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RESUMEN

Diversidad de epitopes de neutralizacién de la proteina VP4 de
rotavirus de humano
Los rotavirus de humano (RVHs) presentan dos proteinas en su capa
proteica externa, VP7 y VP4, las cuales son capaces de inducir la formacién
de anticuerpos neutralizantes, por 1o que su especificidad serotipica es
dual. Asi se han descrito cuatro serotipos principales en VP7 (G1 a G4) y
dos serotipos y un subtipo en VP4 (P1A, P1B, y P2). La proteina VP4
requiere ser cortada por tripsina en los polipéptidos VP5* y VP8* para
activar la infectividad viral. El presente trabajo versa sobre el estudio de Ia
estructura y diversidad antigénica de VP4 de RVHs. Se estudid la
estructura antigénica de esta proteina usando un panel de anticuerpos
monoclonales neutralizantes (AMcN) anti-VP4 derivados de los RVHs Wa
(serotipo P1A) y ST3 (serotipo P2) y variantes virales que escapan a la
neutralizacién por AMcNs, En estas variantes se secuencié el gene que

codifica a VP4, con lo cual se identificaron, en la cepa Wa, dos sitios de

neutralizacion homotipica y heterotipica en los aminoacidos 458 y 392,

respectivamente, mientras que en la cepa ST3 se identificaron tres sitios de

neutralizacién homotipica o asociada con reactividad cruzada limitada en

los aminoacidos 72, 217, y 385. Se elabor6 también un mapa operacional
de epitopes de neutralizacién en VP4 de RVHs, através del anélisis de los

patrones de neutralizacién cruzada de AMcNs sobre diversas variantes

virales. Se encontré que VP4 de Wa tiene al menos un dominio de

neutralizacién complejo en VP5* el cudl consiste de varios epitopes

relacionados operacionalmente. Por su parte, VP4 de ST3 tiene al menos

dos dominios de neutralizacién, uno se localiza en VP5* y estd relacionado
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operacionalmente al dominio de neutralizacion complejo en VPS* de los
RVHs Wa y KU, y el otro es un dominio de neutralizacién independiente en
VP8*, el cudl no habia sido descrito previamente en RVHs, Para estudiar la
diversidad de epitopes de neutralizacion en VP4 de RVHs, se examind la
reactividad de 71 especimenes virales presentes en heces de infantes con
gastroenteritis causada por rotavirus através de un ensayo
inmunoenzimatico con AMcN especificos de dos serotipos de VP4 (P1lA y
P2) y de los cuatro principales serotipos de VP7 (G1 a G4). Debido a que los
AMcN anti-VP4 no han sido ampliamente validados como reactivos
especificos de serotipo, los resultados de este método se consideraron
preeliminares y se marcaron con con un asterisco. De los 71 especimenes

analizados, 35 (49.3%) fueron serotipo P1A*, ninguno fué serotipo P2*, y 36

(50.7%) no pudieron ser asignados a alguno de estos dos serotipos. Con

respecto a la serotipificacién de VP7, 16 (22.5%) presentaron serotipc G1,
23 (32.4%) serotipo G2, 17 (23.9%) serotipo G3, 2 (2.8%) serotipo G4, y 13

(18.3%) no pudieron ser serotipificados. Siete de los 23 especimenes de

serotipo G2 presentaron sorpresivamente el serotipo P1A* en contraste

con la observacion de otros autores de que el serotipo G2 de VP7 solo se.

asocia con el serotipo P1B. Por otro lado, la ausencia de especimenes del
serotipo P2* entre infantes smtomaUcos concuerda con la hlpotesxs de que

este serotipo infecta pr1nc1pal o tinicamente a neonatos asintomaticos.
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ABSTRACT

Diversity of neutralization epitopes in the VP4 protein of human
rotaviruses

The two outer capsid proteins of human rotaviruses (HRVs), VP7 and VP4,
are able to elicit the production of neutralizing antibodies, hence the
serotipic specificity of HRVs is dual. The VP7 from HRVs has been
classified into four major serotypes, G1 to G4, while the VP4 has been
classified into two serotypes and one subtype, P1A, P1B, and P2. The
antigenic structure of the VP4 protein of HRV strains Wa and ST3 was
studied by using a panel of Wa- and ST3-derived VP4-specific neutralizing
monoclonal antibodies (NMAbs) and NMADb-resistant variants. The VP4-
coding genes from three Wa and three ST3 variants were sequenced. For
Wa VP4, one homotypic and one heterotypic neutralization site, at amino
acids 458 and 392, respectively, were identified. For ST3 VP4, three

neutralization sites were found at amino acids 72, 217, and 385 that are

“either homotypic or associated wuh limited cross-reactivity., Cross«

neutrahzatlon assays using several pairs of NMAbs and resistant vanants
showed that Wa VP4 has at least one large neutralization domain on its

larger trypsin cleavage product, VPS*, consisting of several operationally

related epitopes. VP4 of ST3 has at least two neutralization domains, one -

located on VP5* that is operationally related to the large neutralization
domains on VP5* from HRVs Wa and KU, as well as an independent'

neutrahzatlon domain on VP§*, the smaller trypsin cleavage product of

VP4, To learn about the serotypic dwer51ty of HRV VP4 we. exammed 71' |

stool spemmen_s from infants with rotavirus gastroenteritis by an enzyme .

immunoassay, using NMADs specific to two VP4 serotypes (P1A and'P’Z)”




and all four major HRV VP7 serotypes (G1 to G4). The VP4-serotype
assignements were considered as preliminary, and were accordingly
labelled with an asterisk, since the corresponding NMAbs have not been
widely validated as serotyping tools. Of the 71 specimens analyzed, 35
(49.3%) were serotype P1A*, none was serotype P2*, and 36 (50.7%) could
not be assigned to either serotype. By VP7 serotyping, 16 (22.5%) were
“serotype G1, 23 (32.4%) serotype G2, 17 (23.9%) serotype G3, 2 (2.8%)
serotype G4, and 13 (18.3%) could not be serotyped. The observed lack of
serotype P2 strains among symptomatic infants is in agreement with the
hypothesis that this serotype primarily or solely infects asymptomatic
neonates. On the other hand, 7 of 23 serotype G2 specimens were
unexpectedly found to be serotype P1A*, even though this serotype had
been associated so far only with serotype P1B, suggesting the existence of

VP4-VP7 combinations not previously descrlbed
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RESUMEN

Los rotavirus de humano (RVHs) presentan dos proteinas en su capa proteica externa,
VP7 y VP4, las cuales son capaces de inducir la formacion de anticuerpos neutralizantes, por lo
que su especificidad serotipica es dual. Asi se han de§crito cuatro serotipos principales en VP7
(G1 a G4) y dos serotipos y un subtipo en VP4 (P1A, P1B, y P2). La proteina VP4 requiere ser
cortada por tripsina en los polipéptidos VP5* y VP8* para activar la infectividad viral,

El presente trabajo versa sobre el estudio de la estructura y diversidad antigénica de
VP4 de RVHs. Se estudid la estructura antigénica de esta prote'lné usando un panel de anticuerpos

monoclonales neutralizantes (AMcN) anti-VP4 derivados de los RVHs Wa (serotipo P1A) y ST3

(serotipo P2) y variantes virales que escapan a la neutralizacién por AMcNs. En estas variantes

se secuencié el gene que codifica a VP4, con lo cual se identificaron, en la cepa Wa, dos sitios de
neutralizacion homotipica y heterotipica en los aminoacidos 458 y 392, respectivamente,
mientras que en la cepa ST3 se identificaron tres sitios de neutralizacidn homotipica o asociada

con reactividad cruzada limitada en los aminoacidos 72, 217, y 385. Se elaboré también un

“mapa operacional de epitopes de neutralizacién en VP4 de RVHs, a través del anélisis de los

patrones de neutralizacion cruzada de AMcNs sobre diversas variantes virales. Se encontré que
VP4 de Wa tiene al menos un dominio de neutralizacion complejo en VPS?*, el cual consiste de

varios epitopes relacionados operacionalmente. Por su parte, VP4 de ST3 tiene al menos dos

dominios de neutralizacion, uno se localiza en VP5* y esta relacionado operacionalmente al

dominio de neutralizacién complejo en VP5* de los RVHs Wa y KU, y el otro es un domino de
neutralizacion independiente en VP8*, el cual no habia sido descrito previamente en RVHs.

