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CARACTERIZACION DETALLADA DE ALGUNOS ANTICUERPOS
. MONOCLONALES QUE RECONOCEN SITIOS
ANTIGENICOS EN EL VP, DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

T.R. DOEL, M.M. KANASHIRO, J.L. da SILVA

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

RESUMEN. Lamayoriade los anticuerpos monoclonales (AcMs) desarrollados contra las cepas O,
Campos, A,, Cruzeiroy C, Indaial de la fiebre aftosa y que previamente mostraron reaccién con el VP,
en "Western Blots”, reconocieron péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia 141-158 de
esta proteina. Un nimero significativo de los AcMs que reconocieron péptidos sintéticos, lo hicieron
de forma heteréloga u homéloga. Asi, muchos de los AcMs A,, Cruzeiro reconocieron un péptido O,
Kaufbeuren y atribuyeron su reaccién cruzada alaregién 141-158 del VP,.Un AcMC, Indaial reconocio
péptidos correspondientes a tres serotipos y fa actividad cruzada fue atribuida a la secuencia 200-
213 del VP,. Generalmente, la reaccién cruzada de un AcM dado se observé con el virus y con el

péptido, pero no con los dos antigenos.

Anticuerpos monoclonales (AcMs) de-
sarrollados contra la fiebre aftosa han sido
extensivamenteusados en investigaciones aplicadas
y fundamentales. Aplicaciones notables incluyen
la definicion de sitios antigénicos en el virus (/0)
y la diferenciacion de cepas, particularmente con
respecto al relacionamiento entre cepas de campo
y cepas de vacuna. En estas tltimas, generalmente
se usan paneles de AcMs como soporte de los datos
obtenidos con reaccionantespoliclonales. Mientras
que el valor de estos paneles en la discriminacion
entre virus estrechamente relacionados o en la
deteccion de pequeiias variaciones antigénicas es
indiscutible, la exacta relevanciadela informacion
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obtenida para los aspectos practicos en el diag-
néstico y control de la infeccién no es tan clara.
Unarazdn paraéstoesque los AcMsescogidos
pueden no ser totalmente representativos de la
reaccion de los anticuerpos policlonales de una
determinada especie, alavacunaciono ala infeccion
con fiebre aftosa. En verdad, 1a combinacion de
consideraciones técnicas e inmunologicas funda-
mentales, tornan dificil que cualquier laboratorio
pueda desarrollar una coleccién comprensible de
AcMs. Vale considerar que la evidencia de por lo
menos cinco sitios antigénicos del tipo O de la
ficbre aftosa se obtuvo de cuatro laboratorios
diferentes (3,11). Otracomplicaciéneslatendencia
a seleccionar AcMs y paneles de AcMs basados en
su capacidad de neutralizar virus in vitro. Aunque
no se pretende desvalorizar la neutralizacion en si,
existen AcMsy sueros policlonales con gran poder
neutralizante in vitro, pero que son conside-
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rablemente menos efectivos en pruebas de protec-
cién in vivo y vice-versa (15).

Resulta claro, entonces, que las colecciones
de AcMs deben ser caracterizadas en forma
comprensible, para asegurarse de que las inter-
pretaciones que se hagan tengan sentido. Con este
objetivo, en el Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa (PANAFTOSA) se ha mantenido un
programa continuo para desarrollary caracterizar
completamente AcMs contra las cepas mas
importantes de América del Sur. Una publicacién
previa (1) describid el alcance de las propiedades
de los AcMs desarrollados contra las cepas 0,
Campos, A, Cruzeiroy C, Indaial, incluyendo su
capacidad para reconocer epltopes independientes
de conformacion, segiun deducido de las reacciones
de proteinas de virus desnaturalizados, asi como de
virus completos, o epitopes independientes de
conformacion, segin deducido de la reaccién de
virusindividuales. En este estudio hemos ampliado
el trabajo con estos y otros AcMs para examinar el
reconocimiento de algunos péptidos sintéticos,
especialmente con referencia a la identificacién de
secuencias unidas.

