBRE LA FUSION DEL NDV
CON CELULAS DE CULTIVO

Como se ha mencionado ya a lo largo de esta Memoue@stro grupo de
investigacién ha demostrado la activacion a pHddiel la fusion del NDV con células
COS-7 utilizando técnicas espectrofluorométricaan(®Romanet al., 1999). En el
presente trabajo hemos querido seguir estudianidaspecto utilizando distintas lineas
celulares para intentar afiadir datos que aportanayor conocimiento de los procesos
de interaccion del NDV con células diana.

Las células de diferentes lineas celulares se aronbdurante media hora a 4 °C
con el virus marcado comg(para facilitar la union virus-célulajespués recibieron un
pulso de pH mediante incubacion durante 3 minutwsRBS a pH 5 0 PBS a pH 7.4
(control) y se incubaron durante una hora a 37&@ permitir la fusion del virus. Los

resultados obtenidos son los que se muestran siglasnte Figura:
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Figura 39: Efecto del pH &cido sobre la fusion del NDV conutad de
cultivo. A) Fotografias de un experimento represiivia tomadas con el objetivo 40 |x.
B) El grado de fusion virus-célula se calculé comlonumero de células rojas
(fusionadas con el virus) dividido por el total d&ulas y multiplicado por 100. Las
datos corresponden a la media + SD de 3 experimémiependientes. Estadistica test t

de Student, *** extremadamente significativo p<@.00

Como muestra la Figura 39 los resultados obterfiger®n los siguientes:
- En las lineas celulares ELL-0 y Helralas muestras que recibieron un
pulso de pH éacido se observé un aumento de larfu$@29.7 % y 31.1 %

respectivamente frente a células tratadas a pHmeut
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- En las células MEB4, GM95, CHO y Leno se detectdé ningun
aumento significativo de la fusion tras ser trasactan pH acido.

El aumento observado de la fusién en torno al 36n%as dos lineas HelLa y
ELL-O estd en consonancia con los resultados albsnien trabajos anteriores
realizados por nuestro grupo, empleando las limehdares COS-7 y Hela (San
Romanet al., 1999; Cantiret al., 2007). Sin embargo, al no detectar aumento siérfu
en el resto de lineas se podria argumentar quail@edn por pH acido dependeria de

la membrana diana, segun se discutira mas adelante.

4.8.2 INACTIVACION DEL NDV POR pH ACIDO

El virus NDV marcado con rodaminadse incubd durante media hora a 37 °C
con PBS a pH 5 0 PBS a pH 7.4 (control) y despaésentrifugd a 21000 g durante
10 min y a 4 °C; el virus precipitado se resuspeydse llevaron a cabo ensayos de
fusién empleando células HeLa y ELL-0 ya que enasriimeas, como se indica en el
apartado anterior, observamos un aumento de ldfiaspH acido.

Como control se llevé a cabo la inactivacion deliwicon luz ultravioleta para
descartar la transferencia inespecifica de la soledde la membrana del virus a la
célula (datos no mostrados).

Los resultados de la Figura 40 sefialan que cuaagwesncuba el virus a pH
acido es incapaz de fusionar con las membranaa didicando que el virus se inactiva
cuando se expone a pH acido. Esta inactivacionppbiacido ya se habia descrito
anteriormente para algunos virus envueltos comares Sendai (Limaet al., 1992)
otro paramixovirus. El pH &cido podria determinare gse produjeran cambios
conformacionales o reajustes de los componentda deembrana virica a pH acido
(San Romaret al., 1999) que luego impedirian los cambios conforarades que
conducen a la activacion de la proteina F en poiséle la membrana diana como se ha
descrito en virus que fusionan a pH acido comdrakwde la gripe (Kortet al., 1999);
tampoco habria que descartar la posibilidad deefjuirus se agregara en complejos

mas grandes que le impidieran fusionar (leal., 1988).
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Figura 40- Inactivacion de NDV-ks tras su incubacidon a pH acido. A)
Fotografias representativas de un experimento d@rfucon el virus previamente
incubado a pH neutro o acido. B) El grado de fusiibas-célula se analizé mediante

microscopia de fluorescencia cuantificando fotdgeatomadas en campos al azar con

el objetivo 40x de tres experimentos independief@8sentre £5.3 y +9).

4.8.3 EFECTO DEL pH ACIDO SOBRE LA FORMACION DE
SINCITIOS

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos eenlesyos de fusion a pH acido
gue indican una activacion en células HelLa y ELdd%idimos estudiar como afecta el
pH a la formacion de sincitios en ambas lineaslams. Como ya se explicd el
apartado de Métodos 3.5.7, en estos ensayos ldasé@leron infectadas con NDV a 1
m.o.i. durante una hora a 37 °C; transcurrido iesepb recibieron 3 pulsos de pH con

PBS a pH 5 o0 PBS pH 7.4 (control) de 3 min de daraa 37 °C con intervalos de 1 h
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entre cada pulso. A las 7 h postinfeccion, se adtvproteina F (apartado 3.5.7 de
Métodos) y las células se incubaron en medio caimpiasta el dia siguiente en que se

tifieron con Giemsa. Los resultados se muestraa sigliente Figura:

Sin virus pH 7.4 pH5

Sin virus

ELL-0

25 30
*k%k

25 *%
[

20

20

15 -
15

10 as

10

% Fusion
% Fusion
H

pH7.4 pH5

ELL-0

pH7.4 pH5

HelLa

Figura 41- Efecto del pH acido sobre la formacién de sincitibs
cuantificacion se llevo a cabo a partir de fotoigimicomo las mostradas obtenidas a
40x. El % de fusién se calculé como el porcent@eéika en pixeles ocupada por |los
sincitios respecto al area total de la fotograando el programa Adobe PhotoShop

[92)

CS4 extended. Los datos corresponden a la mediaD+xd& 3 experimento
independientes. Estadistica test t de Studentexttemadamente significativo p<0.001,

** muy significativo p<0.01.

Los resultados obtenidos indican que tanto ennkalicelular HeLa como en
ELL-0 la formacion de sincitios después de los présos de pH acido aumenté 2 veces
respecto de la del control. Estos mismos resultadogbtuvieron tras aplicar un solo
pulso de pH acido de 5 min a 37 °C tras infectmicé&ulas con NDV durante 1 h (datos
no mostrados).

Estos datos confirman los resultados del aumentdadision virus-célula
mostrados en el apartado 4.8.1 (Figura 39) indicane el pH acido incrementaria el
% del virus que penetra en la célula (no solo queoha) y por tanto, aumenta el

namero de proteinas expresadas en la membranacdkila infectada lo que se traduce
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en un aumento de la fusion célula-célula. Es detpH acido aumenta la eficiencia de

la entrada virica.