Para estudiar la diversidad de epitopes de neutralizacion en VP4 de RVHs, se examing la

reactividad de 71 especimenes virales presentes en heces de infantes con gastroenteritis causada

por rotavirus a través de un ensayo inmunoenzimético con AMcN especificos de dos serotipos de

VP4 (P1A y P2) y de los cuatro principales serotipos de VP7 (G1 a G4). Debido a que los AMCN -_

~anti-VP4 no han sido ampliamente validados como reactivos especificos de serotipo, los
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resultados de este método se consideraron preliminares y se marcaron con un asterisco. De los
71 especimenes analizados, 35 (49.3%) fueron serotipo P1A*, ninguno fue serotipo P2*, y 36
(50.7%) no pudieron ser asignados a alguno de estos dos serotipos. Con respecto a la
serotipificacion de VP7, 16 (22.5%) presentaron serotipo G1, 23 (32.4%) serotipo G2, 17
(23.9%) serotipo G3, 2 (2.8%) serotipo G4, y 13 (18.3%) no pudieron ser serotipificados.
l.a ausencia de especimenes del serotipo P2* entre infantes sintomaticos concuerda con la
hipotesis de que este serotipo infecta principal o Unicamente a neonatos asintomaticos. Por otro
lado, siete de los 23 especimenes de serotipo G2 presentaron sorpresivamente el serotipo P1A*,
en contraste con la observacion de otros autores de que el sverotipo G2 de VP7 éolo se asocia con el
serotipo P18, sugiriendo la existencia de combinaciones entre serotipos de VP4 y VP7 que no

habian sido previamente descritas,
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ABSTRACT

The two outer capsid proteins of human rotaviruses (HRVs), VP7 and VP4, are able to
elicit the production of neutralizing antibodies, hence the serotipic specificity of HRVs is dual.
The VP7 from HRVs has been classified into four major serotypes, G1 to G4, while the VP4 has
been classified into two serotypes and one subtype, P1A, P1B, and P2,

The antigenic structure of the VP4 protein of HRV strains Wa and ST3 was studied by
using a panel of Wa- and ST3-derived VP4-specific neutralizing monoclonal antibodies
(NMAbs) and NMAb-resistant variants. The VP4-coding genes from three Wa and three ST3
variants were sequenced. For Wa VP4, one homotypic and one heterotypic neutralization site, at
amino acids 458 and 392, respectively, were identified. For ST3 VP4, three neutralization
sites were found at amino acids 72, 217, and 3835 that are either homotypic or associated with
limited cross-reactivity. Cross-neutralization assays using several pairs of NMAbs and
resistant variants showed that Wa VP4 has at least one large neutralization domaih on its larger

trypsin cleavage product, VP5*, consisting of several operationally related epitopes." VP4 of

ST3 has at least two neutralization domains, one located on VP5* that is operationally related to
‘the large neutralization domains on VP5* from HRVs Wa and KU, as well as an independent
- heutralization domain on VP8*, the smaller trypsin cleavage product of VP4,

To learn about the serotypic diversity of HRV VP4 we examined 71 stool specimens from

infants with rotavirus gastroenteritis by an enzyme immunoassay, using NMAbs speciﬁcﬁto two
VP4 serotypes (P1A and P2) and all four maj»of HRV VP7 serotypes (G1 to G4). The VP4-

serotype assignements were considered as preliminary, and were accordingly labelled with an

- asterisk, since the corresponding NMAbs have not been widely validated as serotyping tools. Of

the 71 specimens analyzed, 35 (49.3%) were serotype P1A*, none was serotype P2*, and 36

(50.7%) could not be assigned to either serotype. By VP7 serotyping, 16 (22.5%) We“re"‘
serotype G1, 23 (32.4%) serotype G2, 17 (23.9%) serotype G3, 2 (2.8%) serotype G4, and

13 (18.3%) could not be serotyped. The observed lack of serotype P2 strains among
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symptomatic infants is in agreement with the hypothesis that this serotype primarily or solely
infects asymptomatic neonates. On the other hand, 7 of 23 serotype G2 specimens were
unexpectedly found to be serotype P1A*, even though this serotype had been associated so far
only with serotype P1B, suggesting the existence of VP4-VP7 combinations not previously

described.
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INTRODUCCION

Los rotavirus del grupo A son uno de los principales agentes etiolégicos de diarrea
infantil. Se ha calculado que son responsables de 873,000 de las 5 a 10 millones de muertes de
infantes que por enfermedades diarreicas ocurren anualmente en el mundo {1]. Los episodios
graves de diarrea por rotavirus generalmente ocurren en menores de dos afos, entre los que
causa entre 12 y 7 1% (mediana 31%) de las hospitalizaciones por diarrea {2].

Los rotavirus presentan un genoma de 11 segmentos de RNA de cadena doble, separab‘les
por electroforesis en geles de acrilamida y nombrados de acuerdo a su movilidad electroforética.
La fragmentacion del genoma permite que en infecciones mixtas de células cultivadas in vitro se
pruduzcan rearreglantes genéticas con alta frecuencia [3]. Los distintos segmentos de RNA
codifican para seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VPG, y VP7) y cinco proteinas no
estructurales (NSP1-NSPS) [4]. El vgenoma y las proteinas VP1 a VP3 forman el nlicleo viral,
que se encuentra rodeado por dos capas concéntricas, la capa interna formada pdr la protefna

VPG, y la capa externa formada por las proteinas VP4 y VP7 [5]. Esta Ultima estructura esta

formada por una capa lisa y delgada de VP7, de la cual emergen espiculas de VP4, probablemente |
diméricas, con la apariencia de un tallo delgado en la regién proximal y u.ha protuberanc‘ia o
bilobular en el extremo distal {6]. Los viriones maduros presentan la apariencia de una esfera

con un didmetro de 765 A, de la que sobresalen las espiculas cuya longitud es de entre 100y

120 A [6].

y es el componente mas abundante de la capa externa [5]. La proteina nativa es capaz de inducir
la formacion de anticuerpos monoclonales neutralizantes (AMcN), habiéndose demostrado que
induce principalmente AMcN homotipicos, i.e. especificos de serotipo (ver definicion adelante), -

aunque también induce AMcN heterotipicos, i.e., anticuerpos que presentan reactividad ctUzada |

al ser ensayados con cepas pertenecientes a serotipos diversos [7],

VP7, producto del gene 7, 8, 6 9, dependiendo de la cepa, es una glicoproteina de 37 K'Da, |
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VP4, producto del gene 4, es una proteina no glicosilada, de aproximadamente 86.5 KDa
[8]. Cuando se encuentra en su conformacién nativa en el virién, VP4 es susceptible de ser
cortada por tripsina, con lo que se producen los polipéptidos VP5* (60 KDa) y VP8* (28 KDa).
Este rompimiento resulta en un fuerte aumento de la infectividad viral, probablemente através
de incrementar la penetracion productiva, pero no la adsorcion a la célula huésped [9-12]. VP4
tiene varias funciones adicionales: es la hemaglutinina en algunas cepas virales [13], contiene
epitopes de neutralizacion [14], es un determinante de virulencia en ratones [15], es
responsable de la restriccion al crecimiento que ciertas cepas de rotavirus presentan en células
en cultivo [16] y de la formacion de placas [13].

