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Los receptores de la vacuna canina reconocen una
inmunodominante de la glicoproteina del virus de rabia

region
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Para investigar la respuesta inmune de la vacunacién antirrabica en el receptor principal (el perro
domeéstico), cuatro fragmentos truncados de la glicoproteina del virus de la rabia se expresaron como
proteinas de fusién de glutation de S-transferasa. Los sueros inmunes de conejos y perros vacunados
se utilizaron entonces para sondear la reactividad con estas proteinas expresadas. En dos conejos
y cuatro perros analizados, la respuesta de anticuerpos dominantes a sitios antigénicos no
conformacionales parecia estar dirigida a unaregidn de la glicoproteina entre los aminoacidos 222 y
332. El fragmento N-terminal de la glicoproteina también fue significativamente antigénico. Otros
estudios para evaluar si la respuesta de los anticuerpos al dominio interno podria neutralizar la cepa
del Estandar del Virus de Exposicidn de la rabia (CVS), utilizando el agotamiento de los anticuerpos,
sugirieron que esta fraccion contribuy6 a la capacidad de los sueros post-vacunacion para neutralizar

y, porlo tanto, proteger contra lainfeccién.

Introduccién

La infeccion por el virus de la rabia clasica (RV) causa
encefalitis mortal para la que no hay tratamiento una vez
que se desarrollan los sintomas (Hemachuda &
Phuapradit, 1997). Sin embargo, la proteccion contra la
exposicion con RV se puede obtener efectivamente
mediante la vacunacion o la transferencia de
inmunoglobulinas antirrdbicas. De hecho, estudios en
ratones transgénicos sugieren que soélo una deficiencia en
la capacidad de desarrollar una respuesta de anticuerpos
permite que la enfermedad se desarrolle con cepas no
virulentas de RV (Hooper et al.,1998). La vacunacion con
el virus totalmente inactivado induce una fuerte respuesta
humoral a una serie de antigenos, la respuesta mas
significativa es la contra la glicoproteina viral. Esta
proteina se expresa como un polipéptido de aminoacidos
524 con los primeros 19 residuos formando un péptido de
sefial, que se corta a medida que la proteina entra en el
reticulo endoplasmético  (Anilionis et al.,1981). Las
regiones restantes de la proteina se pueden subdividir en
un ectodominio residual de 439 residuos (expuesto en la
superficie), un dominio transmembrana de 22 residuos y
un endodominio de 44 residuos. Se desconoce la
estructura tridimensional de esta proteina, pero contiene
entre 12 y 16 residuos de cisteina conservadas (Coll,
1995), en comun con otras glicoproteinas de rabdovirus, y
potencialmente forma trimeros (Gaudin etal., 1992). et al
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Los anticuerpos monoclonales (mAbs) han sido
fundamentales para esclarecer los sitios antigénicos en la
glicoproteina RV y estos pueden clasificarse en sitios de
conformacion y sitios lineales no conformacionales. Dos
sitios importantes dominan el primero. El primero, llamado
sitio antigénico Il, se forma a partir de dos sitios entre los
residuos 34 y 42 y los residuos 198 y 200 (Prehaud et
al.,1988). Por el contrario, una sola region entre los
residuos 330 y 338 forma el segundo sitio, el sitio
antigénico lll, con una arginina en la posicion 333 siendo
critica para la neutralizacion del virus (Seif et al.,1985).
Este residuo también es critico para la neuroinvasion,
posiblemente a través de su papel en la unién a un
receptor celular (Dietzschold et al., 1983 ; Coulon et al.,
1989 ; Badrane et al., 2001). También hay evidencia de
gque estos sitios  antigénicos se  conservan
estructuralmente entre todos los rabdovirus (Walker &
Kongsuwan, 1999) y el inmunodominio de estos sitios se
enfatiza con la observacion de que el 97 % de los mAbs
reconocieron cualquiera de los sitios (Coulon et al.,1993).
El mapeo de los epitopos de los mAbs neutralizantes
también ha identificado sitios no conformales
(Bunschoten et al.,1989 ; Dietzschold et al., 1990) y una
serie de residuos criticos (Van der Heijden et al., 1993 ; Ni
et al., 1995 ; Luo et al., 1997). Los enfoques alternativos
para mapear sitios antigénicos han utilizado fragmentos de
bromuro de ciandgeno (CNBr) de la glicoproteina
purificada (Dietzschold et al., 1982) y péptidos cortos de
glicoproteina expresados en levadura (Lafay et al., 1996).
El primer estudio concluyd que, en el conejo, las regiones
principales reconocidas eran sitios internos entre los
residuos 103 y 330, mientras que el segund
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En este estudio hemos investigado la respuesta de
anticuerpos  policlonales en los epitopos no
conformacionales en receptores de conejos y perros de
una vacuna antirrabica disponible comercialmente. Los
fragmentos truncados de la glicoproteina RV se fusionaron
con el glutation de S-transferasa (GST) y se utilizaron
para mapear la respuesta a regiones definidas. Este
enfoque confirmé el inmunodominio de una regién interna
de la glicoproteina observada con mAbs. También
identificé una segunda regién cerca de la terminal N de la
proteina hacia la que los perros en particular dirijan una
respuesta de anticuerpos.