4.8.4 EFECTO DEL pH ACIDO SOBRE LA INFECTIVIDAD DEL NDV

De nuevo se empleo el virus rINDV-F3aa-mRFP parlzegalos estudios de
infectividad ya que permiten una mejor cuantifiéacde la infectividad que el analisis
de sincitios. Las células ELL-0, HeLa, MEB4, GM¥ZHO vy Lecl fueron incubadas
con el virus durante 1 h a temperatura ambientanscurrido ese tiempo recibieron 3
pulsos de pH de 3 minutos de duracion con PBS &.gtb pH 5 espaciandose 1 h
como se indica en el apartado de Métodos 3.5.19.

La Figura 42 resume los resultados obtenidos ger@ih los siguientes:

- Se encontré un aumento de la infectividad deb 241.6 % en células ELL-0 y

del 27.9 + 2.2 % en células HelLa tras ser incubad#s acido.

- En el resto de las lineas celulares no se obs@nguna variacion tras ser

sometidas a pulsos de pH acido en comparaciénosocohtroles.

Estos resultados estan en consonancia con losidd$esn los experimentos de
fusion en los cuales también solo observamos auntenia fusion en las células ELL-0
y HelLa (Figura 39). Los resultados obtenidos devasefialan que, dependiendo de la
linea celular, se produce o no activacion por pklica¢en este caso de grado de
infectividad), lo cual podria indicar que el virusilizaria diferentes mecanismos de

entrada dependiendo de la células diana como satidésmas adelante.
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Figura 42- Efecto del pH &cido sobre la infectividad del NDX)
Fotografias de un experimento representativo. B3 datos que se muestran
cuantificaron contando el numero de células rojaglido por el total y multiplicadc
por 100 (% infectividad), en 3 campos aleatoriogaeyenes como las que se mues
en A). Los datos corresponden a la media + SD @xp@&rimentos independiente
Estadistica test t de Student, *** extremadamengmificativo p<0.001, ** muy
significativo p<0.01.
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4.8.5 EFECTO DEL pH ACIDO SOBRE LA FORMACION DE
SINCITIOS EN CELULAS HeLa TRANSFECTADAS CON LAS PRO TEINAS
HN Y F DEL NDV

Para intentar ahondar en el mecanismo implicadta eactivacion que el pH

acido ejerce en la fusion e infectividad el NDV,esta serie de ensayos, se emplearon

células HeLa que fueron transfectadas con las ipeteHN y F del NDV como se

indica en el apartado de Métodos 3.5.21. A las 2de Ha transfeccion, se activo

la

proteina F (apartado 3.5.7 de Métodos) e inmedextéarias células recibieron 3 pulsos

de pH acido de 3 min de duracién a 37 °C con wmniato de 1 h entre cada uno. Tras

recibir el daltimo pulso de pH, las células se iramaim en medio completo y a 37 °C

hasta el dia siguiente en que para su observaaa@antificacion se tifieron los sincitios

con cristal violeta. Los datos se resumen en largig3.

B)
50
45 %
20 —
35 4
5 30
@ 254
i
S 20 +
15
10 4 .
5
0 . :
vacio pH7.4 pH5

Figura 43- Efecto del pH acido sobre la formacién de siositen célulag
HelLa transfectadas con las proteinas HN y F del NBY Fotografias de u
experimento representativo (objetivo 10x). B) Etlécfusion se calcul6 cuantificando
area ocupada en pixeles por los sincitios en faf@g tomadas al azar con el objet
40x usando el programa Adobe PhotoShop CS4 extehdeddatos corresponden a
media = SD de 3 experimentos independientes. Esizalitest t de Student, ** mu
significativo p<0.01.
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Los resultados obtenidos muestran que la formad@érsincitios en células
transfectadas con las dos glicoproteinas aumebtéeB8es con respecto al control en las
células que recibieron los pulsos de pH acidoHehpido determind un aumento tanto
del numero como del tamafio de los sincitios. Sibago, no se observo fusion en las
células transfectadas con solo una proteina (HN oi & pH neutro ni a pH acido
(Figura 43A, controles).

Estos datos indican que la incubacion con pH apidwocaria cambios en la
proteina de fusion del virus que facilitarian lasifun célula-célula en células que
expresan las proteinas HN y F en su membrana. Equtd podria rebajar la barrera
energética necesaria para “disparar”’ los cambiafocmacionales de la proteina F que
conducen a la fusion de membranas. Sin embargdy agmo la proteina F sigue
necesitando la presencia de la proteina HN pararfais

También se transfectaron células HeLa con un nitaot fusogénico de la
proteina F Q454A (Aylloret al., 2010), para ver si recuperaba el fenotipo fusioge
tras recibir el tratamiento a pH acido. En este aspH acido no fue suficiente para
recuperar la actividad fusogénica de la proteinendfada en Q454A (Figura 44)
indicando que o bien la barrera energética a supsremayor, o la mutacion de Q454A

es irreversible.

Vacio Q454A + HN pH 7.4 Q454A + HN pH 5

e s
vz,,u. 4 AT\l O

3

by
=Y

Aer
N

Figura 44- Efecto del pH &cido sobre la formacion de sipsiten células HelLa

transfectadas con las proteinas HN y el mutante mzfusogénico Q454A.
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4.8.6 EFECTO DEL pH ACIDO Y LA TEMPERATURA SOBRE LA
FUSION DE ERITROCITOS CON CELULAS TRANSFECTADAS CON LAS
PROTEINAS DEL NDV

Para una mejor cuantificacion del efecto del pHi&gr la temperatura en la
fusion del NDV y poder discrimar si este efecto diferente en algun paso de la
cascada de fusion (es decir, en la hemifusion igpfiusompleta), realizamos ensayos de
fusion empleando eritrocitos humanos (células diamarcados con las sondas
fluorescentes calceina y rodaminadjRapartado 3.5.22 de Métodos), y células HelLa
transfectadas con las proteinas viricas HN y Rif@glefectoras) sin marcar. A las 24 h
posttransfeccion, se activé la proteina F (apara80c7) e inmediatamente se dio un
pulso de pH &cido o neutro de 5 min a 37 °C, yfiseliaron los eritrocitos doblemente
marcados con calceina y;dR Las células se incubaron durante 1 h a diferentes
temperaturas 25 °C, 29 °C, 31 °C o 37 °C. Lostextag se muestran en la Figura 45.

En resumen, los datos indican que:

- A 25 °C no se observo fusion de eeitos con las células transfectadas
ni a pH neutro ni &cido aunque si se observo ureatordel grado de unién de
los eritrocitos a las células incubadas a pH adeloido a que la actividad de
union de la proteina HN aumenta a pH acido.

- A 29 °Cy 31 °C se observdé un aumelgtda fusion a pH &cido con
respecto al control, alcanzando la fusiébn a pHac@ksi los niveles de fusion
observados a pH neutro a 37 °C.

- A 37 °C se produjo un aumento de l&fus pH acido de 1.8 veces con
respecto del control.