El gene 4 ha sido secuenciado en varias cepas de rotavirus de animales (RVAs) y de
rotavirus de humano (RVHs). En ambos casos se observa un marco abierto de lectura que
codifica ya sea por una proteina de 776 aminoacidos en los RVAs 6 de 775 aminoacidos en los
RVHs, los cuales carecen del aminoacido que ocupa la posicion 136 en RVAs [3]. En VP4 de los

RVHs existen cuatro cisteinas conservadas en las posiciones 216, 318, 380, y 774, y una

cisteina adicional en la mayoria de los RVAs, en la posicion 203. Dos de estas cisteinas ubicadas

en las posiciones 318 y 380 en la regién de VP5* forman un puente disulfuro tanto en RVHs
como en RVAs, y estos Ultimos presentan un puente disulfuro adicional en las posiciones 203 y

216 en la region de VP8* [17].

A través del anélisis de la secuencia de aminoacidos en el extremo amino de la proteina

- VPS* de Ia'cepa de rotavirus de simio SA11 4fM, Lopez et al, [18] dedujeron que 'exiAsten al

menos dos sitios de corte por tripsina, en las argininas 241 y 247, Asi, el tratamiento con

tripsina resulta en dos polipéptidos VP5* cuyo extremo 5' inicia predominahtement‘e‘ en el

aminoacido 248, y en menor proporcién en el aminoacido 242. No es claro si la escasa

infectividad que se detecta previamente al tratamiento con tripsina se debe a la presencia de una

pequefia cantidad de virus cuya VP4 haya sido cortada por una proteasa celular endégena, como

tampoco es claro cual es el mecanismo por el que se activa la infectividad viral después del

rompimiento proteolitico de VP4,
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lLos rotavirus han sido clasificados de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas y
bioquimicas como un género dentro de la familia Reoviridae, el cual incluye también a los
géneros Reovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, y Fijivirus [19] Dentro del género Rotavirus se
han identificado 6 grupos (A-F), los cuiles no presentan reactividad cruzada por técnicas
seroldgicas como inmunofluorecencia o ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) [5]. Dentro de cada
grupo, los rotavirus se clasifican en serotipos determinados por ensayos de neutralizaciéon con
sueros hiperinmunes preparados en animales seronegativos. Se consideran como pertenecientes
a distinto serotipo a aquellas cepas cuyos sueros hiperinmunes presenten una diferencia de 20 o
mas veces en el titulo de anticuerpos neutralizantes. De esta manera se han identificado 14
serotipos entre los rotavirus del grupo A (G1-G14), de los cudles 9 infectan a humanos (G1-
G6, G8, G, y G11). Los ensayos de neutralizacién detectan la reactividad de anticuerpos contra

las dos proteinas de la capa proteica externa del virion (VP7 y VP4), aunque en la mayoria de

los casos la reactividad predominante es con VP7, como se demuestra por la clasificacion

idéntica que se obtiene por ELISA con AMc contra VP7 [20]. Se piensa que en animales

hiperinmunizados la respuesta predominate de anticuerpos neutralizantes es contra VP7, a

diferencia de lo que ocurre en respuesta a infecciones naturales, donde predominan los

anticuerpos neutralizantes contra VP4 [20]. En las partes subsequentes de este trabajo se hace

referencia exclusivémente a los rotavirus del grupo A, a los que se nombra simplemente como“
rotavirus.

La dificultad para clasificar a la proteina VP4 a través de ensayos"t‘radiciohales de,‘
neutralizacién con sueros hiperinmunes obligaron el desarrollo de métodos alternativos. Uno de
estos métodos, que en este estudio se considerara como estandar de referencia para fi'nés,'de
Clasif_icacién, es el 'ensayo de neutralizacion con sueroshipeAriAnmunes contra proteinas- VP4'

recombinantes, producidas en el sistema de expresion de baculovirus, Idealmente los métodos de

clasificacion deben ser capaces de determinar la diversidad serotipica que sea rélevante,e'n la

induccién de proteccion, y en nuestro concepto, el método que proponemos como estandar de

referencia es el que mas se acerca a este ideal. A través de este ensayo la prOteina VP4 de RVHs
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Tabla 1

Clasificacion de la proteina VP4 de rotavirus de humano basada en caracteristicas genéomicas y

antigénicas

Cepa de Serotipo Tipo Serotipo de VP7 Infeccién
referencia de VP4 gendmico asociado sintomatica?
Wa P1A P-gen8 G1, G3, G4, G9 +

DS1 P1B P-gen4 G2, G12 +
ST3 P2 P-gen6 G1, G2, G3, G4 - (neonatos)
K8 P3 P-gen9 G1 +
69M P4 P-gent0 G8 +
HCR3 ND P-gen3 G3 - {infantes)

a 4+, infeccion sintomdtica; -, infeccion asintomatica. Entre paréntesis se indica si la infeccion

se detecta en neonatos (menores de 28 dias) o en infantes (mayores de 1 mes y menores de 5

afos).

ha sido clasificada en cuatro serotipos y un subtipo en base a una diferencia de 8 veces en el

titulo de anticuerpos neutralizantes (serotipos P1A, P1B, y P2 a P4) “[21-23]. 

Interesantemente, la infeccion con uno de estos serotipos, P2, ha sido asociada con infecciones

asintomaticas en neonatos [21] (Tabla 1). Asimismo, se ha observado cierta correlacion entre

los serotipos P y G. Asi, el serotipo P1A ha sido asociado con los serotipos G1, G3, G4, Ay G9‘,ﬂ el ,‘ |

serotipo P1B con los serotipos G2 y G12, mientras que el serotipo P2 se ha encontrado en Cepas

de cualquiera de los serotipos G1 a G4 (Tabla 1). Otro enfoque para la clasificacién:de VP4 se
basa en sus caracteristicas genbémicas en lugar de las antigénicas. Asi se hahAconsideAradAo como "
pertenecientes al mismo tipo gendmico de VP4 a aquellas cepas cuyos genes 4Aresu}ten,éh‘uh.
porcentaje de identidad en secuencia de aminoacidos de 89% o mas. Los tipos génémicOS»dé V‘P‘4[

inicialmente se hombraron con la misma nomenclatura que previamente se usé para denominar a -
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los serotipos, i.e. |a letra P seguida de un numero, sin embargo, para evitar confusiones
recientemente se propuso nombrar a los tipos gendmicos con el prefijo P-gen seguido de un
nimero [24]. A la fecha, se han identificado 15 tipos genémicos entre los rotavirus del grupo A,
de los cuéles 6 (P-gen4, P-gen6, P-gen8, P-gen9, P-genl1, y P-gen12) infectan a humanos
[S, 25]. Se ha encontrado ademés, que los tipos genémicos P-gen8, P-gend, P-gen6, y P-gen9
corresponden a los serotipos P1A, P1B, P2, y P3, respectivamente (Tabla 1) [25].