MATERIALES Y METODOS

Péptidos sintéticos. Estos fueron o bien
gentilmente cedidos por el Dr. Richard DiMarchi
(Eli Lilly Research Laboratories, Indianapolis,
EE.UU.), o preparados por uno de los autores
(T.R.Doel) en el Institute for Animal Health, UK
y donados por el Dr. Mike Parkhouse. Los péptidos
fueron sintetizados por los métodos de fase sélida
T-boc.

Casi todo el analisis basico fue realizado con
tres péptidos basados en las secuencias VP, de las
cepas O, Kaufbeuren, A, Cruzeiroy C, Indmal de
la ﬁebre aftosa (12). Cada péptido incorporé dos
regiones antigénicas de la secuencia VP, y los
péptidos O, Kaufbeuren y A,, Cruzeiro contenian
ammoécndos adicionales entre las dos secuencias y
en cada extremo (7). O sea:

El péptido O, fue ~ C-C-X,-P-P-S-Z P-C-G
El péptido A,, fue  C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-G
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donde C,G,P y S son codigos de una letra para
cisteina, glicina, prolina y serina y:

X, eslasecuencia 200-213 dela cepa O,Kde
la ﬁebre aftosa y es:

R-H-K-Q-K-I-V-A-P-V-K-Q-T-L

X, es la secuencia equivalente de la cepa A,
szelro de la ficbre aftosa y es:

R-H-K-Q-K-I-I-A-P-A-K-Q-L-L

Z eslasecuencia 141-158 de 1a cepa 0,Kde
la ﬁebre aftosa y es:

V-P-N-L-R-G-D-L-Q-V-L-A-Q-K-V-A-R-T

Z, es la secuencia equivalente de la cepa A,
Cruzelro de la fiebre aftosa y es:

G-S-G-R-R-G-D-M-G-S-L-A-A-R-V-V-K-Q

El péptido C, tiene la construccién Z-X.
donde

Z, es la secuencia 134-160 de la cepa C,
Indalal de la fiebre aftosa y es:

T-G-T-T-A-Y-T-A-S-A-R-R-G-D-L-A-H-L-A-A-

A-H-A-R-H-L-P

X_ es la secuencia 196-213 de la cepa C,
Indaial de la fiebre aftosa y es:

P-A-G-D-R-H-K-Q-P-L-I-A-P-A-K-Q-L-L

Otros péptidos usados incluyeron las se-
cuencias individuales 141-158 y 200-213 de los
virus O,y A,, y superposicionde gruposde péptidos
correspondlentes alos péptidos C-C-X -P-P-S-Z -
P-C-Gy C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-G. Cada grupo se
formdporel procedmuento de "tea-bags" (bolsistas
de té) (9) y se compuso de 29 péptidos 12-mer, con
cada péptido superpuesto al préximo en la secuencia
por 11 aminodcidos.

Anticuerpos monoclonales. La mayoria de
los AcMs usados en este estudio ya fueron descritos
(1,17). El AcM 0OC3 (anti-O, Caseros) fue
gentilmente cedido por la Dra. Sandra Farias,
Universidad Federal, Porto Alegre, Brasil. E1 AcM
B2 (anti-O, Suiza 1965) fue descrito originalmente
por Crowther et al. (4).



Inmunoensayos. La prucba de ELISA se
efectué como descrita anteriormente (7), con
pequeiias variaciones. Resumiendo, placas de
plastico (Nunc Immunoplate 1*) se revistieron, a
4°C, con 3 pg/ml de péptidos sintéticos en 15 mM
de tampoén/bicarbonato, pH 9,6, por una noche. Al
diasiguiente, a las placas se adicionaron diluciones
de AcMs y se incubaron a 37°C por 30 minutos.
Después de una incubacién con inmunoglobulina
antiratén conjugada con peroxidasa de rabanito, se
detectaron reacciones positivas con O-feni-
lenediamina/H,0,. La proteina portadorausadaen
el diluyente para el conjugado de enzimasy AcMs,
fue ovalbumina al 1% en PBS, conteniendo 0,05%
v/v de Tween 20.

