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PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

JL. da SILVA, M.M. KANASHIRO, D.L. BRUM

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN: Se describen los anticuerpos monoclonales (AcMs) producidos contra los virus de la
fiebre aftosa tipos O, A y C. Para la caracterizacion preliminar se utilizaron las pruebas de virus-
neutralizacién y seroproteccién, y para la reaccién de los AcMs, 1a prueba EITB con la proteina
desnaturalizada del virus. Algunos AcMs que no neutralizaron la infeccién del virus en cultivos de
tejidos se mostraron capaces de neutralizarla en ratones lactantes. Los AcMs designados 7TEE6 y
7JA1, originarios del virus C, Indaial, mostraron reaccién cruzada con los virus heterdlogos O,

Campos y A,, Cruzeiro de la fiebre aftosa.

Laproteccion de animales contrala infeccion
por aftovirus es una tarea compleja que puede
ocurrir mediante varios mecanismos. Por ejemplo,
la neutralizacién directa o indirecta del virus infec-
cioso a través de anticuerpos y fagocitosis se ha
propuesto como un mecanismo principal de defensa
inmunoldgica contra la invasién viral (/9). La
introduccién de la tecnologia de anticuerpos
monoclonales (AcMs) ayuda a entender los
mecanismos de neutralizaciéon viral (20), carac-
teriza la extensa diversificacion antigénica de los
virusy define los lugares antigénicos dela superficie
viral (6,7,9).

Numerosas agrupaciones utilizan AcMs para
entender lacomplejidad antigénica delos aftovirus.
Analisis secuenciales de mutantes resistentes de
AcMs de aftovirus tipo O (cepa O,K) (/2), iden-
tificaron cuatro sitios antigénicos, uno delos cuales
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corresponde a la regidn sensible a la tripsina en la
secuencia aminoacida 140-160y al residuo 208 del
extremo C del VP,. Unssegundositio, involucrando
los aminoacidos 43 y 44, fue identificado también
enel VP,. El tercero estaba asociado a los residuos
de 1a secuencia de los amino4cidos 70-73, 75, 77y
131 del VP, y el ultimo, en el residuo 58 del VP,
(12).

Para el aftovirus tipo A (cepa A, Holanda)
(23) se informaron cuatro sitios antigénicos: el
primero fue sensible a la tripsina e incluyé la
secuencia 140-160del VP, mientras que el segundo
nofue sensibleala tripsina eincluy6 principalmente
el VP,. Se encontraron otros dos sitios menos
significativos en los residuos 169 del VP, y en el
extremo C del VP,

Los conocimientos actuales sobre los epitopes
discontinuos de los sitios antigénicos del serotipo
C (cepa C-S8) de la fiebre aftosa que son inde-
pendientes del sitio A (VP, 140-160), fueron
revisados recientemente (/4). Uno de estos sitios,
llamado sitio C, corresponde al extremo carboxi
del segmento del VP,. Aunque en el aftovirus tipo
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O los sitios A y C en conjunto forman un dominio
(domain) discontinuo (sitio 1), en los virus tipo C
aparecen como sitios continuos independientes.
Otro sitio en este ultimo virus, localizado cerca del
¢je de la capside de la tercera generacién, es un
dominio antigénico discontinuo que aparece como
uno de los principales sitios antigénicos (/3),
mientras que un tercer sitio antigénico indepen-
diente estd localizado cerca del eje de la cdpside de
laquinta generacién. Ademas, Mateuetal. (14,15)
describieron por lo menos otros 14 epitopes
continuos diferentes en el sitio A y dos epitopes en
el sitio C, utilizando un panel de 18 AcMs neutra-
lizantes, algunos de los cuales se incluyen en este
estudio.

Ungrupode AcMs dirigidos contradiferentes
sitios antigénicos puede ser muy itil para el estudio
delaantigenicidad delas vacunas. Ademads, pueden
transformarse en una importante herramienta
epidemiologica parael estudiode relacionamientos
antigénicos entre las cepas de virus de vacuna y los
virus de fiebre aftosa que aparecen en el campo y
ayudan en la definicion de la estrategia adecuada
de las vacunas.