A través de la comparacion de la secuencia de aminoacidos de VP4 entre 'distintas cepas de
RVHs, se han identificado noventa y un aminodcidos invariantes entre las cepas de neonétos con
infecciones asintomaticas, mientras que otros aminoacidos son invariahtes en las mismas
posiciones entre las cepas de RVHs aisladas de infantes sintomaticos, Gorziglia et al, sugirieron
que algunos de estos aminoacidos caracteristicos de las cepas asintomaéticas son responsables de
la diferencia en virulencia entre distintos RVHs, debido a que no se observaron caracteristicas

similares entre los 10 genes restantes de cepas virulentas o asintomaticas [26]. Esta asociacion

no tiene amplio soporte experimental, porque un nimero mucho menor de aminoacidos son

invariantes (solo 50) si se comparan las secuencias de RVHs asintomaticos con las de cepas
virulentas de origen animal, y no existe prueba de que las cepas de neonatos asintomaticos sean

realmente avirulentas [5]. Otros estudios sugieren que factores del huésped y no de la cepa viral

son responsables de las infecciones asintomaticas en neonatos, ya que cepas que son virulentas

para infantes mayores, pueden causar infecciones asintomaticas en neonatos [27, 28].

La secuencia del gene 4 de mutantes que escapan a la neutralizacién por AMcN ha

permitido identificar los aminoacidos involucrados en neutralizacién homotipica y heterotipica

tanto en RVHs como en RVAs, La mayoria de los AMcN anti-VP4 derivados de RVAs son

homotipicos o moderadamente heterotipicos, y seleccionan cambios en la region hipervariable de

VP8*, entre los aminoacidos 87-194 , mientras que AMcN heterotipicos contra RVAs
seleccionan cambios de aminoacidos en una region limitada de VP5*, entre los aminoécAidoAs 388-
393 [8, 29]). Los AMcNs contra RVHs, por otro lado, son principalmente heterotipicos e inducen o

cambios de aminoacidos en tres regiones de VP5*, la region | ubicada en el aminoacido 305, la

11
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region Il entre los aminoacidos 385-392, y la region lll entre los aminoacidos 428-433 {30,
31].

l.as regiones VP8* y VPS5* parecen tener distintas funciones relacionadas con las
interacciones tempranas virus-célula, VP8* es quiza el ligando a través del cual ocurre la
primera interaccion virus-célula huésped, ya que se ha demostrado que AMcN contra VP8* del
rotavirus de simio RRV previenen la infeccion viral al bloquear la adsorciéon a la célula huésped
[32]. El receptor de los RVAs en la célula huésped (cualquiera que éste sea) contiene acido
sidlico, ya que, al ser desialidada, la célula pierde temporalmente su suceptibilidad a ser
infectada [33). Se sabe también que los RVAs son capaces de aglutinar ertrocitos, y esta
interaccién es también dependiente de acido sialico [33]. Sin embargo, es paraddjico que
mutantes de rotavirus capaces de replicarse en células huésped desialidadas sean aiin capaces de
aglutinar eritrocitos normales, indicando que el sitio de unién a acido sidlico se encuentra
intacto, Este hallazgo sugiere que los rotavirus tienen un segundo receptor independiente del que
une écido slélico, a través del cual se inicia la infeccion de la célula huésped [34]. La mutacion
que confiere resistencia a la desialidacion reside en el gene que codifica a VP4, aun'que‘no es
claro qué region de VP4 es responsable de este fenotipo. Se ha prbpuesto que después de la
interaccién inicial de los rotavirus con la célula huésped a través de VP8*, ocurre una segunda
interaccion con otra regién de VP4, quiza VP5*, siendo esta Ultima interaccion necesaria para la

penetracion del virus a la célula [34].

VP5™* esta involucrado quizéa en la penetracion a la célula huésped, ya que existe una

regién conservada entre los rotavirus de los grupo A, ubicada entre los aminoacidos 384 y 401,

que presenta homologia con un dominio hidrofébico fusogénico presente en la glicoproteina E1 de

los virus Sindbis y Semliki [8] Esta region podria actuar sola o en cooperacién con otras

regiones hidrofébicas en VP4, como ocurre con la glicoproteina E1, para mediar la penetracién

del virién a la célula huésped. Sin embargo, esta hipétesis no ha sido probada.

La topografia de epitopes de neutralizacion en VP4 de RVHs y de animales ha sido- )

~estudiada examinando los patrones de reactividad de AMcNs contra variantes virales que escapan

12
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a la neutralizacién y por ensayos inmunoenzimaticos de competencia. De acuerdo al primer
método (cue para los fines de este trabajo se nombrara analisis de variantes virales) los
epitopes reconocidos por dos AMcN se consideran operacionalmente relacionados si una variante
viral seleccionada con un AMcN adquiere resistencia a un segundo AMcN. Un grupo particular de
epitopes operacionalmente ralacionados se definen como un dominio [35]. En la cepa de

rotavirus de simio RRV, se han identificado tres dominios de neutralizacion por analsis de

variantes virales, dos dominios homotipicos en VP8* y un dominio heterotipico en VP5*, aunque

los dos dominios en VP8* son indistinguibles por ensayos inmunoenzimaticos de competencia. En
la cepa de RVH KU, se identificaron dos dominios de neutralizacién por analisis de variantes
virales, ambos ubicaclos en VP5*. A la fecha ho se han identificado dominios de neutralizacién en
VP8* de RVH.

Recientemente, B. Coulson describio la produccion de AMcN anti-VP4 especificos de los

- serotipos P1A, P1B y P2 y su utilizacion para determinar la diversidad de epitopes en VP4 de

cepas de campo de RVHs [36]. Nosotros hemos producido un panel de 13 AMcN anti-VP4

derivados de las cepas de RVH Wa (serotipo P1A) y ST3 (serotipo P2), y hemos caracterizado su

reactividad por ELISA y ensayo de neutralizacién contra un grupo de rotavirus cultivados in

vitro pertenecientes a diversos serotipos. Algunos AMcNs reaccionaron especificamente por

ELISA con cepas de los serotipos P1A 6 P2, mientras que otros AMcNs reccionaron

| heterotipicamente con cepas pertenecientes a diversos serotipos de VP4 [37]. Tanto los AMcN

desarrollados por nosotros como los desarrollados por B, Coulson servirdn para conocer mas
detalladamente la estructura y diversidad antigénica en VP4 de RVHs.

En el presente estudio se procedié a caracterizar a nivel molecular los sitios en la

proteina VP4 reconocidos por algunos de los AMcN producidos previamenté contra las cepas de
RVH Wa y ST3, y se inicid el analisis de la utilidad de un subgrupo de estos AMcN, eASpeciAﬁcos de

los serotipos P1A y P2, como herramientas para estudiar la diversidad antigénica de esta

proteina en cepas de campo.

13
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OBJETIVOS

1) Estudiar la estructura antigénica de la proteina VP4 de RVHs a través de identificar
los aminoacidos importantes para neutralizacion por AMcNs, y elaborar un mapa operacional de
los epitopes raconocidos por los AMcNs,

2) Determinar la variabilidad de epitopes de neutralizaciéon de la proteina VP4 en cepas
de campo de RVH.

LLos resultados del objetivo No. 1 se describen en el articulo que se anexa, y los

resultados del objetivo No. 2 en la seccion de Resultados adicionales.
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The antigenic structure of the VP4 protein of human rotavirus (HRV} strainsa Wa and ST3 was studied by using a panel
of Wa- and ST3-derived VP4-specific neutralizing monocional antibodles {(NMAbs) end NMAb-resistant variants, The VP4~
coding genes from three Wa and threed ST3 variants were sequenced. For Wa VP4, cne homotypic and one heterotyplc
neutralization site, at amino acids 458 and 392, respectively, were Identified. For ST3 VP4, three neutralization sites were
found at amino acids 72, 217, and 385 that are aithar homotypic or associated with limited cross-reactivity. Cross-neutrailza-
tion assays using severa! pairs of NMADbs and resistant variants showad that Wa VP4 has at least one large neutralization
domaln on Its larger trypsin cleavage product, VPE®, consisting of several operationally related apitopes. VP4 of ST3 has
at least two neutralization domains, one located on VP5® that is operationally relatad to the large neutralization domains
on VP5® from HRVs Wa and KU, as well as an Independent neutraiization domaln on VP8*, the smaller trypsin cleavage

product of VP4, ¢ 1995 Academic Praas, Inc.