Métodos

B Inmunizaciones. Tres conejos blancos de Nueva
Zelanda fueron inoculados por via intramuscular con 0.25
ml de Rabisin (Merial Animal Health), una vacuna
comercial basada en la cepa del virus G. S.57 Wistar
cultivada en células NIL (embrion de hamster). El virus se
incubd con B-propriolactona y se absorbi6 en el hidréxido
de aluminio. Los conejos fueron inoculados a los 0, 21, 42
y 57 dias, y se les dio un impulso final a los 136 dias. La
sangrado se llevd a cabo el dia 150. La confirmacion de
una respuesta positiva se obtuvo probando suero de cada
animal con el ensayo de neutralizacién del virus de
anticuerpos fluorescentes (FAVN). Los sueros caninos
fueron seleccionados de las muestras enviadas a la
Agencia de Laboratorios Veterinarios para pruebas de
rutina como parte del Programa de Viajes de Mascotas del
Reino Unido (Fooks et al.,2002). A cada uno se le habia
administrado una dosis Unica de Rabisin (1 ml por via
intramuscular) y se habia desangrado 1 mes después de
la vacunacion.

B Ensayo de neutralizacion del virus de anticuerpos
fluorescentes (FAVN). Este ensayo se llevo a cabo
siguiendo el protocolo de Cliquet et al. (1998).
Brevemente, los sueros fueron inactivados por calor por
incubacion a 56°C durante 30 min y luego diluidos en serie
en una placa de 96 pocillos. Cien TCIDso del Estandar de
Virus de Exposicion de rabia (CVS-11) se agregaron y la
placa fue incubado a 37°C durante 1 h. Finalmente, células
del rifiéon de hamster bebé (BHK) de 50 ul en células de 4
x 10° células/ml se afiadieron en el medio modificado de
Eagle de Dulbecco con penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), micostatina (25 U/ml). La
placa fue incubada durante 48 h a 37°C. El sobrenadante
entonces se desechd y las células adherentes se fijaron
con acetona (80 % en H20) durante 20 min. La placa se le
permiti6 secar al aire y luego tifid con un conjugado
antirrabico-FITC (Centocor) en una dilucién de 1:50.

La fluorescencia se midi6 en cada dilucion de sueros y las
valoraciones se calcularon utilizando el método
Spearman-Karber. Los resultados se presentan como el
namero de Unidades Internacionales en comparacion con
un estandar positivo y negativo de la Oficina Internacional
de Epizootias (OIE) para la inmunoglobulina de rabia.
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Tabla 1. Secuencia y posicion genémica de las imprimaciones utilizadas para construir fragment
A