Para analizar si el pH acido activa preferenteménteemifusion o la fusion
completa, analizamos la diferencia de transferemeila sonda roja g (membrana del
eritrocito, indicaria hemifusion) y la transferemcle la sonda verde calceina (interior
del eritrocito, fusidon completa) (apartado 3.5.22Métodos). Los datos indican que el
pH acido activa la transferencia de ambas sondaguah medida, es decir, activa la
fusion hasta que se produce la mezcla total dedasnembranas, sin detenerla en pasos
intermedios de la cascada (datos no mostrados).

Estos resultados confirman los obtenidos mediamdéisés de sincitios (Figuras
41 y 43) lo que nos reafirma en la hipotesis de gJupH acido permite superar la

barrera energética necesaria para promover la rfusigpliendo el efecto de la
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temperatura a temperaturas suboptimas como 293%C°¢, aunque no seria suficiente
a temperaturas mas bajas (25 °C) ni en mutaciones® cQ454A, segun se ha
comentado mas arriba.

A)
pH 7.4

25°C
29°C737,
31°C

37°C

B o

B)

mpH7.4
EpHS5

% Fusion con eritrocitos
[y N w B [4))
o o o o o o

* i
25°C 29°C 31°C

37°C

Figura 45- Efecto del pH acido y la temperatura sobre l&fusge eritrocito
con células Hela transfectadas con las proteinag ANel NDV. A) Fotografias de un
experimento representativo. B) El % de fusion cotrogitos cuantificado a partir de
fotografias como las mostradas en A). Se cuantdiciimero de células fusionadas ¢on
los eritrocitos (doblemente marcados) respectotal de células y multiplicado por
100. Los datos corresponden a la media + SD de p&rementos independientes.
Estadistica test t de Student, ** muy significatps0.01, * significativo p<0.05.
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Las glicoproteinas de fusion de los paramixovirestgmecen a la clase |
(apartado 1.4.2 de Introduccion), las cuales sélgueactivar bien por el descenso del
pH o bien por la unién al receptor, o incluso parmecanismo que combina ambos
tipos de activacion: primero por la unidén al recepa pH neutro seguida de una
activacion a pH acido (Eargt al., 2003; Mothest al., 2000; Barnarcet al., 2004;
Matsuyamaet al., 2004). También se han descrito proteinas dérfuge paramixovirus,
concretamente del metapneumovirus humano que ardeisun doble mecanismo de
activacion: proteolisis y pH acido (Schowaltral., 2006, 2009). Como ya se ha
sefialado en numerosas ocasiones a lo largo délestaria, el NDV fusiona con las
células a pH neutro; sin embargo se obtiene un ngnaolo de fusion a pH acido como
hemos mostrado en las Figuras 39 y 41, y en tralslgauestro grupo llevados a cabo
con células COS-7 (San Rométral., 1999; Cantiret al., 2007). En el presente trabajo,
de nuevo observamos un aumento de la fusion etivitisad en células HeLa y ELL-0 a
pH acido en torno al 30 % comparado con los caggrohunque el NDV no requiere
estrictamente del pH acido para su entrada, lasisipo a pH acido aumentaria el
namero de proteinas F que se activan para fusieidentemente. Sin embargo, la
bajada de la barrera energética a pH acido nonesnortante para activar F ya que
hay mutantes del ectodominio de esta proteina dd&id A, 1463A e 1463F que son
hiperfusogénicos y capaces de fusionar en ausdaditN (Ayllonet al., 2010).

En el contexto de una infeccidim vivo, es decir, sin disminuir el pH
experimentalmente, el NDV podria fusionar tanto Ha gcido como a pH neutro,
dependiendo de la ruta de entrada, la cual depentmbién de la linea celular
(Figuras 39 y 41). A pH neutro, algunos virus usidola superficie celular podrian ser
endocitados y después fusionarian con los endosdtha$l acido podria acelerar los
cambios conformacionales necesarios para que skizma la fusion. Esto implicaria
aumento de la actividad promotora de fusion dedéema HN (Porottet al., 2003) y/o
de la poblacién de F que es activada independiamterde HN (Sergedt al., 2000;
Russellet al., 2001; Cobaledat al., 2002) dentro de los compartimentos endociticos.
En hPIV3 se ha demostrado que mutaciones en ellsjtien el sitio 1l de la proteina
HN provocan que la afinidad por el receptor sqeeddiente de pH, teniendo en cuenta
que el pH 6ptimo de las neuraminidasas de los paoarus es acido (pH 4.8-5.5)
(Ryanet al., 2006), el pH acido dentro de los endosomas aairimentar la actividad
neuraminidasica del Sitio | de la proteina HN y lt&n, hipotéticamente, podrian

producirse los cambios conformacionales requemdosl sitio Il para activarse (Porotto
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et al., 2006). Ya que el sitio Il presenta una mayamidéid que el sitio | por el sustrato
(Porottoet al., 2006), el aumento del contacto virus-receptarigoser responsable del
aumento del grado de extension de la fusién obdercaando se disminuye el pH
experimentalmente (Figuras 41 y 43). Teniendo eentau que de las seis lineas
analizadas solo se produce un aumento de la fesiofectividad del NDV a pH acido
en dos de ellas, esto podria indicar que, en efétactivacion depende de la linea
celular. Las diferencias podrian radicar en el bat#ghnque cada linea presenta diferentes
receptores sialilados en su membrana (segun seiscatido en el bloque | de
Resultados y Discusion). Los datos relativos aépear en células ELL-0 (Bloque 1)
muestran que a diferencia del resto de célulagliestas en este Trabajo de Tesis el
NDV utiliza sialoglicoconjugados con restos de @ésicialicos unidos con enlace
02—6. Sin embargo, resulta prematuro concluir que Bgte de receptores estarian
implicados en la activacion por pH &acido en célia$-0. Esta es una hipotesis de
partida para futuros experimentos en nuestro laaoa

En resumen, los datos expuestos en este apartaddaeion con el efecto del
pH acido en el mecanismo de entrada del NDV sefiplarel pH acido es un activador
de la entrada del virus, sugiriendo que el mecamidenactivacion podria consistir en
disminuir la barrera energética necesaria paraciizagion de la proteina de fusion
virica. El NDV podria unirse a diferentes molécutlependiendo de la linea celular;
solo cuando reconoce la molécula adecuada, sendasiaondiciones necesarias para la
activacion de la proteina F a pH &cido. Como estizaxionin vivo se daria en los
compartimentos endociticos, esto implicaria quel 8iDV (proteina HN) interacciona
con la molécula correcta puede entrar por endasitmemas de por fusion directa con

la membrana plasmatica.

4.9 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS
DIANA CON INHIBIDORES DE LA ENDOCITOSIS SOBRE LA
FUSION, INFECTIVIDAD Y UNION DEL NDV

Los resultados resumidos en apartados anteriomsdpn una vez mas que el
NDV puede utilizar una ruta de entrada por endeistdPara analizar este aspecto en
mayor profundidad estudiamos el efecto de difesméibidores de la endocitosis
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(Tabla 6 del apartado 3.5.24 de Métodos, pagséibie la interaccion del NDV con las
diferentes lineas celulares estudiadas, para tagleamas de aportar nuevos datos que
nos ayuden a entender la implicacion del receptotaeentrada del NDV mediante

endocitosis.