INTRODUCTION

Group A rotavirus particles consist of 11 segments of
double-stranded RNA enclosed in a trilayered protein
capsid (Estes and Cohen, 1989). The outer capsid shell
consists of an 86.5-kDa protein, VP4, encoded by ge-
nome segment 4, and a 37-kDa glycoprotein, VP7, en-
coded by genome segments 7, 8, or 9 depending on the
strain {Estes and Cohen, 1989). Both outer capsid pro-
teins elicit the production of neutralizing antibodies {Offit
and Blavat, 1986); hence, the serotypic specificity of ro-
tavirus Is dual, and is termed G and P for VP7 and VP4,
respectively, Oral infection with live rotavirus stimulates

_protective immunity which can be mediated via VP4 or

VP7 {Hoshino et a/, 1988; Offit et al,, 1986a). In addition,
neutralizing monociona! antibodies (NMAbs) to either
VP4 or VP7 have been shown to passively protect mice
against rotavirus challenge {Offit et al,, 1986b).

VP4 forms spikes, probably dimeric, that protrude from
the smooth viral surface (Prasad et a/, 1988; Yeager et
al., 19880), is the viral hemagglutinin {Kalica et a/,, 1983),
and is cleaved by trypsin into VP8* (amino acids 1-247)

Sequence data from this article have been deposited with the EMBL/
GenBank Data Librarles under Accesslon Nos. L33895 {straln ST3 gene
4) and L34161 (strain Wa gene 4),

'To whom correspondence and reprint requests should be ad-
dressed at Instituio de Bictecnologla, UNAM, Apdo, Postal 510-3, Cuer-
navaca, Morelos, Mexico 62271, Fax 52 (73) 172388, E-mail: luisp-
&pbra22,.ceingebl.unam.mx
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and VP5* (amino acids 248-776) (Espejo et al, 1981;
Estes et al,, 1981; Lopez et al,, 1985). Proteoclytic cleavage
strongly enhances rotavirus infectivity, probably by en-
hancing virus penetration to the cell (Estes et a/, 1881;
Fukuhara et a/, 1988; Kalijot et a/,, 1988).

The VP4 from human rotaviruses (HRVs) has been
classified into three serotpyes and one subtype assocl-
ated with symptomatic infections (P1A, P18, P3, and P4),
and one serotype assoclated with asymptomatic infec-
tions {P2), as determined by neutralization assays with
monospecific antisera (Gorziglla et al, 1990; Li et a/,
1893, Sereno and Gorziglia, 1994).

By sequencing escape mutants selected with anti-VP4
NMAbs, amino acids involved In homologous and heter-
ologous neutralization have been identified (Taniguchi et
al., 1888; Mackow et al, 1888). Inthis study, hamologous
refers to strains bearing the same P serotype, while in
early studies it referred 10 G serotypes due to the lack
of a P serotyping scheme. Most VP4-directed NMAbs
derived from animal rotaviruses are homotypic or exhibit
limited heterotypic activity, and induce amino acid
changes within a large hypervariable reglon in VP8*
(amino acids 87-188), while heterotypic NMAbs from
animal rotaviruses induce amino acid changes in a lim-
ited area on VP5*, spanning amino acids 388-393
(Mackow et al,, 1988), NMAbs derived from human rotavi-
ruses are mostly heterotypic and induce amino acid
changes in the region of VP5* spanned by amino acids
305-~441 {Kobayashi et a/,, 1990; Taniguchi et al, 1988).

0042-8822/95 $6.00
Caopyright © 1998 by Academic Press, Inc,
Al righa of reprocuction in any formn reserved,
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The amino acids impornant for neutralization by homo-
typic anti-VP8* NMAbs derived from human rotaviruses
have not been identified (Kitaoka et a/, 1986; Padilla-
Noriega et al, 1983).

The topography of neutralization epitopes on VP4 of
animal and human rotaviruses have been studied by ex-
amining the reactivity patterns of NMAbs against neutral-
[zation escape viral variants, and by competitive NMADb
binding. According to the former method, which in this
study Is referred to as viral variant analysis, the epitopes
recognized by twe NMAbs are considered operationally
overlapping it a viral variant selected with either NMADb
acquires resistance to the second NMADb. A panicuiar
set of operationally overlapping epitopes is considered
a domain {(Yewdell and Gerhard, 1981). Using the animal
rotavirus strain RRV, Shaw et s/, (1986) identified three
separate neutralization domains by viral variant analysis,
wo homotypic domains on VP8* and one heterotyplc
domain on VP5*, the former two belng indistinguishable
by competitive binding analysis. Using the HRV strain
KU, Taniguchi et al. (1987) identified on VP5* two neutral-
ization domains by viral variant analysis. One of these
domains is recognized solely by NMAb YO-2C2, which
induced an amino acid change at position 305, and the
second seems 10 be a larger domain recognized by 11
NMADs that induced amino acid changes at positions
386, 392, 428, or 433 {Kobayashi et &/, 1980). The anti-
genic topography of neutralizatlon epitopes on VP8* of
HRVs has not been studled,

We recently described anti-VP4 NMADbs directed to the
VP4 protein of HRV strains Wa (serotype P1A) and ST3
(serotype P2) that are homotypic, heterotyplc, or exhibit
limited cross-reactivity (Padilla-Noriega et a/,, 1993). Pre-
liminary analysis of these NMADbs indicated that at least
one is VP8*-specific. To further characterize the antigenic
structure of the VP4 protein of HRVs, we selected Wa
and ST3 rotavirus variants resistant to neutralization by
these NMADs and identified the mutations that allow the
viruses to escape neutralization. The escape variants
were also studled by viral variant analysis in order to
gain knowledge on the topography of neutralization epi-
topes on the VP4 protein on HRV strains.

MATERIALS AND METHODS
Viruses

The two HRV strains used in this work were from
stocks in the laboratory of one of the authors {H.B.G.).
Strain Wa (serotype G1, P1A) was originally obtained
from R. G, Wyatt (National Institutes of Heaith, Bathesda,
MD). Strain ST3 (serotype G4, P1A) was originally ob-
tained from R. L. Ward (James N. Gamble Institute of
Medical Research, Cincinnati, OH), who had in turn ob-
tained it from R. G. Wyatt. Prior to the selection of the
viral variants, the two HRV strains were triply plaque

/ m1380$6907
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purified and named as clone 1 afterwards. Strain ST3
had been previously plaque purified thrice by R. L. Ward.

Monoclonal antibodies

The production and partial characterization of the nine
anti-VP4 NMAbs used in this study were described pre-
viously (Padilla-Noriega et a/, 1983). Five NMAbs were
derived from the HRV Wa {1A10, 1C8, 1E4, 2C11, and
2A3), and four NMADbs from the MRV ST3 (HS8, HS7?,
HS11, and HS16).