Este informe describe la produccion de series
de AcMs contra los aftovirus tipos O, Ay C. Su
caracterizacion preliminar se discute con base en
los resultados obtenidos con pruebas de virus-
neutralizacién y de seroprotecciony por su reaccion
con proteinas virales en EITB.

MATERIALES Y METODOS

Virus: En este estudio se emplearon las cepas de
virus utilizadas para la formulacién de vacunas
contra la fiebre aftosa en la mayoria de los paises
de Américadel Sur: O, CamposBr/58, A,, Cruzeiro
Br/55 y C, Indaial Br/71. Normalmente, las
preparaciones virales fueron inactivadas con BEA
(4) y purificadas en un gradiente de cloruro de
cesio.

Inmunizacion: Se inocularon, semanalmente,
ratones Balb/c machos de 6 a 10 semanas de edad
por via intraperitoneal con 40/pg de preparacion
viral purificada, inactivada o sin inactivar. Para la

Silva et al,

primera inoculacion, se emulsionaron muestras de
virus en adyuvante de Freund completo. Para la
segunday tercera inoculaciones seutiliz6 adyuvante
de Freund incompleto. La cuarta inoculacion fue
administrada sin adyuvante, dos dias antes de la
fusién.

Anticuerpos monoclonales: Bazos de ratones
inmunizados, removidos asépticamente, se lavaron
y maceraron en medio Eagle modificado Dulbecco
(DMEM). Las células fueron cosechadas y
concentradas por centrifugacion a 1000g durante
8 minutos a 4°C. Los pellets se trataron con
solucién tampén ACK (NH,CI 0,15 M; KHCO,
0,01M; Na,EDTA 0,01 M) por un minuto en bafio
frio y después neutralizados con 40 ml de DMEM
conteniendo suero fetal bovino (5%) y heparina
(5 U/ml). Posteriormente, la suspension celular
fue centrifugada y los pellets resuspendidos en
DMEM.

Células de mieloma SP,/0 Ag 14 en sufase de
crecimientoexponencial se cultivaron en un medio
SP2 (DMEM con 2mM de L-glutamina, 1 mM de
piruvato de sodio, adicionado de 15% de suero fetal
bovino), y fueron lavadas y resuspendidas en
DMEM. Las células de bazo y de mieloma se
mezclaronen una proporcion de4: 1 respectivamente
y fueron centrifugadas. Los pellets de células se
dispersaron cuidadosamente y las fusiones se
realizaron adicionando 1 ml de polietileneglicol
1500 (NBS Biologicals*) (PEG 1500 50% p/v en
DMEMYy 5% dimetilsulf6xido) para cada 1,8 x 108
células, mezclando por rotacion durante los dos
minutos siguientes. Inmediatamente después, se
adicionaron, lentamente, 20 ml de DMEM por un
periodo de tres minutos, usando un cuentagotas.
Lascélulas suspensas se pipetearon cuidadosamente
y se incubaron a 37°C por 15 minutos en bafio de
agua.

Después de la incubacion, los sobrenadantes
se trasladaron a tubos limpios, los volimenes se
ajustaron a 40 ml con DMEM y se centrifugaron.
Los pellets fueron resuspendidos en un medio

* La mencion en este trabajo de firmas comerciales o de sus
productosessolopara identificacién y no constituye endoso por
los autores o sus organizaciones.



HAT (SP2 con hipoxantina 0,1 mM, aminopterina
0,0004 mM y timidina 0,016 mM) con 2,5 x 10°
células/ml, aproximadamente, y distribuidas en
placas de 96 pocitos conteniendo 0,2 ml/pocito.
Las placas se colocaron en una incubadora a 37°C
en atmosfera humeda con 5% de CO,.