4.9.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
BISINDOLILMALEIMIDA | SOBRE LA INFECTIVIDAD DEL NDV

Estudiamos el efecto de bisindoliimaleimida | (BIMpmpuesto que inhibe la
proteina kinasa C (PKC), sobre la infectividad NEV. Las bisindolilmaleimidas
constituyen una nueva generacion de inhibidoreBKIE descritas por Toulleet al.,
1991. Se cree que estos inhibidores bloqueanieldgtunion del ATP en el dominio
catalitico de PKC y son altamente especificos; eajamente inhiben todas las
isoenzimas de PKC con la misma potencia (Rbak., 2000).

En esta serie de experimentos, como diana seauntihzcélulas HelLa, ELL-O,
MEB4, GM95, CHO y Lecl, y de nuevo el virus INDV&&BmRFP a una dilucién de
10° (m.o.i. aproximada de 10) para estudiar el efdet®IM sobre la infectividad del
virus. La Tabla 9 muestra la viabilidad de las mifées células tratadas con este
compuesto que, como puede verse, fue ligeramefagoina la del control salvo en

GM95, donde en las células infectadas y tratadastmmhibidor se produjo mas de un

50 % de muerte celular.

Linea celular @ Control Control NDV+BIM/BIM
negativo positivo

HelLa 97.6 91.2 93.1 97.5
ELL-O 99.4 96.6 95.3 97.7
MEB4 98.7 97.2 92.4 96.5
GM95 100 87.4 43.3 98.7
CHO 98.2 95.3 92.3 95.5
Lecl 97.4 94.4 91.2 95.2

Tabla 9- El % de viabilidad de células tratadas con BIMleada mediante el
método de exclusion datypan blue. Control negativo células ni tratadas ni infectada
control positivo: células solo infectadas; BIM: wWék incubadas solo con BIM;
NDV+BIM/BIM: células infectadas en presencia de B#incubadas continuamente

con el inhibidor.
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Ya se ha mencionado que aunque BIM tiene autoffgereia roja, es de una
intensidad muchisimo menor que la de la proteije erpresada por el virus con lo
cual no interfiere con ésta a la hora de cuantifioa resultados de infectividad,
fijandose el background para restar la fluores@edel inhibidor.

Las células de las diferentes lineas se incubaconBIM (20 uM) de tres
formas diferentes como se indica en el apartaddatedos 3.5.23.1.:

- BIM presente durante 1 h de infeccion (Virus + BIM)
- BIM presente durante 1 h de infeccion y 24 h pdesticion (Virus + BIM/BIM)
- BIM afadido después de 1 h de infeccion y pres@dteh postinfeccion

(Virus/BIM)

- Control, células sin infectar y en presencia de BIM

Los resultados del efecto del tratamiento delbiclor de la PKC sobre la
infectividad del NDV se resumen en la Figura 46&Rigura 46B se observa que solo
se detectd una disminucion significativa de ladtifédad en las células HelLa y ELL-0
cuando el inhibidor estuvo presente durante todexperimento (Virus + BIM/BIM).
La disminucion respecto al control fue de un 25.@%41eLa y de un 26.5 % en ELL-0
(p= 0.0066 y p= 0.0006 respectivamente, de acuewddest t de Student). En la linea
celular GM95 también se observé una disminucioadmfectividad del 25 % pero
como se ha visto la viabilidad de estas célulaades con BIM disminuyé hasta el 43
% (Tabla 9), lo cual explicaria la disminucién aéectividad. En el resto de lineas
celulares no se produjo ningun efecto negativoadefectividad tras ser tratadas con
BIM (ni tampoco en la viabilidad).

Los resultados ademas muestran que BIM estariarattudurante los primeros
60 min de la infeccidén, puesto que si se afiadedrarido ese tiempo no produce efecto
inhibitorio. También se puede ver que su acciéreesrsible, ya que si se afiade BIM
durante la hora de infeccion y después se retirayel de infeccién es el mismo que el
del control.

Estos datos estan en consonancia con los obteaidestudiar el efecto de pH
sobre la fusion e infectividad del NDV resumidose¢mpartado anterior que muestran
un aumento de aproximadamente al 30 % solo enaséhiélLa y ELL-0, al igual que
BIM que solo inhibe en estas dos lineas celul&eda un apoyo mas a la hipotesis de
gue en ambas lineas se produce una entrada dsl pinuendocitosis mediada por

receptor y que podria depender del pH.
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Figura 46- Efecto de BIM sobre la infectividad del NDV. Aptegrafias de
un experimento representativo con células HelLa k-&l(objetivo 10x). B) El % de
infectividad fue cuantificado como el nimero deutad rojas infectadas por el vir
dividido por el nimero total de células y multipitto por 100. Los datos se expre

como la media £ SD de 3 experimentos independientes
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4.9.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
DYNASORE SOBRE LA FUSION, INFECTIVIDAD Y UNION DEL NDV

El dynasore es un compuesto que inhibe la actividad GTPasda dinamina 1,
proteina que es necesaria para la endocitosis tapttiada por clatrina como por
caveolas, por tanto ambas rutas resultaran blogsedespués de tratar cdynasore.
Debido a la gran toxicidad ddinasore sobre MEB4, GM95, CHO y Lecl (Tabla 10)
el efecto de la incubacion de este compuesto dabractividades del NDV se estudio
exclusivamente en las lineas HeLa y ELL-0 dondédhilidad resultd ser del 96 % y
95.2 % respectivamente (Tabla 10) en células taastadnfectadas.

Linea Control Control

Dynasore Dynasore Control

celular negativo positivo  80uM 80uM+NDV DMSO
HelLa 98.8 97.5 98.7 96 97.9
ELL-O 98.4 95.8 96.4 95.2 95.1
MEB4 98.5 97.5 10 7.8 97.3
GM95 98.3 96.4 5.7 4.5 96.3
CHO 97,6 97.3 3.4 4.2 96.1
Lecl 98.2 96.7 5.6 4.7 95.7

Tabla 10- El % de viabilidad de células tratadas dgmasore determinada poP
el métodotrypan blue. Control negativo: células sin tratar ni infecteontrol positivo:
células infectadas sin tratar con el inhibidor; tct@nDMSO: células incubadas con
DMSO e infectadas.

