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Epidemiología del virus
de la gastroenteritis porcina transmisible
(VGPT) y coronavirus relacionados

Se han descrito coronavirus que infectan al
hombre y a animales domésticos. Estos virus se
clasifican en 4 grupos serológicos1, dos de los
cuales incluyen virus de mamíferos y dos, virus
de las aves. Uno de los grupos de virus de ma-
míferos tiene como prototipo el VGPT, que pro-
duce una mortalidad alta en lechones recién na-
cidos, por lo que es importante desde un punto
de vista económico. Este virus se utiliza como
un modelo para el desarrollo de vacunas que
protejan frente a infecciones en mucosas y para
estudiar las bases moleculares de la virulencia
y del tropismo de los coronavirus.

La demostración de la etiología vírica de esta
enfermedad fue realizada por Doyle y Hutchings
en 1946. Hasta hace dos décadas, las epide-
mias de GPT en los EE.UU. y en Europa fueron
principalmente reconocidas como epizootias
agudas que tenían lugar en los meses de invier-
no. La incidencia de la enfermedad parecía te-
ner un curso cíclico. Actualmente, el VGPT es
enzoótico, particularmente en las granjas gran-
des. En Europa, la prevalencia de la GPT está
disminuyendo, mientras que en los EE.UU., en
1987, el VGPT se encontró en casi la mitad de
las granjas y es la primera causa de enteritis ví-
rica, ya que el 26 % de los casos con enteritis
neonatal sometidos a diagnóstico de laborato-
rio fueron producidos por el VGPT.

Un segundo coronavirus entérico, el virus de
la diarrea epidérmica porcina (VPED), no rela-
cionado serológicamente con el VGPT, fue ais-
lado por primera vez en Bélgica en 1977, y se
detectó en España en 19862. Recientemente
se ha descrito una variante del VGPT, el coro-
navirus respiratorio porcino (VPRC)3, que se ha
extendido rápidamente por Europa.

El VGPT tiene un tropismo preferencialmen-
te entérico, aunque ía replicación de aislados
naturales del VGPT también tiene lugar en el
tracto respiratorio. Los aislados del VGPT que

han sido pasados en cultivos celulares pierden
gradualmente su tropismo por el tracto entéri-
co, aumentando el tropismo por los tejidos res-
piratorios. El VGPT infecta enterocitos, células
epiteliales alveolares y bronquiolares, y macró-
fagos intestinales y alveolares, pero no de san-
gre periférica.

Se han descrito dos tipos de receptores para
los coronavirus. Uno de ellos es una glicopro-
teína de 110 kD altamente específica para el
virus de la hepatitis del ratón (VMH). Ei segun-
do tipo muestra una reactividad cruzada al ni-
vel de interacciones virus-receptor. El VGPT, el
virus de la peritonitis infecciosa felina (VFIP), el
coronavirus canino (VCC) y el coronavirus hu-
mano 229 (VHC 229E), tienen el segundo tipo
de receptor4.

El principal transmisor de los virus relaciona-
dos con el VGPT es, probablemente, el cerdo.
Los animales adultos y las cerdas lactantes son
los responsables de la transmisión del virus a
los animales jóvenes, a través de las heces, la
leche y de los aerosoles generados en el tracto
respiratorio. Además, el VGPT se puede repli-
car en perros, gatos, zorros, estorninos, y, pro-
bablemente, en marsupiales arbóreos y roedo-
res acuáticos. No se han detectado signos de
infección en ratones, ratas y cobayos.

Variabilidad antigénica y genética
del VGPT

El VGPT tiene un genoma de ARN monoca-
tenario positivo de unas 26 kb, con poli A en
su extremo 3', que al replicarse produce 7-8
ARNm con un extremo 3' común. El VGPT y co-
ronavirus relacionados constan de tres familias
de proteínas estructurales con pesos molecu-
lares relativos de 160-220 kD (proteína S), 47-
56 kD (proteína N) y 22-36 kD (proteína M).
Además, el genoma vírico codifica varias poli-
merasas y 3-4 proteínas no estructurales5. El
VGPT y coronavirus relacionados pueden cla-
sificarse, además de por la estrategia de su re-
plicación,
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antigemcos (A, B, C y D) fueron definidos por radioinmunoanálisis competitivo, y los subsitíos antigénicos me-
diante caracterización de motantes del VGPT resistentes a la neutralización10. Ei sitio A estaba formado por ami-
noácidos situados entre los residuos 538 y 586, y, posiblemente, por aminoácidos localizados entre tos 325 resi-
duos aminoterminales. Los números indican los límites de los segmentos de la proteína que forman los sitios
antigénicos o las posiciones de residuos implicados en los mismos1'.

por su composición en proteínas y propiedades
antigénicas. Los coronavirus del grupo del VGPT
no tienen una cuarta proteína estructural (la gli-
coproteína HE), ni su glicoproteína S se corta
en dos mitades6.