El crecimiento del hibridoma se examind
diariamente, hasta que se observaron aproxima-
damente 300 células en la colonia de hibridomas.
Los sobrenadantes se recolectaron y analizaron por
la prueba ELISA, como se describe mas abajo,
buscando anticuerpos especificos. Hibridomas
positivos fueron clonados tres veces por la técnica
de dilucién limitante. Los hibridomas se mantu-
vieron en un medio de cultivo HT (medio SP2 con
0,1mM de hipoxantina y 0,016 mM de timidina).

Prueba ELISA: Los hibridomas se sometieron a
pruebas ELISA segun los métodos descritos (2).
Resumiendo, las placas ELISA (Nunc Immu-
noplates*) se cubrieron con suero hiperinmune de
conejo especifico a cada tipo de aftovirus (O, Ay
C), para que actuasen como anticuerpos de captura.
En cada placa se colocaron aftovirus homologos a
cadaanticuerpo decapturay seincubaron. Despugés
de la incubacion y los correspondientes lavados,
los sobrenadantes de cada cultivo de hibridoma se
sometieron a reaccion con el virus homologo, por
30 minutos, a 37°C.

Las reacciones positivas se detectaron adicio-
nando un conjugado de inmunoglobulina caprina
antiratoncon peroxidasade rabanitoy desarrollan-
dola con dihidrocloruro de ofenilenediamina.

Caracterizacén de anticuerposmonoclonales: Los
isotipos de AcM se determinaron por la prueba de
immunodifusion en gel de agar (IDGA), utilizando
antisuero especifico para cada isétipo.

Las concentraciones de AcMs se determi-
naron por IDGA como se describié (22). En
resumen, s¢ prepard agarosa al 1% en 10 mM de
Tris-HC1, 140 mM de NaCl y 0,1% de NaN..
Después de la fusion de la agarosa, se adicionaron
90 pg de I1gG bovina antiratén por cada 12 mi de
la solucion de agarosa a 40-50°C, y fue vertida en
placas Petri de 10 cm de didmetro. Se hicieron siete
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pocitos en cada placa y se llenaron con 10 pl de los
AcMs correspondientes. Las concentraciones de
AcMs se estimaron midiendo el halo de preci-
pitacion, comparandolo con padrones basados en
datos obtenidos en concentraciones de AcMs
conocidos (0 pg; 0,2ug; 0,4 ug; 0,8 ug).

La capacidad de los AcMs para neutralizar la
infecciosidad de los virus in vitro e in vivo fue
comprobada por pruebas de virusneutralizacion
(VNT)yde seroproteccion (MPT), respectivamente.
Parala VNT (10), se distribuyeronsuspensiones de
cultivo de células IBRS-2, conteniendo 3 x 10°
células/ml, en cantidades de 0,1 ml, en 96 pocitos
y se incubaron a 37°C por 24 horas, en incubadora
con CO,.

Cuatro soluciones de la cuarta generacion de
AcMs positivos seincubaron convirus previamente
titulados (100 DICT, ) a 37°C por 1 hora. Esta
mezcla de virus y AcM se distribuyé en cantidades
de 0,1 ml sobre la camada de cultivo celular. Los
titulos de AcMs se expresaron como el log, de la
reciproca de la dilucién mas baja de AcM que
permitié la formacion de placas.

La prueba de MPT se realizé como descrito
(8). En resumen, ratones lactantes de 4 a 6 dias de
edad se inocularon por via subcutidnea con 0,1 ml
de AcMs sin diluir. Una hora mas tarde, se les
inoculd por via intraperitoneal con 0,05 ml de
cuatro diluciones seriales de virus de la décima
generacion (10, 107, 10y 10-%). La DI, de los
virus en presencia de AcMs se calculd por el
método Reed Muench y el resultado se expreso
como el indice de seroproteccion. Los sueros de
control positivos y negativos y las titulaciones de
virus se incluyeron en los procedimientos VNT y
MPT. Los resultados se aceptaron solo cuando
estos controles estaban en concordancia con los
titulos padrones previamente establecidos.