Selection of neutralization escape variants

Five Wa variants (Wa-1A10, Wa-1C8, Wa-1E4, Wa-
2C11, and Wa-2A3) were selected with flve Wa-derived
NMADbs, and four ST3 variants (ST3-HS6, ST3-HS7, ST3-
HMS11, and ST3-HS16) were selected with four ST3-de-
rived NMAbs. Each varlant was designated with the
name of the parental strain followed by the NMAb used
for its selectlon, The variants were selected and plaque
purified as described elsewhere (Taniguchl et &/, 1887).

PCR amplification and sequancing of gene 4 of
rotaviruses

Viral dsRNA was purified, reverse-transcribed, PCR-
amplified, and sequenced as previously described (Dunn
et al, 1993). PCR amplificatlon of ST3 gene 4 was done
with the 5' and 3’ primers GGCTATAAAATGGCTTCACT-
CAAT and GGTCACATCCACTATAGAGCTCTC, respec-
tively. PCR amplification of Wa gene 4 was done with &’
and 3' primers GAATTCGGATCCGGCTATAAAATGGCT
and GGTCACATCCTGGATGACATTCTG, respectively,

Focus reduction neutralization assay

Neutralization titers of NMAbs were deterrhined as
described by Shaw et a/, (1985).

Determination of the protein specificity of the NMAbs

The specificities of the NMAbs to the ST3 VP4 polypep-
tides VP8* and VP5* were determined by DNA amplifica-
tion-restricted transcription translation (DARTT) (Mackow
et e/, 1980), with some modifications. Briefly, full-length
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ST3 gene 4 cDNA was PCR-amplified as indicate above El: v .

and phenol-chloroform-extracted. Ethanol-precipitated
gene 4 ¢cDNA was used as a template for subsequent
PCRs of VP8* and VP5* in the presence of §'-end oligonu-
cleotides containing a T7 polymerase promoter se-

_quence, The 5' and 3' primers used to amplify VP8*

sequences encoding amino acids 1—-246 were GAATAA-
TACGACTCACTATAGGGATGGCTTCACT-
CATTTATAGA and ACGTTGATAAGTCACTGATCTAGA,
respectively. VP5* encoding sequences (amino aclds
247-775) were amplified using the &' oligonucleotide
GAATAATACGACTCACTATAGGGATGGCTCAGGTTAG-

TGAAGATATC and the same 3' oligonucleotide used for
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NEUTRALIZATION DOMAINS ON ST3 VP4 QJ3

TABLE 1

AMINO ACID DIFFERENCES BETWEEN THE VP4s oF DiFFERENT CLONES oF HRV STRaINS Wa AND ST3

HRV strain Amine acid ditferance (residue number}
Wa lle=-Met (64) Ser-Phe {331) Leu-lle (388} Gly-Asp (525)
ST3 Thr=Val (49) Trp-Leu (59) Sar~Glu (51} His-Ser (52)
Gly=Trmp (63) Arg=-Gln (70) tte—Val {130) Asn-Ser {146)
Thr-Ser (176) Ser-Asn (260) Pro—-Ala (313) Ser—Leu (331)
lle-Val (338) Asp-Asn (353) Met~lle (388) Gln-Lys (413)
Lau=Pro (474) Gly-Arg (565) Val~Glu {589) Asp-lle {633}

* The first amino acid of each pair corresponds to the VP4 sequences delermined by us and the second to the published sequences of Wa VP4

(Ritamoto ot 8/, 1993) or ST3 VP4 (Gorziglia af &/, 1988),

full-length gene 4 amplification, PCR-amplified VP8* and
VP5* sequences were transcribed by T7 RNA polymer-
ase and translated in the presence of [**S)methionine, as
previously described (Lépez et a/, 1994). The translated
proteins were immunoprecipitated with NMAbs from as-
cites essentially as described by Mackow et &/, {1890),
except that reactions were performed at 4°, and in the
presence of two additional protease Inhibitors, 0.3 uM
aprotinin (Boehringer) and 1 uM leupeptin (Boehringer),
Two ST3-derived MAbs that had been previously shown
10 be reactive with Wa VP8* (MAb HS6) or VP5* {MAD
HS2) by the DARTT technique (Padiila-Noriega et al, 1993)
were used as positive controls for radiolmmunoprecipita-
tions. Normal ascites produced from a mouse inoculated
intraperitoneally with the nonsecreting myeloma cell line
FOX was used as negative antibody control.

RESULTS

Amino acid sequence of VP4 from the parental
strains Wa and ST3

The sequence of Wa gene 4 found in this study differs
from that found by Kitamoto et a/, {1993; Genbank Acces-

sion No. M96826) by five nucleotides that result in 4
amino acid changes (Table 1). In addition, our sequence
of Wa gene 4 has two extra thymidines in the 3’ noncod-
ing region, after nucleotide 2345 of the published se-
quence, The amino acid sequence of ST3 gene 4 found
here differs from that of Gorziglia et al. {1988) by 20 amino
acids {Table 1). It is unclear why there are numerous
amino acid differences beween the two ST3 VP4s com-
pared. Since our ST3 strain was extensively cloned (see
Materials and Methods), one possible explanation for
these differences Is that we selected minor viral varlants.
A comparative analysis of the amino acid differences
between the VP4 proteins of HRVs Wa and ST3 has been
reponted {Gorziglia et a/,, 1988).

Identification of amino acid changes of Wa and ST3
variants selected with anti-VP4 neutralizing
monoclonal antibodies

In order to localize the neutralization epitopes recog-
nized by anti-VP4 NMAbs and to construct an operational
antigenic map of the VP4 protein of HRV strains Wa and

TABLE 2

NUCLEOTIDE AND PREDICTED AMING ACID CHANGES OF Wa AND ST3 VARIANTS SELECTED WITH ANTIVP4 NMADbS, AND PROTEIN-BINDING
AND VP4 SEROYYPE SPECIFICITIES OF THE SELECTING NMADS

Varian Amino acid Protein-binding VP4 serotype specificity
virus® Codon (bp number) (resldue number) speclilcity” of selecting NMAD
ST3-MS8 ACA — ATA (224) Thr — lla {72) VP8* P2-P1A®
ST3-HS11 GAA — AAA (668) Glu — Lys {217} vPg* P2
ST3-HS18 AAT — GAT (1182) Asn — Glu (385) VP§® P2
Wa-1E4 GCA — GTA {1184) Ala = Val (392) NP P2-P1A
Wa-1A10 GGA — AGA (1378) Gly — Arg (458) VPs® PIA
Wa-1C8 GGA — AGA (1378) Gly — Arg (468) VP5E*® P1A
ST3-HS?7 ND ND vPE* P2-P1A
Wa-2C11 ND ND VPE* P2~-P1A
Wa-2A3 ND ND VP5* P2-P1A

* Variants were designated with the name of the parental strain followed by the NMAb used for Its selection. ‘

®The protein speciticity was detarmined by /n vitro transcriplion of the VPE® or VPB® reglon of ST3 (this study) or Wa (Padlila- Nerlega et al, 1993)
gene 4 cONA followed by iranslation and radicimmunoprecipitation by MAbs from ascitic fluid. NP, nonprecipitating.