La glicoproteína S forma las espículas (pepló-
meros) del virus y es el antígeno inductor de an-
ticuerpos neutralizantes79. En esta proteína se
han diferenciado cuatro sitios antigénicos (A,B,C
y D) (fig. 1), estando el sitio A subdividido en
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3 subsitios (Aa, Ab y Ac)1011. Estos sitios se
han localizado en la estructura primaria de la
proteína S, en el orden C,B,D y A, desde el ex-
tremo aminoterminal. El sitio C está localizado
entre los residuos 44 a 57 (con la posible con-
tribución de los residuos 160 a 173; el sitio B,
alrededor del residuo 97; el sitio D en los resi-
duos 382-389; y el sitio A alrededor de los resi-
duos 538 (Aa), 543 (Ac) y 586-591 (Ab), con
la posible contribución de los aminoácidos lo-
calizados entre los residuos 1-3255'11-12. Me-
diante radioinmunoanálisis competitivos, utili-
zando anticuerpos monoclonales (Acms)
obtenidos en diferentes laboratorios hemos di-
ferenciado, al menos, 10 sitios antigénicos, cin-
co de los cuales están implicados en la neutra-
lización del virus, aunque el sitio A es el mayor
inductor de anticuerpos neutralizantes (datos no
publicados).

La unión de 42 Acms, que reconocen un mí-
nimo de 25 epítopos a: 1) aislados entéricos del
VGPT recogidos en tres áreas geográficas dis-
tintas (América, Europa y Asia) durante 41 años;
2) aislados del VPRC, y 3) otros coronavirus,
mostró una fuerte homología antigénica entre
las proteínas víricas correspondientes (S, M y
N) de los virus VGPT, VPRC, VFIP, VFEC y VCC.
Por el contrario, no se detectó reactividad cru-
zada con los virus VPED, VHE 229E, VHC
OC43, VHEC, VBC o VMH6. Todos los virus
VGPT, VPRC, VFIP, VFEC y VCC, contenían el
subsitio antigenico Ac, definido por tres Acms
que los neutralizaban6. Por ello, la presencia
del subsitio antigenico Ac en un coronavirus se
tomó como base para definir un grupo antige-
nico, cuyos miembros tienen en común: a) epí-
topos en las tres proteínas estructurales; b) la
falta del procesamiento que corta a la proteína
S en dos mitades, y c) la ausencia de la proteí-
na HE.

La unión de Acms a los virus VGPT, VPRC y
coronavirus relacionados mostró una variabili-
dad antigénica significativa en las tres proteínas
víricas. Esta diversidad es mayor en la proteína
S, que en las proteínas M o N cuando se consi-
deran sólo los virus VGPT. De los cuatro sitios
antigénicos (C, B, D y A) definidos previamen-
te10'11, los sitios C y B mostraron poca variabi-
lidad cuando sólo se compararon aislados del
VGPT entre sí, aunque mostraron una variabili-
dad elevada cuando se incluyeron coronavirus
relacionados con el VGPT, ya que estos sitios
estaban cambiados en aislados de los virus
VPRC, VFIP, VFEC, y VCC. El sitio D mostró un
nivel intermedio de conservación entre aislados
de los virus VGPT y VPRC, mientras que el A

era el más conservado, estando el subsitio Ac
presente en coronavirus de, al menos, tres es-
pecies (porcina, felina y canina).

La comparación de secuencias entre cuatro
genes S, uno de la cepa MIL65 del VGPT y tres
de clones de la cepa PUR466, mostró que la
proteína S de la cepa MIL65 tenía 1.449 ami-
noácidos, dos más que los tres clones de la cepa
PLJR46. Se observó una homología del 97 % en-
tre las proteínas S de las cuatro cepas, tanto a
nivel de nucleótidos como a nivel de aminoáci-
dos. El 80 % de los cambios de aminoácidos
estaban localizados en la mitad N-terminal de
la proteína S, que comprende la porción globu-
lar del peplómero, que es la más externa de la
partícula vírica. En la mitad C-terminal del pe-
plómero, que forma la parte fíbrilar de la espí-
cula vírica que se ancla a la membrana, sola-
mente existen diferencias en ocho residuos. En
la proteína S del VGPT no está clara la existen-
cia de dominios altamente variables. En nues-
tros estudios el porcentaje de residuos cambia-
dos en los sitios A y B fue ligeramente mayor
(10 %), que en los sitios C (5 %) y D (1 %) (da-
tos no publicados). Los cambios en aminoáci-
dos en la proteína S de las cepas MIL65 y
PUR46 del virus VGPT son, aparentemente,
substituciones que no afectan a los epítopos crí-
ticos, ya que los Acms neutralizantes, que se
unen a cinco sitios antigénicos diferentes, fue-
ron incapaces de distinguir entre estas
cepas13. Todas estas observaciones indican
que la proteína del peplómero está altamente
conservada entre los VGPT.