glicoproteina RV

B Construccion de fragmentos de glicoproteina
truncada. Los fragmentos de ADN que codifican las cuatro
regiones se amplificaron utilizando PCR. El objetivo de la
amplificacion fue el ARN (1 g/l) extraido de células BHK
infectadas con RV (cadena del virus Pasteur) (Heaton et
al.,1997). Brevemente, el ARN fue transcrito al revés
utilizando el protocolo de Heaton et al. (1997) utilizando
la imprimacion ascendente y luego se amplificé utilizando
las combinaciones de imprimaciones detalladas en la
Tabla 1. El producto de cada reaccion se cloné
inmediatamente en plasmido pCR2.1 utilizando el sistema
de clonacién TA (Invitrogen) y se transformé en células
competentes de E. coli TOP10F' (Invitrogen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los plasmidos se
extrajeron utilizando el kit de preparacién de plasmidos
Wizard (Promega) y se digirieron con endonucleasas de
restriccion BamHIl y Sall. Los fragmentos de glicoproteina
digeridos fueron purificados y clonados en el plasmido
pGEX-4T-3 (Pharmacia) y luego se transformaron en
células E.coli competentes BL21 (Pharmacia).

B Expresiéon de fragmentos de glicoproteina
fusionados con GST. Para expresar cada proteina de
fusion truncada, los transformantes que contenian cada
pldsmido recombinante se cultivaron durante la noche a
37°C en caldo LB que contiene 100 mg/ml de ampicilina
(Sigma). Se inoculé6 una alicuota de 1 ml de cada
transformador en 20 ml de caldo LB fresco con ampicilina
y se cultivé durante 2 h a 37°C. La expresion de la proteina
de fusién fue inducida por la adicion de 0-1 mM IPTG
(Sigma) y los cultivos fueron incubados durante otras 4 h
a 28°C. Las células fueron cosechadas por sedimentacion
(2000 g, 5 min) y resuspendidas en bufer de sonicacién
(100 mM NacCl, 10 mM Tris—HCI, pH 7-2, 0-5 mM EDTA,
1 mM PMSF). Cada lote de células fue suspendido tres
veces por 15 s cada una en hielo. El material insoluble y
las células intactas fueron eliminadas por sedimentacion
(10000 g,5 min) y el sobrenadante se retir6 a un tubo
separado.

B Electrotransferencia. Las separaciones de proteinas
se llevaron a cabo por SDS—-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) en bufer de
transferencia (0-025 M Tris—HCI, pH 88, 0-192 mM de
glicina, 0-1%, wl/v, SDS, 25 %, v/v, metanol). Las
membranas se bloquearon con un 5% de leche sin grasa
en PBS (pH 7-2) con 0-1 % de Tween 20 (PBS-T). El
sondeo con sueros policlonales se llevé a cabo a una
diluciéon de 1:2000 en 1 % de leche sin grasa en PBS-T
durante 1 h a 37°C. Cada membrana se lavo tres veces
con PBS-T y luego se incubd con peroxidasa de rdbano
picante anticonejo de cerdo (Dako) o peroxidasa antiperro
de conejo (Sigma) se conjuga segun corresponda, ambos
en una dilucién de 1:2000 durante 1 h a 37°C. Las
membranas se lavaron cinco veces y se desarrollaron
utilizando la quimioluminiscencia mejorada (Amersham
Pharmacia). El tamafio de las proteinas se estim6 en
comparaciéon con los marcadores de rango i
teflidos (Bio-Rad).

= D

L
"_“‘\\Q,_CE\,_\.\_AC
A

&)




Respuesta canina a la vacunacion contra la rabia

Imprimacion Secuencia de Imprimacion (5' ---3") Sitio Posicién sobre
Gendémico* glicoproteinat
RvG1-2 RvG1 AGCTGGATCCAAATTCCCTATTTACACG 3375-3758 1-128
RvG2 GTCAGTCGACGGTGGTTTTTACAGTTCG
RvG3-4 RvG3 AGCTGGATCCCGAACTGTAAAAACCACC
3741-4055 123-227
VGEG Svgg GTCAGTCGACTAACTTGAGTTTGCATGC
V! - V
e AGCTGGATCCGCATGCAAACTCAAGTTA 4035-4370 999332
GT8 RVG7 GTCAGTCGACGACTGACTTGTAGTGAGC
vG7- v AGCTGGATCCGCTCACTACAAGTCAGTC
4353-47 27-44
RvG8 GTCAGTCGACCAGTAATACATACTTCCC 353-4703 3 3

* Las posiciones de base de la region genémica amplificadas por las imprimaciones se derivan del genoma fotovoltaico

(adhesion a GenBank no. M13215).