RESULTADOS

El cuadro 1 resume algunas de las propie-
dades de los AcMs en este estudio, incluyendo su
capacidad para reconocer péptidos sintéticos
correspondientes a dos secuencias del VP . Con
respecto a esta ltima propiedad, en el cuadro 1 se
distinguen claramente dos reacciones. Ningunode
los AcMs, caracterizados previamente Como
reconocedores de epitopes dependientes de
conformacién (/), reconoci6 los péptidos homologos
del VP, ni, cuando ensayados, ninguno de los
péptidos heterélogos. La otra categoria de AcMs,
caracterizada previamente como independiente de
conformacién por su reaccion con el VP, en
experimentos en "Western Blotting”, reconocio
los péptidos en forma consistente y, en particular,
la regién 141-158, como se dedujo con péptidos
correspondientes a secuencias mas cortas. Un
ntimero de AcMs, no caracterizado previamente
sobre su reconocimiento de epitopes dependientes
o independientes de conformacion, se probaron a
ciegas contra los péptidos. Aquellos que reco-
nocieron unode los péptidos, también se mostraron
capaces de unirse a los homoélogos del VP, en
experimentos en "Western Blotting", mientras que

*1_amencion de firmas comerciales o desus productos es solamente
para identificacion y no constituye endoso por los autores o sus

organizaciones,
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los que no reconocieron ningin péptido no se¢
unieron a ninguna de las proteinas estructurales
desnaturalizadas del virus (no se¢ presentan los
resultados). Asi, launion de péptidos representaun
método facil yrapido para iniciar laagrupacion deun
nimero mayor de AcMs.

Experimentando primero con el reconoci-
miento especifico de serotipos, los AcMs O,
11HC10, 36AF8 y 36BES8 reaccionaron con "tea-
bag" de péptidos 12-mer O, cubriendo el locus
Arg-Gly-Asp (RGD) enlaregion 141-158del VP,.
El perfil obtenido con el AcM 11HC10 se muestra
en la figura 1 y difiere un poco de los del 36AF8y
del 36BES en términos del nimero de péptidos
reconocidos alrededor de lasecuenciaRGD. Asi, el
11HC10 reacciond fuertemente con solo tres
péptidos, mientras queel 36AF8y el 36 BE8 tuvieron
reacciones mas amplias, similares a las de los
AcMs OC3 mostrados en la figura 1. Los perfiles
para los AcMs B2 y OC3 se muestran por su
importancia histéricaen relacionaladefinicién de
los sitios antigénicos del virus O, que envuelven al
VP, 140-160, especificamente los sitios 1 y 5,
respectivamente (3). Todos los AcMs A,, que
reconocieron los péptidos A, grandes, indicados
en el cuadro 1, con la posible excepcion del 31FE7
que no fue probado, tambicn reconocieron la
secuencia 141-158-Pro-Cys-Gly del A,,. En gen-
eral, la reaccion de los AcMs A, con un grupo de
"tea-bag" de péptidos A, fue baja, aunque el
31DF4 reconocié fuertemente un péptidodentro de
la secuencia 141-158 (cuadro 1). El fracaso para
definir con mas precision los aminoacidos
reconocidos por los AcMs A, puede deberse a los
tamarios/conformacionesrelativos delos "tea-bags”
de péptidos 12-mer y la secuencia 141-158-Pro-
Cys-Gly. Muchos de los AcMs C, que fueron
caracterizados como reconociendo un epitope
continuo (VP, en el "Western Blotting"),
reaccionaronfuertemente al péptido C, que contenia
las regiones 140-158 y 200-213 del VP,. Todos
estos AcMs, excepto el 7JAl, reconocieron un
péptido menor correspondiente a lasecuencia 140-
160 (resultados no mostrados y ref. /4).

Un rasgo importante de muchos de los AcMs
fuela capacidad de reconoceruno o ambos péptidos
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Cuadro 1. Resumen de las propiedades de los anticuerpos monoclonales (AcMs)