¢ NMAD HS8 exhibits iimited cross-reactivity since It neutralizes serotype P2 strains and one of five serotype P1A 'strains tested (Padilla-Norlega

at afl, 1993),
7 ND, not determined.
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Fia. 1. Radicimmunoprecipitation of /n vitro translated VP8* or VP5®
by NMAbs. Selected feglons (VP5® or VP8") of ST3 gene 4 cONA were
amplified by PCR with simuiltaneocus addltion of T7 polymerase tran-
scription slghals and transcribed into RNA by T7 RNA polymerase. The
mRNA produced was translated in a rabbit retyculocyte lysate system
with [*S)methionine. The translated VP8® {lane 2) or VPS"* {lane 6} was
immunoprecipitated with NMAbs and analyzed by 10% PAGE. Lane 1
contains molecular welght markers. The NMAbs tested against VP8*
were HS6 {lane 3), HS18 {lane 4), and HS11 {lane &). The NMAbs tested
against VPE® were HS2 {lane 7}, HS16 {lane 8), and HS11 {lane 9), Lane
10 is a negative control of normal ascites tested against VPE®, HS2 Is
an ST3-derived MAD previously shown to be reactive with Wa VP5°,

ST3, five Wa variants were selected with Wa-derived
NMAbs, and four ST3 variants were selected with ST3-
derlved NMAbs. The VP4 serotype specificity of the se-
lecting NMAbs had been previously determined (Table
2) (Padilla-Noriega et al., 1993), Two NMADbs are serotype
P1A-specific (1A10 and 1C6) and two are serotype P2-
specific (HS11 and HS16). Four are heterotypic since
they neutralize both serotype P1A and P2 strains {1E4,
HS7, 2C11, and 2A3). One NMAb exhibits limited cross-

reactivity {HS6) since it neutralizes serotype P2 strains
and one of five serotype P1A HRV strains tasted. Variants
were designated with the name of the parental strain
followed by the NMADb used for its selection.

The gene 4 sequence from three ST3 and three Wa
variants was determined. Table 2 shows the nucleotide
changes and the corresponding amino acid substitutions
in the six variants, Both Wa variants selected with sero-
type P1A-specific NMAbs 1A10 and 1C6 sustained the
same amino acid change in VP5*, at position 4568, The
ST3 variants selected with serotype P2-specific NMAbs
sustained amino acid changes at positions 385 in VP5*
(ST3-HS16) or 217 in VP8* (ST3-HS11). The ST3 variant
selected with the moderately heterotypic NMADb HS6 sus-
tained an amino acid change in VP8* at position 72 (ST3-
HS6). The Wa variant selected with a heterotypic NMAb
sustained an amino acid change at position 392 in VP5*
(Wa-1E4). Two of the five amino acid substitutions found,
at positions 385 and 392 (Table 2), had been previously
identified in KU variants selected with a homotypic and
several heterotypic NMADbs, respectively {Kobayashi et
al, 1990; Taniguchi et al, 1988).

Binding of NMAbs to the VP4 trypsin cleavage
products VP5* or VP8*

We had previously determined the specificity of our
VP4 NMAbs for binding to either of the trypsin cleavage
products, VP4* or VP8*, of Wa VP4, Five NMAbs were
found to immunoprecipitate VP6* (1A10, 1C6, 2C11, 2A3,
and HS7), one precipitated VP8* (HS6), and three did
not precipitate either polypeptide {HS11, HS16, and 1E4)
(Padilla-Noreiga et al, 1993). We extended those results
by testing whether the ST3-derived NMAbs that did not

TABLE 3
NEUTRALIZATION TITERS OF VP4-SPECIFIC NMADS AGAINST NEUTRALIZATION ESCAPE VARIANTS AND PARENTAL HUMAN ROTAVIRUS STRAINS Wa AND ST3

Newiralizing titar of monoclonal antibody (immunogen)®

Neutralization Protein specificity of
ascape vatism or sdlecting NMAD 1A10 1ce 1E4 2C1} 2A3 YO-IS3 YO-2C2 HS?7 HS16 HS8  HSN
parentel virus (mutated amino scid)*  (Wa)  (Wa)  (Wa) (Wa) {Wa) {v0) (Y0 {(ST3) (ST3) (ST3)  {ST3)
Wa<derived variants
We-1A10 VPB* (468) <100 400 26,600 8400 6,400 800 »400,600 100
§ Wae-1C8 VPE" (458) <100 400 8,400 8400 6,400 800 408,600 100
| Wae-1E4 NP (392) 8,400 100 100 <100 <100 200 >409,600 <100
‘ we-2C11 VPE* (ND) 256,600 100 <100 <100 <100 <200 »409,600 <100
§ Wa-2A3 VP&® (ND) 26800 1800 <100 <100 <100 <200 NT <100
{ Wa (parent virys) 26,600 8400 8.400 16800 8.400 3200 =409,600 26,800
8T3-derived variants
STI-KHS? VPE* {ND) 26,800 1600 400 1,600 >408,600 1,600 8400 1800 26,800
ST-HS18 VP&* (385) 800 400 400 »409,800 =408,600 =400,800 <100 1,800 8,400
STI-HSE VP8® (72) 26,600 6400 26,600 2400,600 >409,600 >409,6800 »409,600 <100 100
S5T73-H811 VPB® (217) 6,400 8400 8,400 »400,800 400,600 »400,800 102400 1,600 <{00
ST3 (parent virus) 26,800 8400 8400 >400,600 405,600 »409,600 »400,600 1,800 26,800

* NP, nonpreciphating, ND, not determined.
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® Titers are expressed as the reclprocal of the highest dliutlon that neutralized 60% of the Infectious virus Blank spaces Indicate that the
corrgsponding homotyplc NMAbS were not assayed against the heterotypic rolavirus strains, Boldface Indicates that the neutrallzation ther of the
NMAD 1o the varlant was at least 16-fold lower than the titer to the parental virus, NT, not tested,
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Wa
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Fia, 2. Operational map of neutralization epitopes on VP4 trypsin
cleavage products VP5* and VP8' of HRV strains Wa and ST3. The
circies reprasent the epitopes racognized by NMAbDS,

react with either of the two cleavage products of Wa VP4
were able to bind to ST3-derived VP5* or VP8*, Of the
two NMADbs tested, HS11 precipitated VP8*, and HS16
precipitated VP5* {Fig. 1). In five of the variants analyzed,
the location of the point mutation in gene 4 selected by
a specific NMAb was shown 1o lie within the region
encoding the trypsin cleavage product actually bound by
the monoclonal {Table 2).

Operational map of neutralization epitopes on the
VP4 protein of HRV strains Wa and ST3

An operational map of homotypic and cross-reactive
neutralization epitopes on either of the two trypsin cleav-
age products of VP4 was prepared by performing cross-
neutralization assays with five pairs of NMAbs and
NMAb-resistant variants derived form the HRV Wa and
with four palrs of NMAbs and resistant variants derived
from the HRV ST3 (Table 3 and Fig. 2}, In addition, several
heterotypic NMADbs that had not been used to select viral
variants were assayed by neutralization against either or
both the Wa and the ST3 variants (Table 3), Thesa one-
way neutralization assays were performed in order to
determine whether neutralization epitopes on VP4 of the
HRYV strains Wa, ST3, and KU are operationally related.
The NMAbs used to determine the relationship of the
VP4s of Wa and ST3 with the VP4 of the serotype P1A
rotavirus KU were YO-2C2 and YO-IS3. These NMAbs
were derived from the serotype P1A strain YO, and recog-
nize either of the two neutralization domains previously
identified on KU VP4 by viral variant analysis (Kobayashi
et al, 1990).

Both reciprocal and nonreciprocal reactivity patterns
were found in pairwise combinations. For example, recip-
rocal reactions were noted between NMAbs 1A10 and
1C6 when tested against their varlants. Both variants
were resistant to either NMAb. Nonreciprocal reactions
were noted between NMAbs HS6 and HS11 when tested
against their variants, ST3-HS6 was resistant 1o HS11,
but ST3-HS11 was neutralized by HS6 (Table 3).