1 Las posiciones de los péptidos se derivan de la glicoproteina fotovoltaica madura con el residuo 1 que representa la lisina

en el sitio de escision DE ER propuesto.

Resultados

Expresion de fragmentos truncados de glicoproteina
RV

Para investigar las regiones de la glicoproteina RV contra
las que los animales inmunizados generaron anticuerpos,
se expresaron fragmentos truncados de la glicoproteina de
cepa del Virus Pasteur (PV) como fusiones con GST. Cada
fragmento tenia entre 100y 120 aminoécidos de longitud
y, cuando se expresaba como proteina de fusion, migraba
con una masa molecular de entre 40 y 42 kDa (Fig. 1).
Mientras que el GST por si solo se expresé como una
proteina soluble (Fig. 1, fila 2), cada una de las proteinas
de fusion resultd insoluble, con la gran mayoria de la
proteinas que se recupero de la fraccion de pellet después
de la sonicacion (Fig. 1, filas 6-9). La Figura también
demuestra que las proteinas de fusion no se expresaron
todas a niveles iguales y que la proteina RvG7-8 se
expresaba constantemente a un nivel inferior. Para lograr
la carga equitativa en experimentos posteriores con el fin
de evaluar la unién diferencial de anticuerpos en sueros
policlonales, las proteinas de fusion solubilizadas se
diluyeron con un volumen adecuado de bufer de carga de
muestras. Cantidades iguales de tincion de proteina roja
Ponceau (Sigma) de las membranas de nitrocelulosa
después de la transferencia después de SDS-PAGE
confirmaron cantidades iguales dentro de cada muestra.

Analisis antigénico de sueros de conejo vacunados
con RV

Tres conejos fueron inmunizados con la vacuna comercial
antirrdbica Rabisin para inducir una respuesta de
anticuerpos. El andlisis posterior a la vacunacion de cada
muestra sérica mostr6 una respuesta fuerte a la
glicoproteina de la rabia medida por un nivel protector de
anticuerpos neutralizantes superior a 0.5 unidades
internacionales por ml (Ul/ml) (véase la Fig. 4). La
electrotransferencia también detecté una fuerte respuesta
a la glicoproteina madura (Fig. 2a, fila G). El cribado de
las proteinas de fusién truncadas con cada suero
policlonal de conejo (Fig. 2) mostrd un sesgo distintivo en
la reactividad a la tercera proteina de fusién. En ambos
conejos, R411 (Fig. 2b, panel superior) y R413 (Fig. 2a, b,
panel inferior), la banda dominante era RvG5-6 (fila 4),
que cubria un fragmento de 111 aminoacidos de la
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glicoproteina de alanina-222 a la valina-332. R412 produjo
una respuesta mas débil a los epitopos no
conformacionales, pero incluso con esta muestra, la
respuesta mas fuerte fue a RvG5-6. En general, hubo poco
reconocimiento de GST (reconocimiento débil por R411,
Fig. 2b, panel superior, fila 1), lo que indica que la
respuesta fue a epitopos lineales en la glicoproteina de la
rabia. El fragmento truncado RvG1-2 también fue
reconocidos por R411 y R413, lo que indica que los sitios
antigénicos estan presentes entre los residuos 1y 128 de
la glicoproteina

Figura 1. Analisis de fragmentos SDS—-PAGE al 2% de
glicoproteina truncados tras la expresion en E. coli. Fila 1,
GST sobrenadante sin induccion IPTG; fila 2,
sobrenadante GST con inducciéon IPTG; fila 3, marcadores
de masa molecular; fila 4, GST pellet sin induccién IPTG;
fila 5, GST pellet con induccion IPTG,; fila 6, rvG1-2 pellet
con induccién IPTG; fila 7, rvG3-4 pellet con induccidn
IPTG; fila 8, rvG5-6 pellet con induccion IPTG; fila 9,
RvG7-8 pellet con induccién IPTG.