4.9.2.1 Efecto del tratamiento de las células diar@n dynasore sobre la

fusién del NDV con células de cultivo

En estos ensayos, se emple6 NDV marcado con laasiuatescente R, y
dynasore a una concentracion M. Las células ELL-0 y HelLa se preincubaron con el
compuesto durante media hora a 37 °C, se incultam”2ug de NDV-Rg durante 30
min a 4 °C y en presencia del inhibidor y despuemedio completo durante 1 h a 37
°C y en presencia diynasore. Transcurrido ese tiempo, se fijaron las célutas BFA
al 2.5 % durante 20 min y se observaron al micioscde fluorescencia. Los resultados

se muestran en la siguiente Figura:
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Figura 47- Efecto deldynasore sobre la fusion del NDV con células
cultivo. A) Fotografias de un experimento represévd (objetivo 40x) B) El % de
fusion se calcul6 como el numero de células rojaglido por el numero total d
células y multiplicado por 100. Los datos corresfgon a la media £ SD de

experimentos independientes. Estadistica test tStimlent, *** extremadament

significativo p<0.001.
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Los resultados (Figura 47 y Tabla 12, pag. 141alsefique el tratamiento con

dynasore determind la inhibicién casi total de la fusionl DV con las células

tratadas. Estos datos indican un mayor grado déidandn de la fusion que los de

inactivacion por pH acido (Figura 40), o por BIMd#ra 46) y que los de activacion

por pulsos de pH acido (Figura 39).
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La dinamina es una proteina clave en la fisidtadevesiculas endociticas pero
también se ha descrito su interaccion con el aoslsto de actina (Mackt al., 2006)
y en la fusion de membranas (Low y Loéwe, 2010). Rmto, la inhibicion de la
actividad de la dinamina pdinasore podria afectar a los procesos de remodelacion de
membranas que deben ocurrir para que fusionen fabnma@a virica y la membrana
plasmatica. En conclusion, ademas de la endocitowsliada por receptor, el
tratamiento cordynasore afectaria a la fusion del virus con la membrarasmphtica
bloqueando casi completamente la entrada del vpos;tanto, la dinamina también
podria estar implicada en la entrada del virus fpsion directa con la membrana

plasmatica.

4.9.2.2 Efecto del tratamiento de las células diar@n dynasore sobre la
infectividad del NDV

4.9.2.2.1 Analisis de la infectividad mediante miascopia de fluorescencia

Las células HelLa y ELL-0 fueron preincubadas eseneia dalynasore 80 uM
durante 30 minutos a 37 °C, se lavaron y se inombeon el virus rNDV-F3aa-mRFP a
una dilucién 16 (0.1 m.o.i.)en el caso de HeLa y @1 m.o.i.) en el caso de ELL-0 y
en presencia ddynasore durante 1 h a 37 °C. Después se incubaron othamas en
presencia del inhibidax 37 °C y la infectividad se cuantificé a las 24.ts resultados
obtenidos sobre el efecto del tratamiento de estebidor de dinamina en la
infectividad del NDV se muestran en la siguiengeifa (Figura 48).

Debe sefalarse que en este estudio de infectiadadomo con el resto de
inhibidores de la endocitosis excepto BIM, se ewrmole diluciones de rNDV-F3aa-
MRFP para conseguir un nivel de infectividad emagstras control en torno al 40 %-
50 %, ya que si se emplean concentraciones magoreg observan diferencias entre
muestras control y tratadas debido a la gran imdetd de este virus (Schowaltral .,
2009).
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Figura 48- Efecto deldynasore sobre la infectividad del NDV. A) Fotografias
de un experimento representativo. B) El % de infet@id cuantificado a partir de
fotografias tomadas en 3 campos al azar con etiwabj@0x contando el numero de
células rojas respecto del numero total de célylasultiplicado por 100. Los datas
corresponden a la media + SD de 3 experimentogpérdbentes. Estadistica test t|de

Student, *** extremadamente significativo p<0.061muy significativo p<0.01.

Los datos (Figura 48 y Tabla 12 de la pag. 141alsefique en ambas lineas
celulares ebynasore determina una inhibicién de infectividad de apnoxdamente el
80 % (con la concentracion M). Este dato coincide con la inhibicion de la fursi
por dynasore, aunque de manera similar a los estudios de fusidbloqueo de la
infectividad fue muy superior a la activacién del @cido (Figura 42) o a la inhibicién
por BIM (Figura 46) concluyendo, como se ha seftakau el apartado anterior, que la

dinamina es importante en la entrada del virusatiasie la entrada por endocitosis.
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4.9.2.2.2 Andlisis de la infectividad mediante FACS

Para estos estudios se infectaron células HelEALyO, previamente tratadas
con dynasore a una concentracion 80M, con NDV Clone 30 a 1 m.o.i. segun se
resume en el apartado anterior. La infectividad NlBV se analizé mediante FACS
segun se recoge en el apartado de Métodos 3.5.R&8.ZFigura 49 muestra los

resultados obtenidos en esta serie de experimentos.
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Figura 49 — A) Analisis mediante FACS. Se muestra un expamim
representativo (Rojo: control negativo; negro: ocanpositivo; verde: células tratadas
con dynasore). B) El % de infectividad cuantificado a partir Be“G mean” de tres
experimentos llevados a cabo de forma independiénte resultados se normalizarpn
asignando al control 100% de infectividad. Los datorresponden a la media = SD|de

3 experimentos independientes.
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Como puede observarse, Figura 49 yarah, el tratamiento codynasore
determina una disminucion del nivel de infectividial NDV de aproximadamente 75
% - 80 % en ambas lineas celulares, coincidientdda® datos obtenidos en el ensayo
de microscopia de fluorescencia. El tratamientogdulas HelLa determiné la aparicion
de dos poblaciones (verde) con una inhibicion denfactividad mayor en una

poblacién que en la otra.

4.9.2.3 Efecto del tratamiento de las células diar@n dynasore sobre la

unioén virus-célula

Para analizar si el efecto negativo dighasore mostrado en los apartados
anteriores se debe a la inhibicion de la uniorvitak a la célula se analizé el grado de
unién del NDV a las células tratadas con este cestpumediante ensayos de FACS
(apartado 3.5.9 de Métodos). Las células HelLa y-Blske preincubaron caiynasore a
una concentracion 8AM. Después se incubaron con NDV “Clone 30" a 1 men
presencia del inhibidor durante 1 h a 4 °C paranjpierla unioén del virus, se lavaron
varias veces para eliminar el virus no unido y pararon las muestras para FACS.

Los resultados se muestran en la siguiente figura:

g 3 .
w m
FLl_Heigh1 10° 1D‘FL]--|_iD'eigh1 107 10
HelLa ELL-0

Figura 50- Efecto deldynasore sobre el grado de union virus-célula analizado
mediante FACS (Rojo: control negativo; negro: coinpositivo; verde: células tratadas

condynasore).
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Por tanto, los resultados obtenidos indican qugao de unién virus-célula no
es afectado por el tratamiento adymasore, es decir, que el efecto negativo observado
en la fusion e infectividad viricas se ejerce en tase del ciclo virico posterior a la

union.
4.9.2.4 Efecto detlynasore postinfeccion

Las células HelLa y ELL-0 se infectaron con rNDV-&3aRFP a una dilucion
de 10° y 10* respectivamente (0.1 y 1 m.o.i.) durante 1 h &3% a distintos tiempos
una vez anadido el virus se incubaron dynasore 80 uM (apartado de Métodos

3.5.24.2). Los resultados obtenidos se muestrda siguiente Figura:

50
45

35
30 ,7J—w -|_ T
25 |
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O Hela
B mELL-O

% Infectividad

Control 5 min 10 min 20 min 1h

Figura 51- Efecto del tiempo de adicion dignasore sobre la infectividad de
NDV. El % de infectividad se calculé a partir deéofgrafias tomadas en 3 campos al
azar con el objetivo 10x contando el nimero delagltojas respecto del numero tatal
de células y multiplicado por 100. Los datos ser@sgn como la media = SD de 3

experimentos independientes.