La homología entre las proteínas M y N de
dos cepas del VGPT, la británica (ENG70
(FS772/70) y la americana PUR46, cuando se
compararon tanto a nivel de nucleótidos como
de aminoácidos, fue del 98 %, y la mayoría de
los cambios fueron conservativos. Los datos so-
bre las tres proteínas estructurales de los aisla-
dos del VGPT indican que existe una conserva-
ción elevada entre aislados recogidos en áreas
alejadas, y analizados después de un número
variable de pases en células en cultivo.

En las proteínas no estructurales (nspl, nsp2,
nsp3 y nsp4) del VGPT hay grandes diferencias
entre las zonas intergénicas de dos cepas
(MIL65 y PUR46). En cambio, entre las áreas
codificantes de las proteínas nspl, nsp2 y nsp3,
sólo se han encontrado substituciones en 3, 4
y 5 residuos, respectivamente, lo que implica
homologías del 95, 98 y 94 %, respectivamen-
te. Se han descrito, por otra parte, resultados
análogos para la cuarta proteína no estruc-
tural5.
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La elevada homología antigénica y genética
entre los aislados del grupo del VGPT sugiere
fuertemente que tienen un origen común. Las
diferencias en mapas antigenicos y genéticos de
los coronavirus, incluyendo los aislados VGPT
y VFIP, indican que en su divergencia se han
perdido, ganado o translocado ciertas unidades
de transcripción6. La importancia de la recom-
binación del ARN en la evolución de estos virus
la sugiere la existencia de recombinación du-
rante la infección por el VMH14. Los coronavi-
rus porcinos, felinos y caninos pueden infectar
el mismo tipo de célula, lo que podría facilitar
la recombinación entre ellos. Por el momento,
no es posible determinar cuál es el virus más
antiguo entre los aislados del grupo del VGPT.
El VPRC se detectó 40 años más tarde que el
VGPT, se extendió rápidamente, y tiene un ge-
noma más corto que el VGPT, lo que sugiere
que este virus pudo derivarse del VGPT. Debi-
do a que el VPRC sensibiliza al sistema inmu-
ne contra el VGPT, y a que el VPRC está exten-
dido por toda Europa (y recientemente ha
entrado en EE.UU.), podría desparecer el VGPT.

Protección inmunológica frente
a la gastroenteritis porcina transmisible

Las principales pérdidas económicas causa-
das por el VGPT se deben a su elevada tasa de
mortalidad en lechones menores de 10 días,
cuyo sistema inmune estaba inmaduro. La muer-
te de los lechones tiene lugar en 2-3 días, un pe-
ríodo de tiempo corto, que no es suficiente para
desarrollar una respuesta inmune protectora.

La inmunidad pasiva proporcionada por el ca-
lostro y la leche es esencial para transmitir pro-
tección contra la Infección por el VGPT a los re-
cién nacidos. Las fracciones del calostro y de la
leche de cerdos inmunes que contenían las ¡n-
munoglobullnas IgG e IgA fueron protectoras
cuando se administraron a lechones suscepti-
bles15. Es decir, los animales recién nacidos
pueden ser protegidos por una inmunidad lac-
togénica natural suministrada por las cerdas o
por una inmunidad lactogénica artificial basada
en el uso de sueros o Acm protectores. Para in-
ducir anticuerpos en la mamas, las cerdas de-
ben ser inmunizadas, preferentemente en el
tracto intestinal, 2 semanas antes del parto. La
inmunización en las glándulas mamarias ha
dado resultados contradictorios. Algunos auto-
res obtienen protección, mientras que otros no
consideran que la ruta intramamaria constituye
una alternativa válida a la ruta oral. En contras-
te, existe un consenso sobre la ineficacia de la
ruta intramuscular.

Para obtener inmunidad lactogénica se han
utilizado tres tipos de virus: 1) el VGPT virulen-
to; 2) el VGPT atenuado, y 3) coronavirus rela-
cionados con el VGPT (VPRC, VFIP y VCC). La
administración del VGPT virulento a las cerdas
les induce niveles inmunes protectores para ellas
y para proporcionar inmunidad pasiva a lecho-
nes lactantes. Dado que la vacunación con el
VGPT virulento tiene riesgos obvios, la investi-
gación de vacunas se ha dirigido hacia cepas ate-
nuadas del VGPT, o hacia el uso de coronavirus
relacionados. Las vacunas basadas en VGPT ate-
nuado tienen una eficacia limitada debido a la
falta de resultados consistentes, a la inducción
de epizootias y a la persistencia del VGPTen los
animales vacunados. Estudios comparativos de
cepas virulentas y atenuadas del VGPT mostra-
ron que las primeras son más estables frente a
enzimas pancreáticas, a la acidez y a fluidos in-
testinales. Esta mayor estabilidad del VGPT vi-
rulento le protege de la inactivación durante su
tránsito a través del tracto gastrointestinal y per-
mite su repllcación vírica en el intestino delga-
do, donde estimula la inmunidad secretora. Un
clon del VGPT (derivado de la cepa Purdue ate-
nuada), resistente a tripsina y a alfa-quimotrip-
sina, indujo inmunidad lactogénica. Utilizando
un proceso de selección por supervivencia en
el jugo gástrico, un muíante del VGPT (seleccio-
nado de una variante de bajo peso [D-52]), ad-
quirió, simultáneamente, resistencia a la acidez,
a pespina y a tripsina, e Indujo inmunidad pro-
tectora cuando se administró oralmente, pero
no por ruta intramuscular o ¡ntramamaria.