Analisis antigénico de sueros de perro hiperinmunes
Para confirmar las observaciones de inmunodominio de la
region de Ia gllcoprotelna entre las posiciones 22

eran inferiores a 100 Ul/ml, estas
seleccionaron intencionalmente debid
su respuesta, con titulos superiores
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3(a) muestra que los sueros de perro D5951 produjeron
una respuesta fuerte a la glicoproteina (indicada en
aproximadamente 65 kDa) y a otras proteinas RV,
presumiblemente la nucleo- proteina (50 kDa) y la proteina
de matriz (23 kDa) (Coll, 1995). Aunque hubo algunos
antecedentes vinculantes a las proteinas de E. coli, la
banda reactiva dominante parecia ser RvG5-6 (Fig. 3a,
fila 4). La Figura 3(b) muestra los resultados de otros dos
sueros para perros, D5993 (panel superior) y D6183 (panel
inferior). Estas muestras fueron representativas de los
animales analizados con una fuerte respuesta al
fragmento N-terminal (RvG1-2) y a RvG5-6. D6183
respondié de manera similar al suero de conejo (R411y
R413) con una gran respuesta centrada en el fragmento
RvG5-6. En la Tabla 2 se presenta un resumen de las
respuestas de este panel de sueros de perros. Con la
excepcion de la D6183, y en menor medida D5951, todos
los animales produjeron una respuesta mas variada que
la observada en los sueros de conejo, pero también
mostrando poca respuesta a RvG7-8.

¢Se neutralizan los anticuerpos contra la region 222—
3327

El enfoque adoptado para identificar los sitios de epitopos
de glicoproteina RV se ha basado en la identificacion de
virus mutantes que escapan a la neutralizacion con mAbs.
Con sueros policlonales, esto es no es posible debido a la
naturaleza heterogénea de la respuesta a mas de un
epitopo. Como enfoque alternativo para abordar esto,
hemos aprovechado la insolubilidad de la proteina
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expresada RvG5-6 y la hemos utilizado para eliminar
anticuerpos de union especificos de sueros por adsorcién.
A través de la centrifugacién posterior, los complejos
inmunes podrian ser removidos y se volverian a probar los
sueros para la actividad neutralizadora. La Figura 4
muestra el resultado de esto con ejemplos de conejo (Fig.
4a, R413) vy sueros de perro (Fig. 4b, D5951). La
confirmacion de que el agotamiento se habia producido en
ambos casos se obtuvo observando la reduccién de la
deteccién de esta proteina por sueros incubados con
RvG5-6 insoluble durante un maximo de 60 min (Fig. 4a,
b, inserciones). Para los sueros de conejo, esta reduccién
en la deteccion de RvG5-6 por electrotransferencia se
asocié con una disminucion en la valoracion neutralizante
de 3e42 a 197 Ul/ml después de un agotamiento de 60
minutos. Los sueros de perro D5951 no mostraron una
reduccion en el titulo neutralizante después de 30 minutos
de incubacion con RvG5-6 insoluble, aunque Ila
comparacion con los resultados de la mancha de la tira
sugirid que un nivel significativo de agotamiento no se
habia producido en este momento. Sin embargo, después
de un agotamiento de 60 minutos, la valoracién
neutralizante disminuyd de 405 a 3077 Ul/ml en
asociacion con una notable caida en la deteccion de la
proteina por el suero agotado. Estos datos sugieren que
el agotamiento de los sueros con RvG5-6 insoluble resulta
en una pequefia pero medible reduccion en la capacidad
de sueros para neutralizar RV.

(b) | 2 3 4 'S
R411 S T e P
T .
it -
R412
92KDa ~ S
S6KDa
R413 2
35KDa = L —
29KDa

Figura 2 (a). Deteccién de manchas occidentales de fragmentos truncados de glicoproteina RV fusionados con GST con
sueros de conejo R413. Fila G, lisado de células BHK infectadas con CVS; fila M, marcadores de masa molecular; fila 1, GST;
fila 2, RvG1-2; fila 3, RvG3-4; fila 4, RvG5-6; fila 5, RvG7-8. Se indican las posiciones de los marcadores de masa molecular.
(b) Deteccién de manchas occidentales de fragmentos de glicoproteina RV con suero de conejo R411 (panel superior

(medio) y R413 (inferior). El contenido del fila es el mismo que en (a).
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Figura 3 (a). Deteccion de manchas occidentales de fragmentos truncados de glicoproteina RV fusionados con GST con
sueros de perro D5951. Fila G, lisado de células BHK infectadas con CVS; fila M, marcadores de masa molecular; fila 1, GST;
fila 2, RvG1-2; fila 3, RvG3-4; fila 4, RvG5-6; fila 5, RvG7-8. Se indican las posiciones de los marcadores de masa molecular.
(b) Deteccion de manchas occidentales de fragmentos de glicoproteina RV con sueros de perro D5993 (panel superior) y
D6183 (panel inferior). El contenido del fila es el mismo que en (a).