En la Figura 51 se observa que el efecto negasVdytiasore se ejerce durante
los primeros 5 minutos de la interaccion del vicas la célula diana. Se ha descrito que
la cinética de accion delynasore es muy rapida, con una habilidad para bloquear la
mitad de las nuevas vesiculas endociticas formdegsués de 3-4 minutos, y capaz de

bloquear casi totalmente la iniciacion de vesic@a®s 6.5 minutos (Abbagt al.,
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2008), lo que explica que a partir de los 10 misute infeccidbn no se observe ningun
efecto negativo sobre la infectividad del NDV.

En resumen, los resultados mostrados en relacidnlecaccion dedynasore
sobre las actividades del NDV indicarian que, ahoseen células HelLa y ELL-O0, el
virus necesita dinamina para entrar en la céludaalial igual que se ha descrito para
virus como el HIV (Miyauchiet al., 2009), HPV16 y BPV1 (Abbast al., 2008).
Nuestro grupo ya habia sefialado que el NDV podliaantla ruta endocitica mediada
por caveolas (Cantiet al., 2007); estos resultados serian consistenteksabtenidos
anteriormente ya que dynasore bloquea tanto la ruta mediada por caveolas como po

clatrina porque en ambas se necesita que se patubiroélisis de GTP por dinamina.

4.9.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DIANA C ON
CONCANAMICINA A, MONENSINA O CLOROQUINA SOBRE LAF USION,
INFECTIVIDAD Y UNION DEL NDV

Los siguientes inhibidores de endocitosis que éstuas fueron tres compuestos
qgue impiden la acidificacién del endosoma (Tabldeb apartado de Métodos 3.5.24,
pag. 66): concanamicina A (ConA), que es un inlmbide la ATPasa vacuolar;
monensina, unoforo que previene la acidificacion del endospynaloroquina (CQ)
agente lisosomotropico que alcaniliza las vesiceladociticas. Los tres compuestos
inhiben la entrada de virus que requieren pH acido.

De nuevo se utilizd como diana las lineas celuldteka, ELL-0, MEB4 y
GM95 ya que la incubacion de las lineas CHO y Lemi estos inhibidores provoco
gran dafo celular, como se muestra en los resgltddoviabilidad mostrados en la

siguiente Tabla:
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Linea Control Control | ConA Monensina Monensina CQ Control
celular | negativo positivo = 5nM 2.5uM 2.5uM 10nM  DMSO
+NDV

98.4 96.9 99 96.8 96.5 98.3 97.7 97.9
ELL-0 | 98.9 95.2 94.9 94.7 95.7 95.9 98.4 95.9
MEB4 | 97.8 96.3 96 95.5 96.2 94.6 96.3 96.7
GM95 | 96.5 97.2 95.2 94.3 94.6 94.5 95.3 96.3
CHO 97.9 98.1 15 10.3 16.2 11.3 32 97.9
Lecl 98.2 97.4 7.8 11.1 10.6 9.3 37 95,7

Tabla 11- El % de viabilidad en células tratadas o no déerehtes inhibidores

(2]

de la endocitosis calculado mediante la técnicaygan blue. Control negativo: célula
sin tratar ni infectar; control positivo: célulasfectadas sin tratar con el inhibidor;
control DMSO: células incubadas con DMSO e infeasad

4.9.3.1 Efecto del tratamiento de las células diaredn ConA, monensina o

CQ sobre la fusién del NDV con células de cultivo

Para analizar el efecto de estos tres compuestda frsion virus-célula, las
células se incubaron durante 1 h y 30 min en poisaete ConA (5 nM) 0 monensina
(2.5uM) 0 1 h con CQ (10 nM); se lavaron y se incubazon 2ug NDV-R;g durante
30 min a 4 °C para facilitar la union (en preseragalos inhibidores). Después se
lavaron de nuevo y se incubaron durante 1 h a 37af@ién en presencia de los
inhibidores para permitir la fusion virus-célulaamscurrido ese tiempo, las células se
fijaron con PFA al 2.5 % durante 20 minutos y seeobaron al microscopio de
fluorescencia.

Como muestran los datos de la Figura 52 y la TEbIgpag. 141), el tratamiento
de las células con ConA y monensina produjo uniiicibn de la fusion virus-célula
de aproximadamente el 80 % (con respecto al contr@ntras que con cloroquina la
inhibicion que se observo fue menor, en torno &%G&iendo las diferencias altamente
significativas en los 3 casos y en la 4 lineaslasda estudiadas (datos estadisticos

resumidos en la leyenda de la Figura 52).
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Figura 52- Efecto de ConA, Monensina y cloroquina sobreusién del

NDV con células de cultivo. A) Fotografias que nitagsla fusion de NDV con células

de cultivo tratadas o no con los inhibidores (abget0x). B) El % de fusion se calcu
como el numero de células rojas respecto del nuto&bde células y multiplicado p¢
100 a partir de fotografias tomadas en 6 campagaal con el objetivo 40x. Los dat
corresponden a la media + SD de 3 experimentogpérabentes. Estadistica test t

Student, *** extremadamente significativo p<0.061muy significativo p<0.01.
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4.9.3.2 Efecto del tratamiento de las células diaremn ConA, monensina o

cloroquina sobre la infectividad del NDV

4.9.3.2.1 Analisis de la infectividad mediante miascopia de fluorescencia

A) Efecto de ConA y monensina

Las células se incubaron en presencia de ConAM 6 monensina a 2.6M
durante 1 hy 30 min a 37 °C, se lavaron y se im@rbcon rNDV-F3aa-mRFP durante
una 1 h en presencia del inhibidor a 37 °C a uh&idh 10* (1 m.o.i.) excepto en
HelLa que se empled la dilucién™(D.1 m.o.i.). Después se incubaron 4 h méas con los
compuestos; y en medio completo hasta el dia situid.os resultados se pueden
observar en la Figura 53.

Los dos compuestos determinaron la disminucion aeinfectividad de
aproximadamente el 80 % del control (Figura 53apla 12 de la pag. 141) en las 4
lineas celulares estudiadas. Estos resultadosapoidentes con los obtenidos en los
ensayos de fusion resumidos en el apartado aniegon un apoyo mas que indicaria
qgue la ruta de endocitosis utilizada por el NDV afeteria del pH. El dato mas
sorprendente es la inhibicibn observada en céMBB4 y GM95 donde no hemos
detectado activacion a pH acido (apartados 4.8.By) y sin embargo si observamos

efecto negativo de estos inhibidores. Este resuadliscutira mas adelante.
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Figura 53- Efecto de ConA y monensina sobre la infectividied NDV. A)
Fotografias representativas de un experimento. IB) Ele infectividad se calcul6
partir de fotografias tomadas en 3 campos al azaret objetivo 10x contando

namero de células rojas dividido por el niumerol tdéacélulas y multiplicado por 100.