La protección inducida por el coronavirus
VPRC, relacionado con el VGPT, ha sido estu-
diada por varios grupos con una conclusión si-
milar. A pesar de que el VPRC induce anticuer-
pos neutralizantes para el VGPT, las cerdas
inmunes no protegen a sus crías contra la infec-
ción intestinal natural con el VGPT. La débil pro-
tección puede deberse a la insuficiente estimu-
lación aitlgénica del tejido linfoide, asociado al
intestino, durante la infección por el VPRC, de-
bido a su tropismo respiratorio. Sin embargo, los
animales infectados con el VPRC desarrollan una
respuesta inmunológica rápida en la infección
con VGPT salvaje, la epidemia causada por el
VGPT se acorta y la mortalidad de los lechones
se reduce. Estos resultados se confirmaron con
la asociación entre la diseminación del VPRC y
.a reducción en la incidencia del VGPT detecta-
da en Francia.

La vacunación contra el VGPT con coronavi-
rus heterólogos como el VFIP y el VCC sólo pro-
porcionó protección parcial. Los experimentos
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inversos, es decir, la vacunación para proteger
frente al VFIP con vacunas heterólogas de virus
vivos (VGPT, VCC y VHC 229E) tampoco propor-
cionó resultados satisfactorios.

Nuevas tendencias en el desarrollo
de vacunas para coronavirus entéricos

El objetivo de una vacuna contra el VGPT es
a protección de los lechones recién nacidos a
través de la inmunidad lactogénica. Existen al
menos dos estrategias para proteger frente a la
GPT: j ) la producción de antfgenos no infecti-
vos y su inclusión en complejos inmunizantes
que se focalicen en el intestino, y 2) el uso de
vectores vivos con un tropismo entérico. Ambos
procedimientos requieren el estudio de los epí-
topos reconocidos por los linfocitos B y T impli-
cados en protección, y la búsqueda de molécu-
las capaces de promover respuestas inmunes
que induzcan inmunoglobulinas IgA. Además,
la primera estrategia requiere la incorporación
a los inmunocomplejos de moléculas con afini-
dad por las células entéricas del intestino. Los
epítopos B que proporcionan protección normal-
mente inducen anticuerpos neutralizantes, aun-
que esta propiedad no es una condición nece-
saria: proteínas que inducen protección contra
el virus Herpes simplex y citomegalovlrus no In-
ducen anticuerpos neutralizantes.

Existen al menos cinco sitios antígénicos im-
plicados en la inducción de anticuerpos neutra-
lizantes para el VGPT: los sitios A, B y
Dio,n,:s,i7j y |os s¡t¡os definidos por los anticuer-
pos monoclonales 5G1 y 5D5 obtenidos por R.D.
Woods y R. Wesley (datos no publicados). De es-
tos cinco sitios antigénicos, el A es el mayor in-
ductor de anticuerpos neutralizantes y está con-
servado en todos los aislados conocidos del
VGPT. El sitio A es complejo, conformacional y
dependiente de glicosilación y los sitios B y D
son parcial y totalmente, respectivamente, inde-
pendientes de glicosilación (datos no publica-
dos). El sitio D es reconocido por anticuerpos
monoclonales neutralizantes y no neutralizan-
tes18. Un péptidodel sitio D, que incluye los re-
siduos 370-386 (H2N-SFFSYGEI-COOH) de la
proteína Sdel VGPT, indujo anticuerpos neutra-
lizantes, que tuvieron un título más alto, cuan-
do el péptido se conjugó con un segundo pépti-
do derivado de la proteína S, que incluye los
residuos 1160-118018. La combinación de es-
tos péptidos podría ser el primer candidato para
una vacuna subunidad contra la GPT. Los epí-
topos neutralizantes seleccionados en estos es-
tudios se definieron usando cultivos celulares de

testículo de cerdo y pueden diferir de los epíto-
pos que inducen anticuerpos neutralizantes
cuando se ensaya la infectividad vírica en célu-
las epiteliales del intestino, que son las células
infectadas in vivo.

Los epítopos T potencialmente implicados en
protección contra el VGPT se están definiendo
mediante el uso de hibridomas T específicos
para el virus19 y líneas celulares T. Utilizando
programas se han localizado en los residuos
1060-1087 y 1090-1110 zonas con alta proba-
bilidad de ser sitios T en la proteína S u .