Para determinar la reaccidon de los AcMs con
la proteina estructural del virus, se realizé una
prueba EITB segun el procedimiento descrito en el
manual técnico del "Mini Trans-Blot BIORAD*".
Las proteinas estructurales del virus se separaron
en SDS-PAGE con 10% de acrilamida/bisacrila-
mida. Para cada gel se utilizaron 100 pg de virus
purificado en un gradiente de cloruro de cesio y se
trasladaron a membranas de nitrocelulosa. Se usé
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una solucién de albiimina de suero bovino (BSA)
al2%en PBS (0,136 M NaC1; 0,002 MKC1; 0,01
M Na HPO,; 0,001 M KH,PO,), para saturar
membranas de nitrocelulosa durante la noche, a
5°C. Tiras de membranas de nitrocelulosa saturadas
se sometieron a reaccién con cada sobrenadante de
AcM diluido al 1:2 en PBS con 2% de BSA
(tampén diluyente) y fueron incubadas a 25°C
durante dos horas bajo constante agitacion. Poste-
riormente, las tiras de nitrocelulosa se lavaron tres
veces con PBS conteniendo 0,05% de Tween 20, se
adiciono6 un conjugado de inmuno globulina bovina
antiraton con peroxidasa de rabanito y esta prepa-
racion fue incubada por una hora. La reaccién se
realizé con 4-cloro-1-naftol (/6).

RESULTADOS

Anticuerpos monoclonales: El proceso de
inmunizacién con virus vivos y/o inactivados y
purificados de la fiebre aftosa provocé una buena
inmunidad en ratones, contra cada cepa del virus.
Sin embargo, la inoculacién usando virus sin
inactivar produjo un nimero mayor de hibridomas
positivos. Las fusiones resultaron en 120 lineas de
hibridomas celulares secretando anticuerpos
continuamente. De estos, 35 fueron hibridomas
especificos para O, Campos, 58 para A,, Cruzeiro
y 27 para C, Indaial.

Los datos de 20 AcMs contra cada cepa de
virus se muestran en los cuadros 1, 2 y 3. Fueron
seleccionados entre todos los AcMs obtenidos en
este estudio, basados en sus caracteristicas (este
informe) y su falta de reaccién cruzada con otras
cepas de aftovirus de un serotipo diferente (datos
no mostrados).

Las colonias de hibridomas fueron clonadas
para certificar la homogeneidad y estabilidad en
las lineas de hibridomas celulares. En cada caso, s¢
confirmé la buena capacidad de secreciéon de
anticuerpos de las lineas de hibridomas celulares.

Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales:
Enlos cuadros 1, 2, y 3 se muestran los isotipos de
AcM. Todos los isétipos IgG3 fueron capaces de
neutralizar la infecciosidad del virus en ratones

Silva et al.

lactantes. La iinica excepcion fue el AcM 7JAL,
que mostrd reaccién cruzada con los virus O y A.

Las concentraciones de AcMs por IDGA
mostraron grandes variaciones en laconcentracién
de AcMs de los sobrenadantes de los cultivos de
hibridoma (cuadros 1, 2 y 3). Estas diferencias
fueron inherentes a cada hibridoma, aunque es
posible que el manejo de los cultivos de hibridoma
haya tenido alguna influencia en la concentracién
de AcMs.

Se detectaron reacciones cruzadas en las
prucbasELISA. Los AcMs7EE6y 7JA 1, originarios
de la cepa C, Indaial, también tuvieron reacciones
variables con los virus O, Campos y A,, Cruzeiro
(figura 1). De estos dos AcMs, solo el 7EE6 mostré
titulos altos en las pruebas de seroneutralizacién y

Cuadro 1. Propiedades de los AcMs para el
aftovirus tipo O

MONO- ISOTIPO CONC* VNT* MPT* EITB¢
CLONAL

11HC10 K/1gG3 - >3,50 4,27 VP1*

11AD6 KlgG2a 186 <1,20 235 CONFf
12BBS K/1gG3 162 <1,20 3,25 CONF.
12FAS K/ - 10 <1,20 0,88 CONF.
12DB7 K1gG2a 99 1,90 2,83 CONF.
12GG11 KTgG2a 118 <1,20 0,00 CONF.
12EH6 K/1gG1 118 <1,20 0,06 CONF.