La infectividad de los controles fue en torno ak40Los datos corresponden a la meg
+ SD de 3 experimentos independientes. Estadistict t de Student, **}

extremadamente significativo p<0.001, ** muy sigrativo p<0.01.
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B) Efecto de Cloroguina

Las células se preincubaron durante 1 h a 37 °C doroquina a la
concentracion 10 nM, después se infectaron con HRB&a-mRFP con una dilucion
10* (1 m.o.i.), excepto en Hela que se utiliz6°10.1 m.o.i.) ,durante 1 h a 37 °C en
presencia o no del inhibidor como se describe eapaftado de Métodos 3.5.23.3.
También se analizd el efecto de la adicibn de qgaira a las 5 h postinfeccion
incubando con el inhibidor durante 6 h. Los residsa se resumen en la siguiente
Figura 54.

Los datos (Figura 54 y Tabla 12 pag. 141) indicae @n la linea celular HeLa
la incubacion con CQ produjo una inhibicién casaltale la infectividad mientras que
en ELL-0, MEB4 y GM95 la inhibicion fue de aproxidemente el 60 % cuando el
inhibidor estuvo presente durante la infeccidninfactividad no se vio afectada si CQ
fue afadida a las 5 h postinfeccion, de lo queeskick que el efecto inhibitorio del

compuesto se ejerce sobre los primeros estadia@sctielirico.

-135 -



Resultados y Discusion

A)

Control 1 h preincubacion Cloroquina 5 h postinfeccion

GM95 MEB4 ELL-0 Hela

B)

70

60 =

, |
3 ‘ 1T T @ Control
©
s 4077 - ] — |mcQin
[&]
£ 30 +— - — (— - |ocQ
= *K *X . »
© T T 0 CQ postinfeccion
=) 20 I —

10 — — — — —

kkk
0
HelLa ELL-0 MEB4 GM95
Linea celular

Figura 54- Efecto de la cloroquina sobre la infectividad &DV. A)

Fotografias representativas de un experimento. IB) Ele infectividad se calcul6

partir de fotografias tomadas en 3 campos al aaaret objetivo 10x contando el

namero de células rojas dividido por el niumerol tdéacélulas y multiplicado por 100.

a

Los datos corresponden a la media + SD de 3 expaton independientes. Estadistica

test t de Student, *** extremadamente significatipe0.001, ** muy significativo
p<0.01 y * significativo p<0.05. CQ 1 h: Célulagimrcubadas con CQ solo 1 h antes
la infeccion. CQ: Células preincubadas con CQ deranh, durante la infeccion y 4

mas postinfeccion. CQ postinfeccion: Células indalsacon CQ a las 5 h postinfeccig
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4.9.3.2.2 Andlisis de la infectividad mediante FACS

Las células fueron tratadas de iguanfoique en los apartados anteriores pero
infectadas con NDV “Clone 30" a 1 m.o.i., y el gradke infectividad virica se analizo

mediante FACS como se explica en el apartado deddét3.5.11. Los resultados se
muestran en las siguientes Figuras 55 y 56:
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Figura 55 Analisis mediante FACS del efecto de ConA, momeng CQ sobre |3

1S4

infectividad del NDV. Rojo: control negativo, Verdefecto del inhibidor y Negrg
control positivo (Datos de un experimento reprevit
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Figura 56- Efecto de ConA, monensina y cloroquina sobrenfactividad del
NDV. Los resultados se calcularon a partir de laif@an” de tres experimentops
llevados a cabo de forma independiente. Los refagtae normalizaron considerando el
control (células infectadas no tratadas) como € %0 Los datos corresponden a la
media + SD de 3 experimentos independientes. Esiaalitest t de Student, ***

extremadamente significativo p<0.001, ** muy sigrativo p<0.01.

Los resultados son coincidentes con los mostrado®leapartado anterior
utilizando técnicas de microscopia de fluorescen&h % de inhibicion de la
infectividad del NDV “Clone30” tras incubar con ude los tres compuestos fue similar
al observado en el virus recombinante rNDV-F3aa-mR¥stando en torno al 80 % en
las células tratadas con ConA y monensina (TablpatR 141). Tras el tratamiento con
cloroquina, también los resultados indican que sedyo una disminucién de
aproximadamente un 60 % en todas las lineas cedutaralizadas. En el caso de Hela
se observé menos inhibicion que empleando el vMI®¥/-F3aa-mRFP; probablemente
esta diferencia se deba a que se emplearon diésreahcentraciones de virus 0.1 m.o.i.

en los ensayos de microscopia de fluorescenciamyl. en los de citometria de flujo.
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4.9.3.3 Efecto del tratamiento de las células diaremn ConA, monensina o

cloroquina sobre la union virus-célula

También analizamos el grado de uniéns-célula después de tratar con
ConA, monensina o cloroquina para descartar qudeeto negativo observado de los
tres compuestos sobre la fusion e infectividad NIeV se ejerciera sobre la union
virus-célula. Por ello, las células se incubaronpegsencia del inhibidor a la misma
concentracion utilizada en ensayos anteriores gudssse incubaron con NDV “Clone
30" a1 m.o.i. durante 1 h a 4 °C y en presendiaa@lapuesto. Transcurrido ese tiempo,
se prepararon las muestras para su analisis poSFR@3 resultados obtenidos indican
qgue el tratamiento con estos compuestos, como aspaos, no afecta al grado de
union virus-célula en ninguna de las 4 lineas aedsl estudiadas (Figura 57).
En resumen, la fusion e infectividad del NDV esibida por los 3 agentes que
modifican el pH sin afectar a la union del virutaasuperficie celular. Los resultados
son consistentes con que el NDV utiliza el entrasmamtlocitico para infectar la célula

diana ya que la subida de pH en los organulos dénclixcbloquea la infeccién.
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A) ConA y monensina
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Figura 57- A) Efecto de ConA y monensina sobre el gradordéruvirus-célula (Rojo
control negativo; Negro: control positivo; Verdetldas tratadas con ConA; Azul:

Células tratadas con monensina. B) Efecto de leoglona (Rojo: control negativo;

Negro: control positivo; Verde: células tratadas clmroquina)
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4.10 RELEVANCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

En la siguiente tabla, se resume el efecto deifa® ¢nhibidores de endocitosis

sobre la interaccion del NDV con las células wiilias como células diana del virus.