Las inmunoglobulinas con isotipo IgA son más
estables que las que tienen isotipo IgC, en las
condiciones ambientales del intestino. Hay dos
tipos de factores de células T que se han impli-
cado en la producción de respuestas IgA: la in-
terleuquina 5 y un factor que se une al fragmento
Fe de las inmunoglobulinas presentes en la su-
perficie de los linfocitos B. Los genes que codi-
fican estos factores podrían clonarse y expresar-
se asociados a antígenos víricos, para estudiar
su pape! en la inducción de respuestas inmu-
nes secretoras contra el VGPT.

Hay dos tipos de moléculas que podrían coo-
perar en la estimulación del tejido linfoide aso-
ciado al intestino mediante la ingestión oral de
antígenos no autorreplicantes: la subunidad B
de la toxina del cólera, y el pili de la cepa ente-
rotóxica K88 de E. coli. La mayoría de los antí-
genos no viables son con frecuencia ineficien-
tes, requiriéndose grandes cantidades (mg) del
inmunógeno y produciendo, en el mejor de los
casos, respuestas inmunológicas débiles. El to-
xoide del cólera es una excepción, siendo un
potente inmunógeno. Esto se debe fundamen-
talmente a la capacidad de esta toxina para unir-
se fuertemente al gangliósido GM, en las super-
ficies celulares, una propiedad de la subunidad
B. Recientemente se ha demostrado que el to-
xoide del cólera tiene efectos adyuvantes poten-
tes en ratones en respuestas inmunes intesti-
nales a antígenos administrados oralmente. Un
determinante antigénico del sitio D de la pro-
teína S se ha expresado en zonas expuestas,
como proteína de fusión con la subunidad B de
la toxina del cólera. El producto recombinante
indujo anticuerpos neutralizantes para el VGPT,
pero su papel en protección no se ha descrito.

Una subunidad de 23 kD obtenida a partir
del VGPT por sonicación, centrifugación isopíc-
nica y filtración en gel a través de Sephadex G-
200, administrada por vía intramuscular a cer-
das preñadas próximas al alumbramiento, indu-
jo protección en los lechones que se amaman-
taron de la cerda vacunada. Estos resultados
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no han sido confirmados, y resultan sorprenden-
tes, ya que el VGPT inactivo no producía pro-
tección cuando se inoculaba intramuscularmen-
te. Lo más probable es que el requerimiento
mínimo para que una vacuna nc viva induzca
protección frente al VGPT es que contenga cua-
tro componentes: epítopos de células B y T,
componentes que dirijan el antígeno a los no-
dulos linfáticos del intestino, y factores que pro-
muevan respuestas IgA.

Los intentos para desarrollar vacunas por in-
geniería genética con la utilización de vectores
procarióticos convencionales han fracasado. La
mayor parte del gen de la proteína S se ha ex-
presado con alto rendimiento en E. coli. Sin em-
bargo, no se obtuvieron anticuerpos neutralizan-
tes cuando se hicieron inmunizaciones
subcutáneas con el producto recombmante20

ni tampoco se indujo protección in vivo. Un es-
tudio, que es más prometedor, también basa-
do en el uso de vectores procarióticos, consis-
te en la expresión de antígenos del virus GPT
en formas atenuadas de Salmonella typhimi-
ríum, que tiene tropismo por ¡as placas de Pe-
yer. Mutantes dobles de esta bacteria que tie-
nen alterada la síntesis de cAMP y la del
receptor para cAMP, persisten en los órganos
linfáticos del intestino durante unas 3 semanas,
e inducen inmunidad local y secretora contra
antígenos propios y heterólogos, en mucosas y
glándulas mamarias21.

Se requiere la expresión de productos recom-
binantes en vectores eucarióticos cuando los de-
terminantes antigénicos del VGPT son parcial
o totalmente dependientes de glicosílación,
como los sitios A y B, respectivamente, los cua-
les son inductores de anticuerpos neutralizan-
tes. Se pueden considerar dos tipos de vecto-
res eucarióticos: i ) vectores para uso in vivo,
como poxvirus, adenovirus, poliovirus, reovirus
y parvovirus, o, 2) vectores como baculovirus,
levaduras u hongos filamentosos para producir
antígeno glicosilado in vitro, que posteriormen-
te puede administrarse en forma no infecciosa.
Los intentos para inmunizar contra el VGPT con
vectores recombinantes VGPT-virus vacuna que
expresaban la mayor parte de la proteína S, die-
ron como resultado la inducción de anticuerpos
neutralizantes para el VGPT20, pero no induje-
ron protección. Tres vectores vivos —adenovi-
rus, poliovirus y reovirus— tienen la ventaja de
que algunas de sus cepas infectan las placas
de Peyer. Los adenovirus tienen un genoma de
ADNc, lo cual facilita su uso como vectores22.
Plásmidos que llevan un inserto correspondiente
a un ADNc de todo el genoma de poliovirus son

capaces de generar ARN de poliovirus infeccio-
so e iniciar un ciclo vírico completo, una vez
transfectados a células susceptibles. La mani-
pulación de plásmidos derivados de estos virus
permitiría la expresión de péptidos heterólogos
en las placas de Peyer.