12FG2 K/IgM — <1,20 0,38 CONF.
36AF8 K/ - — <120 — VP1
12CA12 K1gG1 47 <1,20 — CONF.

13EG1 KTgG2a 118 <1,20 0,00 CONF.
13EC5 K/1gG1 108 < 1,20 0,00 CONF.

13DG11 K/IgM — <1,20 0,31 CONF.
34CH4 K/ — 33 < 1,20 0,50 CONF.
36AC6 K/1gM — > 3,60 2,50 CONF.
36BES8 K/g2a — 1,90 — VP1

36CC2 KlgG2a 129 <120 <125 CONF.
36BB11 K/1gG1 108 <120 — CONF.

36AAS8 KigG2a 118 <120 <1.25 CONF.
36ADS K1gG2a 186 <1,20 <125 CONF.

* Concentracién de AcMs determinada por la prueba de
inmunodifusién en gel de agar.

® Titulos en pruebas de virusneutralizacién.

¢ [ndice de seroproteccién, determinado por pruebas de
seroproteccién.

4 Prueba de EITB.

* Reacciones positivas y 'negativas con proteinas de virus
desnaturalizados determinadas por EITB.

~ No determinado.
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Figura1.Reacciénde AcMs 7EE6 (A) y 7JA1(B)
contra virus homélogos (C, Indaial) y hete-
rélogos (O, Camposy A,, Cruzeiro) en pruebas
ELISA

seroproteccién convirus homdlogos (cuadro 3).La
reaccion cruzada con 7EE6 en VNT y MPT resultd
en titulos de <1,20 y 1,52 respectivamente para O,
Campos y de <1,20 y 0,55 para A,, Cruzeiro.

La capacidad de los AcMs para neutralizar la
infecciosidad viral en cultivos de tejidos se estudié
por VNT (cuadros 1, 2 y 3). El virus A, Cruzeiro
parecié inducir, principalmente, los AcMs de bajos
titulos de neutralizacién. Exceptuando el 31DF4,
todos los titulos de AcMs del A, Cruzeiro fueron
de 1,80 o menos en la VNT. Por el contrario, con
laMPT el A, Cruzeiro indujo un nimero mas alto
de AcMs con alto indice de seroproteccion. 17 de
los AcMs mostraron un titulo MPT de 2,00 o mas
(cuadro 2). La cepa del virus O, Campos presento
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pocacapacidad para generar AcMs con propiedades
protectoras o neutralizantes, especialmente si
comparada conlos AcMsobtenidos de losvirus A,
Cruzeiro y C, Indaial.

Los datos sobre la capacidad de los AcMs
para proteger ratones por MPT se muestran en los
cuadros 1,2y3. Laneutralizaciondelainfecciosidad
de los virus por MPT mostr6 resultados diferentes
de los observados en VNT. Asi, muchos AcMs que
no neutralizaron la infecciosidad del virus en
cultivos de tejidos, en MPT protegieron ratones
lactantes.

De las proteinas virales definidas por los
AcMs en EITB (cuadros 1, 2 y 3), una media de
50% de los epitopes identificados por los AcMs

Cuadro 2. Propiedades de los AcMs para el
aftovirus tipo A

MONO- ISOTIPO CONC* VNT® MPT¢ EITB!
CLONAL

16ECI11 K/ — 118 <1,20 3,00 VPI1*
16EC2 K/1gM - <1,20 3,00 CONFf
17CA6 K/1gG2a 33 < 1,20 1,25 CONF.
31DC7 K/1gG3 140 <1,20 2,24 VP1