LINEA CELURR

INHIBIDOR EFECTO HelLa ELL-O MEB4 GM©95
BIM Infectividad | 74.2 73.4 100 76.2
Fusion 5+1.5 1.5+05 ND ND
Infectividad | 24 +7.1 18.2+7.1 ND ND
Dynasore Infectividad | 14.7+7.7 | 27+8 ND ND
FACS
Unidén 100 100 ND ND
Fusion 19.3+3.3| 16.3+6 217 20.8+2.2
Infectividad | 18.5+7 245 + 3.7 25.3+6.5 94+2
ConA Infectividad | 13 +£8 23+8 21.6 £12 20+£5.2
FACS
Unidén 100 100 100 100
Fusion 20.4+5 20.7+4.2 13.2+6 31.8+4.4
Infectividad | 20.1 +4.1 | 20.6 +4.3 1765 20.1+2.4
Monensina | Infectividad | 7.5 + 4 25.1+11 12.1+5 15.1+£3.2
FACS
Unidén 100 100 100 100
Fusion 37.5+56| 383+75 305 3477
Infectividad | 7 £0.8 52.6+6 48.3+1.6 47.1+4
Cloroquina | Infectividad | 35.7 + 4 40 £ 10 33.3+10 346 +8
FACS
Unidén 100 100 100 100
Tabla 12 -Resumen de los resultados obtenidos en el estodianhibidores de
endocitosis. Los datos son % de actividad resp@atontrol.

Estos datos apoyarian que en las lineas celulaka #ELL-0 el NDV puede
utilizar una ruta de entrada alternativa a la fusiérecta con la membrana plasmatica
que seria endocitosis mediada por receptor puestelgtratamiento con BIM produce
una inhibicién de la infectividad del NDV del 30 #&ato que coincide con la activacion
gue produce el tratamiento a pH &cido (apartad8st 4y 4.9.1 Figuras 42 y 46).

Resultados similares se han obtenido con virus adgripe (Rootet al., 2000);
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alphavirus, rabdovirus, poxvirus y herpesvirus t&mlvequieren proteina kinasa C para
penetrar en la célula (Cirongt al., 1990; Constantinescet al., 1991). Ademas,
nuestros resultados muestran que en estas dos loedalares, HeLa y ELL-O,
inhibidores de la ATPasa vacuolar como ConA o casfms que alcalinizan los
endosomas como monensina y cloroquina provocanfuerée inhibicion tanto de la
fusién como de la infectividad del NDV, sefalande dp ruta de endocitosis empleada
es dependiente de pH al menos en ambas lineas.isAsdnmen el mecanimo de
endocitosis utilizado por el NDV intervendria lan@mnina ya que el tratamiento con
dynasore disminuye la fusion e infectividad viricas en logneros minutos de entrada
del virus en la célula. Ademas de utilizar la esdrandependiente de pH (es decir,
fusion directa con la membrana plasmaética), el N@Bwbién utilizaria otra ruta que
seria la endocitosis dependiente de dinamina yereéaun pH acido. La posibilidad de
utilizar diferentes rutas de entrada se ha destaitthbién para otros virus como los
retrovirus JSRV y ASLV, cuya fusion y entrada peisér independiente de pH o no, y
ademas implica un paso en el cual para que se zrada entrada y fusién se necesita
de la cooperacion del receptor y el pH acido (€bat., 2009). Ambos virus comparten
caracteristicas de virus pH independientes y pheidipntes.

Los resultados obtenidos tras el tratamiento conACy monensina resumidos
en la tabla 12 serian un apoyo adicional a la cei@mh de que el pH &cido de los
endosomas juega un papel en la infectividad del N&g&'gun ya se ha mencionado en el
apartado de los estudios del efecto de pH solies eglulas. Sin embargo, resulta
sorprendente que en las lineas MEB4 y GM95 tandeéobserve una fuerte inhibicion
por ConA, monensina y cloroquina y sin embargoaolsserve activacion de la fusion
a pH acido ni efecto del inhibidor de PKC (BIM).t&slato podria indicar que en estas
lineas celulares se estaria usando un tipo de osiediferente al utilizado en HelLa y
ELL-O o bien que estos inhibidores estuvieran fimtendo en MEB4 y GM95 en el
trafico de otros compuestos o0 en otras funcionksaces afectando negativamente a la
infectividad del virus. Son necesarios futuros expentos para esclarecer los
resultados obtenidos en MEB4 y GM95.

Nuestros datos indican que la incubacion con cldr@gjdetermina una menor
inhibicion que con los otros inhibidores tambiétudmdos. Esto podria deberse a que
al medir el pH en las vesiculas celulares durahteaamiento con inhibidores de la
acidificacion, se ha encontrado que ningun inhibidonsigue que el pH dentro del

endosoma llegue a ser neutro a menos que se useent@ciones muy altas. Por ello,
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la efectividad de ConA y de cloroquina a la horaudleir el pH dentro del endosoma no
seria equivalente y dependeria del tipo celulahd®alteret al., 2009). Sin embargo,
podemos concluir que la inhibicion de la infectadddel NDV producida por este
agente lisosomotrépico de en torno al 60 % expacque el ambiente de pH acido que

se da en la via endocitica estimula la fusiongnkaada del virus.

En resumen, nuestros datos apoyan que el NDV puédar diferentes rutas de
entrada dependiendo de la linea celular. La rutecipal seria la fusion directa con la
membrana plasmatica. Un porcentaje de virus potinfabién utilizar la entrada
endocitica. Dependiendo de la linea celular, esteada dependeria de receptor y
dinamina (en ELL-0 o HelLa por ejemplo). En esteocatpH acido seria un acelerador
de los cambios conformacionales que debe sufprdéeina F para mediar la fusion de
membranas, bien directamente, o a través de laaauién HN-F. En otras lineas
celulares que poseen una composicion diferentéatgbconjugados como GM95 (sin
gangliésidos) y MEB4 (solo GM3), no existiria eteptor adecuado para permitir la
endocitosis mediada por receptor. En este casefeeto negativo de los agentes que
bloquean la acidificacion de los endosomas sefigddea que se estan afectando otros

aspectos viricos y/o celulares a esclarecer.
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10.

El NDV reconoce preferentemente receptores sialdate la célula diana

con enlacesi2—3.

El NDV también puede reconocer receptores sialfadon enlaces
02—6 bien presentes de forma natural en la célulaen lifiadidos

mediante resialilacion por la accion dex@—6)N-SIAT.

Los gangliésidos de la célula diana no son impnesigies para la fusion

de membranas y la infectividad del NDV.

Las proteinadl-glicosiladas son necesarias en la fusion e inieetd del
NDV.

El aumento de la concentracién de gangliésidosaemdémbrana diana
suple el requerimiento dé-glicoproteinas en la entrada del NDV.

La activacion ejercida por el pH acido sobre ladagiel NDV depende

de la composicion de la membrana diana.

El NDV se inactiva cuando se expone a pH acido ipneente a la

interaccion con la célula diana.

El pH acido podria rebajar la barrera energéticaseria para “disparar”
los cambios conformacionales de la proteina F dV ldue conducen a

la fusibn de membranas.

La entrada del NDV mediante endocitosis es depatelige la proteina
kinasa C (PKC) y de la GTPasa dinamina.

El descenso de pH en los compartimentos endocitieda célula diana

es importante para la entrada del NDV.
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