AcMs O, CAMPOS
AcMs Tipo* Sero-* Prueba* Reaccién con péptidos?
Neut Prot 0, C, A, Secuencia
12BBS CON <12 3.25 N 0 - -
36AC6 CON >3.6 2.5 N 0 . -
12FAS CON <1.2 0.88 N 0 - -
12DB7 CON 1.9 2.83 N 0 - -
13EG1 CON <1.2 0 N 0 - -
11HC10 VP, <3.5 4.27 Y ++++ 0 0 PPSVPNLRGDLQ
11AD6 CON <12 235 N 0 - -
12GG11 CON <12 0 N 0 - -
36AF8 VP - - - ++++ ++ ? PPSVPNLRGDLQ
36BE8 VP, - - - ++++ ? ? PPSVPNLRGDLQ
AcMs A,, CRUZEIRO
31EF12 CON 1.8 425 Y - - 0
32DH3 CON <1.2 4.25 Y - - 0
31DF4 VP, 34 4.03 Y ++++ 0 ++++ LPPSGSGRRGDM
32AAS VP, <12 0.85 Y +++ 0 ++++
31FA4 VP, <12 3.15 Y +4+++ ? ++++
16EC11 VP, <12 3.0 Y 0 0 ++++
31GAé6 CON <1.2 385 Y 0 0 0
31GA3 VP, <12 3.35 - 0 0 ++++
31DB8 VP, <12 4.02 - ++++ 0 ++++
31DC7 VP, <12 224 - +++ 0 +H++
31DE3 VP, <12 3.0 - ++ 0 ++
31EH2 CON 1.5 275 - 0 0 0
31FE7 VP, <12 3.1 - +H++ 0 ++++
31CG4 VP, <12 1.25 - +++ 0 ++
31EDI1 CON 1.4 4.5 - 0 0 0
31EA12 CON 1.3 20 - 0 0 0
AcMs C, INDAIAL
TFC12 VP, 33 3.0 Y 0 44+ 0
TLAS CON <12 4.25 N . 0 -
7CA8 VP, >3.6 3.25 Y 0 ++ 0
7CH1 CON 1.9 3.75 Y - 0 -
TABS VP, 3.5 > 475 Y 0 ++ 0
7DF10 CON 1.5 432 N - 0 -
1BHS8 VP, 1.9 2.22 Y 0 +++ ?
2LCo VP, <12 1.7 Y 0 ++++ 0
TEE6 VP, 34 3.07 Y/N 0 +++ 0
7AH1 VP, <12 0.6 - 0 ++++ 0
TCAl1 VP, 35 3.6 Y/N 0 ++++ 0
7JAl VP, <0.61 0.46 - ++++ ++++ ++++ KIVAPVKQTLPP
7JD1 VP, >3.61 3.5 - 0 4+ ?
Adaptado de la Ref. 1.
* Tipo. Indica el tipo de antigeno con el cual el AcM reacciona. Todos los AcMs fueron seleccionados inicial por el reconocimiento del virus en ELISA,

pero fueron discriminados subsecuentemente sobre su reaccién (VP, ) o no reaccién (CON) con la proteina VP, en "Wester Blotting”.

* Titulo de! AcM en pruebas de seroneutralizacidn en cultivos de tejidos (Neut) e seroproteccion en ratones (Prot)

¢ Reaccidn de AcM con virus tratado con tripsina. Y indica que la unién del anticuerpo al virus tratado con tripsina es anulada.

¢ El péptidode O, fue C-C-X -P-P-S-Z -P-C-G, el péptido de A,, fue C-C-X,-P-P-5-Z,-P-C-G y el péptido de C, tenia la construccién de Z -X.. Se dan las
secuencias reconocidas con péptidos de "tea-bags” y corresponden al péptido que dio el pico del valor de absorbancia. Para més informaciones ver Materiales
y Métodos. La reaccion obtenida en una escala de 0 (sin unién del AcM al péptido) a + + + + unién fuerte.

- experimento no realizado.

Doel et al.



97

35 20
7JA1 11HC10
15¢
25
10}
15
os¢
05
E 0 0
§ 20 20
. B2 ocs3
0 15} 15}
o
10} 10}
os} o5t
0 0
CC? TPPS 4 J CCT R PPS? J
VP1 200-213 vP1 141-150 VP1 200-213 VP1 141-150
Péptido

Figura 1. ELISAy cuatro AcMs contra "tea-bags" de péptidos. Cada panel muestra 29
péptidos 12-mer, basados en péptidos C-C-XA-P-PS-ZA-P-C-G 6 C-C-XO-P-P-S-ZO-P-C-G
(ver Materialesy Métodos). E! 12-mer en el extermo izquierdo del panel es C-C-(200-2089),
aladerechadel cual estan los péptidos C-(200-210), (200-211), (201-212), (202-213), (203-
214)-P etc. Por tanto, el péptido en el extremo derecho es (150-158)-P-C-G. Los AcMs
41HC10, B2 and OC3 fueron ensayados contra el péptido O, Kaufbeuren, mientras que
el AcM 7JA1 fue ensayado contra el péptido A,, Cruzeiro.