La exposición de proteínas del VGPT bajo el
control del promotor polihedrina de baculovirus,
o en hongos filamentosos (como Aspergillus ni-
dulans o el sistema Mucor) puede ser una for-
ma económica de producir grandes cantidades
de antígeno glicosilado23. Las proteínas de¡
VGPT —S, M y N - , se han expresado usando
baculovirus, pero su uso en protección no se ha
descrito.

Una fuente interesante de antígeno pueden
ser los anticuerpos antiidiotípicos que mimetí-
cen el sitio A, de estructura compleja, y que es
ei principal Inductor de anticuerpos neutra, zan-
tes para el VGPT. Además, el uso de anticuer-
pos como antígenos puede tener la ventaja de
su adsorción en el intestino, particularmente en
los primeros días tras el nacimiento. En siste-
mas murinos se ha mostrado la inducción de
anticuerpos neutralizantes para el VGPT, inmu-
nizando con anticuerpos antiidiotípicos porcinos
generados contra un anticuerpo monoclonal
murlno. Estos anticuerpos neutralizaron al virus
GPT in viiro, pero no se han descrito estudios
de protección in vivo. Anticuerpos monoc.ona-
les antiidiotípicos de los tipos alfa y gamma, ge-
nerados contra anticuerpos monoclonales neu-
tralizantes para el VGPT, se están ensayando
en la inducción de protección in vivo (datos no
publicados).
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DISCUSIÓN

M. FRESNO: Es bien sabido que en el reconoci-
miento de los linfocitos T, el péptido identifi-
cado en el epítopo está asociado al complejo
principal de histocompatibilidad. Teniendo en
cuenta que el complejo principal de histocom-
patibilidad es polimórfico y varía de especie
a especie, ¿cómo podría solventarse este pro-
blema de epítopo T en los diseños de vacu-
nas sintéticas?

L. ENJUANES: Efectivamente hay determinantes
antigénicos para los linfocitos T, que solamen-

te son reconocidos en el contexto de determi-
nados antígenos de histocompatibilidad de
clase I o de clase II siendo además específico
para cada especie. Sin embargo, hay otros
que parece que tienen una mayor universali-
dad. Por ejemplo, se han seleccionado en pa-
rásitos determinados peptidos que estimulan
preferentemente a los linfocitos T. Respon-
diendo concretamente a su pregunta, hay dos
formas de solucionar el problema: 1) identifi-
car estos epítopos T, digamos universales, a
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través de las especies, y 2) no limitarse a un
solo epítopo T, sino utilizar varios para cubrir
el repertorio de haplotipos más frecuentes de
forma que una gran parte de a población pue-
da responder a este epítopo en concreto.

M. FRESNO: Una segunda cuestión relacionada
también con esto. Recientemente se ha des-
crito que las células T cooperadoras pueden
subdividirse según la función o según la se-
creción de linfoquinas. Hay algunas linfoqui-
nas realmente implicadas en el caso particu-
lar de la inmunidad intestinal en la secreción
de IgA. De cara a identificar epítopos T en un
futuro, ¿están pensando en un método para
buscar epítopos capaces de inducir este tipo
particular de células T relacionadas con las ¡n-
terleuquinas implicadas en la inducción de
IgA?

L. ENJUANES: Efectivamente, parece que una de
las que tiene más posibilidades es la IL-5 aun-
que los datos no son nada espectaculares. A
nosotros nos gustaría entrar en este campo,
pero por el momento lo único que sabemos
es que los epítopos que tenemos son capa-
ces de inducir IL-2, y muy posiblemente IL-4.
Esto lo hemos podido averiguar porque dis-
ponemos de anticuerpos monoclonales espe-
cíficos para esas dos interleuquinas. Espera-
mos disponer de anticuerpos monoclonales
específicos para la IL-5 en un futuro inmediato.

J. ORTÍN: En relación con estas genotecas de
mimótopos que ha mencionado, ¿se sabe si
uno de estos recombinantes, con una secuen-
cia concreta en la zona de enlace, puede ser
¡nmunogénico en el sentido de tener una fun-
ción similar a la que podría ejercer un anti-
cuerpo antiidiotípico?

L. ENJUANES: El único recombinante que dispo-
nemos que es realmente un mimótopo, mime-
tiza el sitio B, y es capaz de inducir anticuer-
pos que reconocen a la partícula vírica. Lo que
sucede en el caso particular del sitio B es que
la zona que nosotros hemos detectado no in-
duce anticuerpos neutralizantes, pero estoy de
acuerdo en que pueden ser inmunogénicos
en el sentido de que inducen anticuerpos que
reconocen la partícula B.

J. ORTÍN: ¿Esto es general o se refiere a los ac-
tualmente conocidos?

L. ENJUANES: Este hallazgo es bastante recien-
te y se dispone de muy pocos datos. Realmen-
te no puedo contestar a su pregunta.