31DE3 K/ - 20 < 1,20 3,00 VP1
31DBS8 K/— 162 <1,20 4,02 VP1
31DF4 K/1gG3 33 3,40 4,03 VP1
31EF12 K/1gG2a 15 1,80 4,25 CONF.
31EH2 K/ — 47 1,50 2,75 CONF.
31ED1 K/1gG2a 47 1,40 4,50 CONF.
31EE8 K/1gG2a 63 1,60 1,50 CONF.
31EAL2 K/1gG2a - 1,30 2,00 CONF.
31EG9 K/1gG2a 63 1,30 4,65 CONF
31EB2 K/1Gg2a 63 1,40 4,25 CONF.
31FE7 K/— 162 <120 3,10 VP1

31FA4 K/1gG2a 150  <1,20 3,15 VP1
31GAé6 K/1gG3 70 < 1,20 3,85 CONF.
31GA3 K/1gG3 118 <1,20 335 VPI
32AAS5 K/g2a 140 <1,20 0,85 VP1
32DH3 K/IgG2a 186 <1,20 4,25 CONF.

Concentracién de AcMs determinada por la prueba de
inmunodifusién en gel de agar.

Titulos en pruebas de virusneutralizacion.

indice de seroproteccién, determinado por pruebas de
seroproteccion.

Prueba de EITB.

Reacciones positivas y negativas con proteinas de virus
desnaturalizados determinadas por EITB.

- No determinado.

o
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Cuadro 3. Propiedades de los AcMs para el
aftovirus tipo C

MONO- ISOTIPO CONC* VNT® MPT¢  EITB!
CLONAL

1BHS8 K/ - 26 1,90 2,22 VP1*
2LC9 K/ - - <120 1,70 VP1
7TABS K/1gG3 250 3,50 >4,75 VP1
7AH1 K1gG2b 211 <1,20 0,60 VP1
7BH11 K/l1gG2b 236 <0,61 1,25 CONFf
7CA8 K/1gG3 295 >3,60 3,25 VP1
7CH1 K/1gGl1 200 1,90 3,75 VP1
7CAll K/1gG1 160 3,50 3,60 VP1
7DH4 KlgG2b 165 <1,20 1,40 CONF.

7DG11 K/1gG1 - <0,61 0,21 CONF.
7DF10 K/gG1 120 1,50 4,32 CONF.

7EE6 K/1gG3 160 3,40 3,07 VP1
7EG3 K/1gG1 — <1,20 0,71 CONF.
TFC4 K/1gG2a 256 <1,20 0,75 CONF.
7FC12 K/1gG1 104 3,30 3,00 VP1
7JAL K/1gG3 90 <0,61 0,46 VP1
7JD1 K/1gG1 200 >3,61 3,50 VP1
TLAS K/1gG3 90 <120 4,25 CONF.
7DH9 K/l1gG2a 295 <1,20 0,60 CONF.
TLE9 K/1gGl1 - - 3,58 CONF.

* Concentracién de AcMs determinada por la prueba de
inmunodifusién en gel de agar.

® Titulos en pruebas de virusneutralizacién.

¢ Indice de seroproteccion, determinado por pruebas de
seroproteccion.

9 Prueba de EITB.

* Reacciones positivas y ‘negativas con proteinas de virus
desnaturalizados determinadas por EITB.

- No determinado.

generados por los virus A, Cruzeiro y C, Indaial,
correspondieron a epitopes no conformacionales
en VP,. Por el contrario, los epitopes identificados
por la mayoria de los AcMs generados por la cepa
O, Campos, resultaron ser conformacionales. Solo
los AcMs 11HC10, 36 AF8 y 36BES reaccionaron
con la secuencia lineal VP, en EITB.

DISCUSION

Todos los AcMs descritos en este informe
contenian cadenas Kappa livianas y la mayoria de
las cadenas pesadas eran del isétipo IgG. Esta

caracteristica refleja el hecho de que 95% de las
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moléculas deinmunoglobulina de ratones contienen
cadenas Kappa livianas y que los procedimientos
deinmunizacién posteriores, normalmente resultan
en una respuesta IgG (/1).