heterdlogos descritos en el cuadro 1. Por ejemplo,
el AAMO,, 36AF8 reconoci6 tanto el péptido C,
Indaial como el péptido homologo. Segun los datos
de "tea-bags"de péptidos con estos AcMs, resulta
sugestivo que la reaccion cruzada ocurre dentro de
laregion 141-158 del VP, Elmismo AcM también
tuvo reaccion cruzada con los virus heterdlogos en
la prueba de ELISA, pero en un grado mucho
menos significativo que en la reaccion homologa
(resultados no mostrados). Con excepcion del
16EC11 y del 31GA3, todos los AcMs A,
independientes de conformacion reconocieron el
péptido serotipo O, en extension igual o similar a
la secuencia homologa. Basadosen lafuerte reaccion
delos AcMs A, conla secuencia A,, 141-158-Pro-
Cys-Glyyenladébil, pero significativareacciénde
la mayoria de los AcMs A,, con el péptido O,

equivalente, esta reaccion cruzada se atribuyo al
sitio o sitios dentro de esta secuencia. Esinteresante
notar que todos los AcMs A, independientes de
conformacién reconocieron fuertementeun péptido
O, con la estructura general (141-158) (141-158)-
Pro-Cys-Gly, o sea, la forma dimérica de la
secuencia 141-158del O, sugiriendolaimportancia
deltamaiio del péptido o consideraciones estedricas
en los resultados de la prueba de ELISA. Por
razones que por €l momento no son claras, launica
reaccion observada cuando los AcMs de reaccion
cruzada A, se probaron contra el grupo de "tea-
bags" de péptidos O, fue una reaccion baja pero
significativa con los péptidos 12-mer al extremo C
de la secuencia 141-158-Pro-Cys-Gly, espe-
cificamente QVLAQKVARTPCyel AcM31DC7,
o sea, una reaccién diferente a la observada con el
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31DF4 y el grupo de homoélogos en "tea-bag". El
nivel de reaccién cruzada observada conlos AcMs
A,,yconlos péptidos O, y A, no s reflejé en las
pruebas de ELISA con los diferentes virus, en los
que poca o ninguna reaccion fue observada.
Solamente uno de los AcMs C, reaccion6 con mas
de un péptido. La figura 2 muestra que el 7JA1
reconoci6 cada uno de los tres péptidos con igual
intensidad, pero fue relativamente especifico en
sus reacciones con el virus C,. En contraposicion,
otro AcM C,, el 7EES, reconoci6 solo el péptido
C,, pero sureaccion cruzadafue considerablemente
mayor con los tres virus en la prueba de ELISA
(figura 2). Manteniendo esta especificidad con el
péptido, el 7EE6 solo neutralizé los virus
homélogos C, enpruebasde seroneutralizacion de

suero. E! AcM 7JA1 también reconocid los grupos
de "tea-bags" de O, y A,, en la regién 200-213 del
péptido (figura 1) y es el tinico ejemplo claro, en
este trabajo, de reaccion en este sitio. En la prueba
de ELISA (figura 1), el 7JA1 también mostro
reaccion con varios péptidos en la secuencia Pro-
Ser-141-158-Pro-Cys-Gly, aunque la fuerza con
estos péptidos fue considerablemente mas débil
que con las secuencias 200-213. Eneste ultimo, los
valores de DO fueron arriba de 2.