R. LLOPIS: Nosotros estamos trabajando en un
sistema quizás menos complicado que el suyo,
pero me interesaría comparar los datos, ¿qué
proporción de anticuerpos ensayados con el

epítopo scanning son capaces de reconocer
los nonapéptidos?

L. ENJUANES: Aproximadamente una tercera
parte de los anticuerpos ensayados han res-
pondido. Naturalmente, es un tipo de tecno-
logía que solamente es útil para los determi-
nantes lineales, a no ser que uno tenga la
suerte de que aparezca una correactividad.
Es decir, una diferencia fundamental entre la
técnica del epítopo scanning y la técnica de
las genotecas al azar es que en el epítopo
scanning, los nonapéptidos o decapéptidos
que se presentan al anticuerpo se han obte-
nido a partir de la secuencia del virus. Por ello,
si son determinantes lineales, las probabilida-
des de éxito son muy grandes.

R. LLOPIS: Nosotros encontramos aproximada-
mente 1/6, y ustedes 1/3. Está dentro de un
rango, La segunda cuestión a esclarecer es si
los nonapéptidos que ustedes identifican y que
reconocen los anticuerpos monoclonales son
capaces de competir por el enlace del anti-
cuerpo monoclonal a la proteína nativa o al
virus.

L. ENJUANES: No hemos realizado el experimen-
to de sintetizar estos nonapéptidos y ver la
competición, aunque mi opinión es que en ca-
sos como el del sitio C es casi seguro que sí,
ya que son sitios realmente lineales y absolu-
tamente independientes de conformación. De
hecho, cuanto mayor es la desnaturalización
del virus más fácilmente es reconocido. Por
tanto, si el anticuerpo monoclonal ha sido ca-
paz de reconocer al nonapéptido en el poci-
lio de una placa, no veo por qué no lo puede
reconocer también en solución.

R. LLOPIS: Nosotros hemos encontrado bastan-
tes problemas en esta competición, aunque
obviamente es un sistema distinto. La última
cuestión que quisiera plantearle es: todo el
mapa antigénico original que han diseñado
para establecer de alguna forma las posicio-
nes relativas de enlace de unos monoclona-
les con respecto a otros, se basa, si he com-
prendido bien, en ensayos competitivos donde
un anticuerpo monoclonal desplaza el enlace
del otro. En aquellos casos donde no existe
una caída de señal, ¿han observado si estos
monoclonales pueden unirse simultánea-
mente?

L. ENJUANES: Bueno, de hecho esto forma par-
te del propio virus. Para realizar este tipo de
ensayos, nosotros seleccionamos 21, 22 an-
ticuerpos monoclonales y analizamos todas las
posibles combinaciones binarias entre ellos,
y además en los dos órdenes, poniendo pri-
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mero A y luego B, o bien poniendo B primero
y luego A.

R. LLOPIS: ¿Pero siempre en el ensayo compe-
titivo?

L. ENJUANES: En todos los casos, es decir, que
se ensayaron todas las combinaciones posi-
bles.

R. LLOPIS: Quizás me he expresado mal, yo me
refería a si interpretan la ausencia de despla-
zamiento de señal como evidencia de que los
dos monoclonales se van a sitios diferentes.

L. ENJUANES: Ésa es la conclusión a la que lle-
gamos normalmente cuando se ha ensayado
en las dos direcciones, porque a veces la
ausencia de desplazamiento puede deberse
a una menor afinidad de uno de los dos anti-
cuerpos monoclonales, que simplemente no
desplaza al otro porque tiene menos afinidad,
aunque este método tampoco tiene una fia-
bilidad del 100 %.

R. LLOPIS: ES que nosotros hemos identificado,
y en este sentido he formulado la pregunta,
parejas de anticuerpos monoclonales incapa-
ces de unirse simultáneamente a la hormona,
o en su caso sería al virus, en un ensayo tipo
sandwich, sin que en el ensayo competitivo
hayan demostrado desplazamiento o caída de
señal.

L. ENJUAMES: Efectivamente, en estos casos no
sabemos exactamente qué sucede. Podría
ser, como ha observado la Dra. Correa en su
laboratorio, que el antígeno cambiara comple-
tamente. Esto es especialmente claro para al-
gunos epítopos en el caso concreto del sitio
C. En mi intervención resalté que habíamos
determinado la estructura funcional, la cual
está definida sobre la base de un ensayo. Re-
sulta claro que el resultado puede variar se-
gún el ensayo, ya que puede variar la confor-
mación.

J. PIULATS: Quisiera volver al punto del control
de isotlpos. Quería saber su opinión sobre si
este control en la modulación del isotipo me-
diante linfoquinas puede aceptarse como un
aspecto general o bien tan sólo es válido cuan-
do se trata con modelos experimentales, como
el modelo murino.