Los AcMs inducidos por O, Campos, que
reconocieron la secuencia lineal del VP,, solo
fueron revelados por los AcMs 11HC10, 36AF8 y
36BB11. Otros AcMs fueron dirigidos a epitopes
conformacionales en la superficie del virién. Se
sugiere que el sitio neutralizante principal de O,
Campos es mas dependiente conformacional que
los observados en los virus A,, Cruzeiro y C,
Indaial (6,13,24).

En un estudio previo (/5), los epitopes
reconocidos por los AcMs del C, Indaial 7EE6 y
7JA1 en la region VP, correspondieron, respec-
tivamente, a los aminoacidos 138 a 156 (sitio A) y
1922209 (sitio C). En este estudio se descubrié que
estos AcMs tienen reaccidn cruzada con los virus
O, Camposy A,, Cruzeiro (figura1). EIAcM 7EE6
presentd actividad neutralizante en la prueba de
seroproteccion sobre virus homoélogos y también
sobre los virus heterologos O, Campos y A,,
Cruzeiro. Aunque los titulos de reaccién cruzada
de los AcMs fueron considerados bajos, estos
hallazgos sugieren similitudes entre los epitopes
neutralizables definidos por el AcM 7EES, tanto
en los virus homélogos como en los otros dos tipos
de virus heterologos. Los estudios contintian para
elucidar mejor estos hallazgos.

El experimento in vitro de VNT es selectivo
para un tipo particular de anticuerpo, capaz de
neutralizar la infecciosidad viral, principalmente
en altas concentraciones (/7). Esto es contrario a
fo que realmente sucede en un hospedero natural o
en una prueba de seroproteccion in vivo, donde
intervienen otros intermediarios inmunoldgicos,
como opsonizacion de anticuerpos y anticuerpos
con complemento, que permiten la fagocitosis de
particulas virales (/8). Adema4s, las clases y
subclases de anticuerpos juegan un rol importante
sobre la activacion complementar y la interaccion
de anticuerpos con receptores Fc en macréfagos o
en neutréfilos (21). De hecho, muchos AcMs con
titulos VNT muy bajos tuvieron un alto indice de
seroproteccion. La situacién inversa no se verifico.
Esto tiene implicaciones importantes para expe-



rimentos y ensayos en que el titulo estd relacionado
a la capacidad protectora de un antigeno. En
cuanto la prueba de seroproteccion generalmente
es considerada la mas relevante en la proteccién de
bovinos, se puede decir que untitulo altoen ratones
de un determinado AcM puede reflejar las
peculiaridades de un isétipo de murino particular
y sus interacciones con fagocitos de murino en
lugar de la situacion en el ganado.

Lasrelaciones entre cepas de aftovirus pueden
ser claramente establecidas en base a la secuencia
de nucledtidos (5). Aunque esta técnica puede ser
una herramienta epidemioldgica util, tiene sus
limitaciones para predecir unaantigenicidad viral,
por ejemplo, la determinacién de una estrategia
vacunal (3). La sustituciéon de apenas um
aminoacido dentro de la regién 138-156 del VP,
muestra que modifica la especificidad antigénica
del virus (I5) y que variaciones en dominios
diferentes del sitio antigénico A también pueden
ser relevantes sobre toda la diversidad antigénica
del aftovirus en el campo (9).

En general, estas consideraciones restringen
la importancia potencial de los AcMs descritos en
este informe para uso en la caracterizacién antigé-
nica de aftovirus obtenidos tanto de brotes en el
campo como en cepas de vacunas. Estas infor-
maciones son particularmente valiosas para
identificar los 4 6 5 sitios antigénicos de la fiebre
aftosa descritos (6,7,9,12,13,23).

Ademas, con el uso de AcMs descritosen este
informe, se encontraron evidencias (/4) de queuna
limitada variacién de secuencias en los sitios
antigénicos independientes de los aftovirus, que
contienen varios epitopes, puede constituir la base
para la diversidad antigénica de estos virus en el
campo. Finalmente, algunos de estos AcMs
probaron su utilidad en el proceso de produccion de
vacunas contra la fiebre aftosa (/, 2), cuantificando
masas antigénicas y determinando ¢l ajuste entre
antigenos activados y virus de desafio.
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