DISCUSION

La complejidad antigénica del virus de la
fiebre aftosa se ha demostrado en diversos estudios
utilizando AcMs (2,3,10,11,14,16). Mateu et al.
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Figura 2. ELISA y dos AcMs C, Indaial (7JA1y 7EES) contra tres péptidos sintéticos y
tres virus. Cuadrados abiertos y cerrados son el péptido Z -X_ del C, Iindaialy el virus
respectivamente. Tridngulos abiertos y cerrados son el péptido C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-
Gdel A,, y el virus respectivamente. Circulos abiertos y cerrados son el péptido C-C-
X,-P-P-S-Z,-P-C-G del virus O, Kaufbeuren y del virus O, Campos respectivamente.
Para las secuencias completas de péptidos ver Materiales y Métodos.
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(14) estudiaron 31 AcMs sudamericanos aislados
y 15 europeos aislados del serotipo C contra un
gran espectro de los AcMs antivirus C, que
incluyeron muchos de los indicados en el cuadro
1. Estos sugieren la existencia de, por lo menos,
12 epitopes involucrados en la neutralizacion de
virus de este serotipo. Recientemente, relataron
que 23 de los 36 AcMs probados reconocieron el
VP, y distinguieron por lo menos 13 epitopes del
virién independientes de conformacion, impli-
cados en la neutralizacion del virus tipo C de la
fiebre aftosa (/3). Més ain, por lo menos 10
epitopes sobrepuestos distinguibles se atribuyeron
a residuos 138-150 del VP,. Kitson et al. (10)
secuenciaron virus O, de laficbre aftosa resistentes
a AcMs neutralizantes individuales o multiplos,
basado en que éstos propusieron cuatro sitios
principales paraesteserotipo. El sitio 1 fue asociado
con aminoacidos en la secuencia 140-160 del VP,
y suextremo C (residuo 208)y se consideré como
un epitope esencialmente independiente de
conformacién, mientras que los otros tres sitios se
consideraron sitios naturalmente conforma-
cionales. El sitio 2 involucrd los residuos 70-77y
131del VP,; el sitio 3, los residuos 43-48 del VP,
y el sitio 4, el residuo 58 del VP.. Utilizando el
AcM OC3 y un mutante resistente al OCs3,
Crowther et al. (3) propusieron recientemente un
quinto sitio independiente de conformacion. Sin
embargo, el reconocimiento de la region 141-158
del VP, por el AcM OC3 (este trabajo) y los
cambios en los amino4cidos observados en esta
secuencia en el mutante resistente al OC3 (3),
indican una asociacion proxima entre los sitios 1
y 5 del serotipo O,. Kitson et al. (10) también
actualizaron la literatura de los sitios antigénicos
del serotipo A. Elsitio 1 consistiade residuos 140-
160 del VP,, asi como implicaba varios
aminoacidosen el extremo C del VP . Los residuos
175y 178 del VP, también fueron implicados para
el virus A ,. El sitio 2 involucraba residuos solo
dentro del VP,; el sitio 3, aminoacidos alrededor
de la posicion 170 del VP, yel sitio 4 implicaba
los residuos 58-61, 69-70, 136-139y 195 del VP,.
Lavariabilidad en la cantidad de sitios antigénicos
definidos por serotipo se debe a varios factores.
Por ejemplo, algunos autores han informado sitios
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multiples parauna secuencia dada (J 3), considerada
por otros como un sitio individual. También, el
nimero de sitios informados para una cepa de virus
dada puede reflejar la intensidad de las
investigaciones y el nimero de AcMs disponibles.

Una cuestion clave en estos estudios es la
importancia de los sitios identificados para la
proteccion del hospedero. Ciertamente, por muchos
afios el sitio 1 ha sido considerado importante, con
base en observaciones como la considerable dismi-
nucién en la inmunogenicidad de las vacunas
después del tratamiento del virus con tripsina (5) y
su capacidad de proteger animales con péptidos
sintéticos representando este sitio (7). Con el
serotipo O, también existe evidencia persuasiva de
Crowther et al. (3), sugiriendo la importancia de
todos los 4/5 sitios antigénicos de este serotipo. Su
trabajo demostré que el reconocimiento por el
suero de ganado vacunado o postinfectado contra
cepas emparentadas solo fue negado por un virus
mutante escapado de un AcM en que todos los 4/5
sitios antigénicos habian cambiado. Existe evidencia
de aislados de campo que sitios diferentes del sitio
1 pueden ser importantes en la proteccion.
Feigelstock et al. (8) atribuyeron el fracaso de la
cepa vacunal C, Resende Br/55 para proteger el
ganado contra el aislado de campo C, Argentina/
84, a cambios en la secuencia en tres sitios
antigénicos diferentes del VP, 135- 160y 200-213.