Respuesta canina a la vacuna de la rabia

Tabla 2. Caracterizacion antigénica de sueros para perros por FAVN e electrotransferencia contra fragmentos
truncados de glicoproteina RV

Proteina de fusién de glicoproteina*
Muestra FAVN GST RvG1-2 RvG3-4 RvG5-6 RvG7-8
(IU/ml)
D6183 1493-13 - - - ++ + -
D6159 1093-50 - + + + ++ + -
D6020 1439-13 - + + + ++ + +
D5993 1439-13 - +++ + ++ -
D5951 1039-50 - + + tH+ +
D5904 1439-13 - ++ + t +

* Los resultados se presentan como reactividad relativa en comparacion con la unién a la glicoproteina intacta (ver Fig. 3a, b).
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Figura 4. (a) El agotamiento de los anticuerpos reactivos al
fragmento RvG5-6 conduce a una pérdida de actividad
neutralizadora en los sueros de conejo (R413). La reactividad de
la mancha SDS—-PAGE/Occidental al 12% RvG5-6 de suero de
conejo R413 contra el fragmento RvG5-6 se muestra en el
recuadro. Fila N, sin antigeno; fila 0, sueros agotados durante 0
min; fila 30, sueros agotados durante 30 min; fila 60, sueros
agotados durante 60 min. La flecha indica la posicién de RvG5-6.
(b) El agotamiento de los anticuerpos reactivos al fragmento
RvG5-6 conduce a una pérdida de actividad neutralizadora en los
sueros para perros (D5951). La reactividad de la mancha SDS—
PAGE/Occidental al 12% de los sueros de perro agotados por
RvG5-6 D5951 contra el fragmento RvG5-6 se muestra en el
recuadro. El contenido del fila es el mismo que en (a). La flecha
indica la posicion de RvG5-6.

Discusion
La respuesta de los anticuerpos tras la inmunizacion a
sitios antigénicos conocidos en la glicoproteina RV en las
principales especies (hombre, perro y zorro) que reciben
la vacunacion contra la rabia no ha sido estudiada. El
enfoque utilizado en este estudio sugiere que en dos
especies, el conejo y el perro, la regién entre alanina-222
y valina-332 (fragmento RvG5-6) de la glicoproteina
fotovoltaica es inmunodominante en relacién con el resto
de la proteina. En un nimero de receptores de la vacuna
canina, el término N de la proteina también contenia sitios
antigénicos. La eliminaciéon del componente de
anticuerpos que se une a esta region inmunodominante
redujo la capacidad de los sueros policlonales para
neutralizar la RV.

Estas observaciones se comparan favorablemente con
dos estudios previos que identificaron sitios antigénicos en
la glicoproteina RV. Dietzschold et al. (1982) generd
fragmentos cortados de la cepa ERA con
Inmunoprecipitacion CNBr. de tales fragmentos de CNR
radioetiquetados con sueros de conejo hiperinmunes que
identificaron dos regiones de la glicoproteina que
formaron sitios antigénicos. El segundo de ellos se
superpone parcialmente al fragmento RvG5-6 sobre la
secuencia 293-332. Estas dos regiones, y un péptido no
precipitable de los residuos N-terminal 50, fueron capaces
de inducir anticuerpos neutralizantes. El segundo estudio