L. ENJUANES: A pesar de la gran cantidad de li-
teratura publicada al respecto, los resultados
son un tanto decepcionantes, ya que los ni-
veles de aumento, que se obtienen por ejem-
plo con IL-5, son del orden de dos a tres ve-
ces. Normalmente, para obtener incrementos
de diez veces, que ya tendrían interés, hay
que recurrir a la combinación de más de una
nterleuqulna, y esto son arenas movedizas.

Creo que todavía queda mucho por investigar
en este terreno.

E. CERDA: Como yo no soy inmunólogo, la his-
toria de los mimótopos me resulta curiosa. Me
recuerda el caso de los falsos Rembrants, que
engañaron a los críticos y que llegaron a con-
siderarlos durante mucho tiempo mejores que
los originales. Da la sensación de que el obje-
tivo es buscar mimótopos que sean mejores
que los epítopos naturales, y que puedan pro-
porcionar mejores vacunas. La primera pre-
gunta sería entonces, ¿con qué frecuencia
ocurre esto? Y la segunda sería, ¿qué espe-
ranza hay de que los mimótopos, por buenos
que sean, resistan la crítica científica en un
futuro, es decir, resistan la evolución genéti-
ca del virus? Según mi información, la varia-
bilidad del virus es el principal problema que
plantean las vacunas. Entonces, ¿no sería me-
jor fijarse en los epítopos comunes a muchos
virus, algunos de los cuales parecen muy es-
tables? Me gustaría saber cuál es la estrate-
gia que se sigue desde el punto de vista prác-
tico.

L. ENJUANES: Desde un punto de vista práctico
la estrategia que estamos siguiendo es preci-
samente la que usted sugiere. Se han anali-
zado virus entéricos aislados en tres continen-
tes a lo largo de los últimos 40 años,
identificándose un subsltlo antigénico común
a todos ellos. En las variantes respiratorias que
producen otra patología distinta, en virus feli-
nos, en virus caninos, siempre buscamos un
determinante antigénico de alto interés con-
servado a lo largo del tiempo, incluso entre vi-
rus que infectan distintas especies.

E. CERDA: Entonces no entiendo qué sentido tie-
ne substituir un epítopo que se conserva bien
histórica y geográficamente por un mimóto-
po que en teoría puede variar.

L. ENJUANES: Quisiera aclarar este punto. El epí-
topo es una zona del virus que en principio se
conserva, al menos en algunos casos como los
anteriormente citados. El mimótopo es una
sencuencla sintética que puede utilizarse como
instrumento para conseguir una respuesta con-
tra el virus, aun en el caso de que el virus ex-
perimente cambios, el mimótopo no varía.

D. BLOXHAM: Desde el punto de vista industrial,
recientemente existe un considerable interés
en la posibilidad de desarrollar nuevos antiví-
ricos mediante la aproximación de identificar
secuencias descritas y su interacción con re-
ceptores celulares. ¿Qué opina de las dos po-
sibilidades, vacunas en comparación con blo-
queantes de la entrada de virus celulares?
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L. ENJUANES: Está claro que éste es un aborda-
je en principio interesante. La afinidad de un
anticuerpo monoclona! por una partícula víri-
ca alcanza en el mejor de los casos valores
de 109. Sin embargo, !a afinidad de un re-
ceptor celular por un virus, que es lo que se
pretende bloquear con uno de estos fárma-
cos que mimetizan estas zonas, es más ele-
vada. Así, para conseguir un fármaco antivíri-
co de este tipo, cuyo mecanismo de acción
se base en el bloqueo de la unión de un virus
al receptor celular, deberá afinarse muy bien
en el diseño para bloquear esa afinidad muy
superior a la de un anticuerpo de muy buena
calidad. Si fuera posible conseguirlo, creo que
tendría éxito. Sin embargo, yo no confiaría mu-
cho en ese tipo de tecnología por una razón,
que se deriva muy claramente del estudio del
mecanismo de neutralización de los virus. Este
enfoque implicaría, por ejemplo, neutralizar
un virus, basándose en un bloqueo de todos

ios receptores celulares capaces de recono-
cer ese virus, teniendo en cuenta que se tra-
ta de un receptor con una afinidad de 10-11,
lo que supondría añadir unas concentracio-
nes elevadísimas de ese oéptido, que muy
probablemente serían tóxicas para el orga-
nismo.

E. MÉNDEZ: En todos estos aspectos que esta-
mos abordando, siempre se está consideran-
do los anticuerpos monoclonales, la localiza-
ción de sitios muy concretos en la cadena
polipeptídica, péptidos, aminoácidos, etc. ¿No
puede estar la clave de todo esto realmente
en que el sitio de reconocimiento de estas mo-
léculas sea a nivel de estructura terciaria o se-
cundaria?

L. ENJUANES-. Por supuesto, estoy absolutamen-
te de acuerdo. Es obvio que hay mutaciones
que afectan a un extremo dista] de la molé-
cula, y que, sin embargo, alteran su confor-
mación y, por tanto, afectan a la unión.
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