En este trabajo, un nimero considerable de
AcMs, principalmente entre aquellos contra los
virus A,,y C,, reconocieron el VP, 141-158. Esto
tiene implicaciones para los grupos de AcMsusados
para analizar virus sometidos a PANAFTOSA (1).
Por ejemplo, de los ocho AcMs A, yuno C,
normalmente usados para examinar virus serotipos
A, cinco reconocieron el VP, 141-158. De los
nueve AcMs C, normalmente usados, cinco
reconocieron el VP, 141-158. Esto no quiere decir
que cada uno de los cinco AcMs dentro de un grupo
reconozca exactamente el mismo epitope. En
realidad, los datos deMateu etal. (/3) demostraron
por lo menos 10 epitopes distinguibles dentro del
VPI1 138-150y los iinicos padrones observados por
Alonso etal. (/), cuando examinaron las reacciones
de los AcMs contra un namero grande de virus,
sugieren que los AcMs estaban reconociendo
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epitopes distinguibles. Asi, lapresente observacién
enfatiza la necesidad de caracterizar completa-
mente las colecciones de AcMs en general y,
especificamente, los AcMs mantenidos en
PANAFTOSA, a fin de agruparlos en el contexto
de sitios antigénicos de importancia (relevantes).
Esto debe incluir los AcMs que neutralizan
débilmente o que no neutralizan en absoluto, dado
el hecho de que la neutralizacion in vitro no es
necesariamente correlacionada con la proteccion
in vivo (cuadro 1; ref. 15). Sin embargo, Mateu et
al. (14) hicieron la interesante observacién de que
todos los AcMs del serotipo C no neutralizantes en
su trabajo, reaccionaron igual con todos los virus C
aislados, sudamericanos y europeos, probados. De
esto dedujeron que los epitopes reconocidos por
estos AcMs eran altamente conservados y, por lo
tanto, inadecuados para tener, serologicamente,
alguna importancia. Los esfuerzos se dirigen ahora
a la produccion de AcMs resistentes a mutaciones
que permitan la agrupacion de los AcMs y, con
secuencias seleccionadas, 1a identificacion de los
sitios antigénicos implicados.

Muchos de los AcMs reconocieron mas de un
serotipo al nivel del péptido, mientras que el
reconocimiento de virus fue, invariablemente, de
un serotipo especifico. Esto fue notable con los
AcMs A, ,, ocho de los cuales reconocieron los
péptidos O, y A,,, mientras que dos fueron serotipo
especifico en el sentidopéptido. Lareaccion cruzada
observada en los dos serotipos, Oy A, fue atribuida
alaregion 141-158 del VP, en contraste conlaalta
actividad cruzadadel AcM C, 7JA1, que reconocio
claramente los péptidos en la region 200-213 (este
trabajo; ref. 13). Existen varios aspectos sobre
reaccion cruzada que merecen mas comentarios. A
pesar de la ausencia de actividad cruzada y/o
proteccion cruzada entre serotipos después de una
infeccion o vacunaciéon multiple con virus
completos, resulta claro que los anticuerpos con
reaccion cruzada pueden ser estimulados bajo
algunas circunstancias. Por ejemplo, el AcM
ncutralizante 7EE6 reconoce un determinante
comun a los tres serotipos, si bien que con exten-
siones diferentes. Ademas, el 7JA1 reconoce la
regién 200-213 del VP, de, por lo menos, tres
serotipos que, en laforma de péptido sintético Cys-

Doel et al.

Cys-(200-213)-Pro-Pro-Ser-(141-158)-Pro-Cys-
Gly, estimulaanticuerpos antipéptidos con reaccién
cruzada y proteccion cruzada en la infeccién de un
cobayo (6, 7). También es interesante notar que los
sitios de reaccion cruzada fueron identificados en
laregién 141-158 del VP, por algunos de los AcMs
A,,y O, deeste estudio. La cuestion mas intrigante
es si sera posible disefiar nuevas vacunas que
permitan la presentacion de particulas de virus
convencionales o, mas probablemente, antigenos
sintéticos o recombinantes, para el sistema inmu-
nolégico del hospedero, de manera que estimule,
de preferencia, 1a poblacién de los anticuerpos
deseados.
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