de Lafay et al. (1996) utilizando fragmentos de péptidos
de la cepa CVS expresados en levaduras identificé una
regién entre los residuos 223 y 276 que unia seis de los
doce mAbs no dependientes de la conformacioén. El sitio
se encuentra dentro del ndcleo del péptido RvG5-6. Los
MADbs restantes enlazados a sitios que flanquean esta
region. Los estudios de prediccion sobre esta region
sugieren que hay mdltiples sitios que podrian formar
determinantes antigénicos, aunque esto no corresponde
con el numero limitado de sitios expuestos a la superficie
pronosticadas (N. Johnson, observaciones inéditas).
Ademas, tres estudios separados (van der Heijden et
al.,1993; Ni etal., 1995; Luo etal., 1997) han caracterizado
los mAbs neutralizantes que se unen a una region entre
los residuos 248 y 268. Es posible que dentro de los
sueros de perro policlonales, la unién total de anticuerpos
neutralizantes al fragmento RvG5-6 podria deberse a la
union de anticuerpos a este sitio. Sin embargo, se requiere
un analisis mas detallado para evaluar el niumero de
epitopos dentro de esta region truncada.

Al igual que con ambos estudios anteriores (Dietzschold et
al, 1982; Lafay etal., 1996) que mapearon la glicoproteina
RV, el fragmento C-terminal entre los residuos 327 y 443
no parece contener ningdn determinante antigénico. Una
posible explicacién para esto podria ser que esta region
esta protegida de la vigilancia inmune por los dominios N-
terminal de la glicoproteina. Sin embargo, en ausencia de
una estructura secundaria completa, esto sigue siendo
especulativo, a pesar de ser un hallazgo constante entre
los grupos de investigacion.

Los estudios de agotamiento utilizando RvG5-6 insoluble
causaron una reduccion limitada en el titulo neutralizante
de los sueros de conejo y perro. Material insoluble de
sonicado E. coli por si solo no causé ninguna reduccion
en la valoracién (datos no mostrados) y este paso podria
utilizarse para eliminar la unién no especifica sin ninguna
reduccion en la deteccion de glicoproteina RV. Los
componentes restantes que constituyen la valoracion
neutralizante dentro de wun suero policlonal son
anticuerpos que se unen a los epitopos lineales en la
region N-terminal, que podrian ser inducidos después de
la inmunizacién con un péptido que cubre este sitio por
Dietzschold et al. (1983). Ademas, los anticuerpos que
unen sitios conformacionales como los sitios antigénicos
previamente descritos en Il y Il (Coulon etal., 1993)
conformaran el componente neutralizador de los sueros
inmunes.

Cabe sefialar que el enfoque descrito anteriormente sélo
identifica las regiones antigénicas no conformacionales.
La importancia relativa de cada componente es imposible
de comparar dentro de los sueros policlonales, aunque la
experiencia con mAbs neutralizados sugiere que los sitios
de conformacién son dominantes (Lafay et al., 1996). Sin
embargo, la ausencia de estudios en carnivoros significa
gue esto puede no ser el caso en animales como el perro.
Los enfoques que desarrollan mAbs que no son de raton
podrian utilizarse para abordar este problema (Champion
et al., 2000).

La importancia de investigar la resp
anticuerpos en los receptores de vacu
informacién que se proporciona para i ar enfoques
alternativos para el disefio de vacunas L‘@ identificacion
de epitopos lineales cortos permite Sugre |ch|pn[ en
forma de péptidos, que luego pueden Eautlbza 0s Cdmb
vacunas (Dletzschoy} et al.,1990).(\'Sin ‘embatgo Ia\
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capacidad de RV para acomodar mutaciones puntuales
gque permiten escapar de la neutralizacion e irbnicamente
el método utilizado para identificar muchos epitopos,
sugiere que este enfoque puede ser limitado. El uso de
una region mas grande de la glicoproteina como antigeno,
gue contiene mas de un epitopo neutralizante, puede
superar este problema. La observacion principal de este
estudio sugiere que algunos epitopos reconocidos por los
mAbs probablemente también son reconocidos por perros
vacunados. Esto deberia permitir el disefio de un gran
fragmento de la glicoproteina, que es capaz de inducir una
respuesta policlonal neutralizante después de la
inmunizacién, que podria proteger contra el exposicion
con una gama divergente de aislados RV cléasicos.

Este trabajo fue apoyado por una subvencion (SEO416)
del Departamento de Medio Ambiente, Alimentacion,
Asuntos Rurales (DEFRA), Reino Unido.
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