The operational maps of neutralization epitopes on the
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Wa and ST3 VP4s were constructed by considering as
overlapping epitopes those involved in either reciprocal
or nonreciprocal reactivity, as suggested by Yewdell and
Gerhard {1981) {Fig. 2}, All five neutralization epitopes
studied on Wa VP4 were found to be operationally over-
lapping, constituting a single large neutralization domain
on VP5* (Fig. 2). Epitopes 1E4 and 2C11 were indistin-
guishable, On the other hand, the four epitopes studied
on HRV ST3 were found to constitute two operationally
nonoverlapping neutralization domains that are located
on either VP8* (epitopes HS6 and HS11) or VP5* (epi-
topes HS7 and HS186) (Fig. 2).

Six cross-reactive NMAbs were assayed by one-way
neutralization tests, Two were tested against alil Wa and
ST3 variants {YO-183 and YO-2C2), one against Wa vari-
ants {HS7), and three against ST3 variants (1E4, 2C11,
and 2A3) (Table 3). One or more Wa or ST3 variants
selected with anti-VP5* NMAbs were resistant to NMAD
YO-IS3; hence, the neutralization domains described in
this study on VP5* of either Wa or ST3 are operationally
related to the large neutralization domain recognized by
NMADb YO-|S3 on the VP4 proteln of HRV KU {Kobayashi
et al, 1990}, In additlon, all Wa and ST3 variants were
neutralized by NMAb YO-2C2 to the same titer as the
parental strains, suggesting that the neutralization do-
mains on Wa and ST3 VP4 are not operationally related
to the neutralization domain recognized solely by NMAD
YO-2C2 on KU VP4 (Kobayashi et al, 1990). Nelther of
the two ST3 variants selected with anti-VP8* NMAbs
(ST3-HS6 and ST3-HS11) were resistant to any of the
heterotypic or homotypic VPE*-specific NMAbs tested,
sugpesting that the neutralization domain on VP8* of HRV
ST3 is not operationally related to neutralization domalins
on VP5* of HRV strains Wa, KU, or ST3,

DISCUSSION

We have identified four neutralization sites on the VP4
protein of HRVs, at amino acids 72,27, 385, and 468, that
are either homotypic or associated with limited cross-
reactivity, Homotypic neutralization sites had been pre-
viously identified at amino aclds 386 and 392 of HRVSs,
although the original description of their reactivity re-
ferred to G rather than P serotypes (Kobayashi et al,
1990; Taniguchi et &/, 1988). Amino acid 385 was identi-
fied on a KU variant selected with the serotype P1A-
specific NMAb KU-12H (Kobayashi et a/, 1980), and
amino acid 392 on a DS1 variant selected with the sero-
type P1B-specific NMAb S2-2F2 (Taniguchl et a/, 1988).
In addition, amino acid 392 has been Identitied by us
and othars as imponant for neutralization by heterotypic
NMAbs in human and animal rotavirus strains (Kobaya-
shi et al, 1980; Taniguchl et a/, 1988, Mackow e! &/,
1988). The tindings in this study indicate that both homo-
typlc and heterotypic epitopes can be Identified on VP8*
as well as VP5*, Which regions are best able to stimulate
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heterotypic immunity after natural infection or vaccination

remains to be determined.

The functional overiapping between the two epitopes
that constitute the neutralization domain on ST3 VP8, in
spite of their distant location in the amino acid sequence
(from position 72 10 217), suggests that either the amino
acid change selected by one NMAD causes an allosteric
effect which affects the binding of the second NMAb or
the sites recognized by these monoclonals are conforma-
tionally close, Two lines of evidence favor the second
hypothesis: (|} it has been implicated that some terntiary
structure Is necessary for binding of NMAbs, since mono-
clonals directed to RRV VP8* select mutations that are
widely distributed (from amino acids 87 to 188), but they
all require the same large polypeptide for binding {amino
acids 55-222) (Mackow et al, 1980}, and (i} each of
these VP8* NMAbs competes with others for VP4 bind-
ing, suggesting that these monoclonals bind to adajcent
domains of VP8* (Shaw et al, 1987).

The neutralization domains on VP5* of HRVs Wa and
ST3 described in this study, as well as a neutralization
domain on VP5* of RRV (Mackow et a/,, 1988), are opera-
tionally related to the large neutralization domain on HRV
KU. This operational relationshlp is not surprising since
some of the amino acids that define this domain {amino
acids 385 and 392) are located within the putative fusion
region on group A rotaviruses, which spans amino acids
384 10 401 of RRV VP4 (Mackow et al,, 1988}, Itis tempting
to speculate that NMAbs directed to this domain would
neutralize by interfering with the presumed function of
the fusion region, i.e., the productive internalization of
virions to the host cell,

The ratio of NMAbs directed toward VP8* and VP5*
that have been isolated from human compared to animal
rotaviruses is difterent. Among HRVs, five NMADbs have
been described that map to VP8* and 256 to VP6* (Kitacka
et al, 1986; Kobayashi et a/,, 1980; Kobayashi et al., 1981;
Padiila-Norlega et &/, 1983, Taniguchi er &/, 1988),
Among animal rotaviruses 20 NMAbs have been de-
scribed that map to VP8* and three to VP5* {Liprandi et
al, 1991, Mackow et &/, 1988; Zhou et a/, 1994). It is
unclear why more NMAbs directed at animal rotaviruses
map to VP8*, while the reverse s true for NMAbs directed
at human rotavirus VP4s. This difference could be the

- result of differences in screening strategles or the reflec-
tion of a more fundamental biclogic difference. In addi-
tion, the neutralization sites on VP8* of the HRV ST3 (at
positions 72 and 217) are difterent and are located either
upstream or downstream of the corresponding amino
acids identified in animal rotavirus strains (at positions
87, 88, 89, 100, 114, 148, 150, and 188). These differences
may be either the rasult of insufficient sample 1esting or
from a significant blologic difference between VP8*s of
human and animal rotaviruses. It is not currently known
which parts of VP4 represent primary targets of protective
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immunity after natural infection as opposed 10 hyperim-
munization.

It has been suggested that VP8* from animal and hu-
man rotaviruses have different functions in the early
steps of host cell infection (Mendez et a/,, 1993), Among
animal rotaviruses VP8* has been identified as the viral
hemagglutinin (Ficre et al, 1991) and the target of neu-
tralizing antibodies that inhibit binding of virions to host
cells (Ruggert and Greenberg, 1891). In addition, binding
of animal rotaviruses 1o erythrocytes and to host cells
is dependent on the presence of sialic acid-containing
receptors, since treatment of celis with slalidases inter-
feres with such binding {Fukudome et a/, 1989). On the
other hand, although HRVs VP8* is clearly a target of
neutralizing antibodies, HRVs do not hemagpglutinate,
and infection of cells by HRVs is not dependent on the
presence of slalic acids on the cell surface. The two anti-
VP8* NMAbs described In this study shouid be useful
tools in defining the role of HRV VP8* In the early steps
of host cell intection,
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MATERIAL Y METODOS ADICIONALES

Virus. Se usaron las siguientes cepas de rotavirus adaptados a crecer en cultivo de
células: Wa (serotipo G1, P1A), S2 (G2, P1B), RRV (G3, P5), ST3 (G4, P2), K8 (G1, P3), y
69M (G9, P4). Los virus fueron propagados en células MA104 (de riidén de mono), utilizando 1
pg/ml de tripsina en el medio de infeccion [9, 10, 38].

Muestras de campo de rotavirus. Se utilizé una colecciéon de muestras de heces
positivas para rotavirus por electroforesis del RNA gendémico que habian sido obtenidas para
realizar diversos estudios epidemiolégicos [39). Los pacientes son infantes admitidos por
diarrea en dos hospitales de la Ciudad de México: Instituto Nacional de Pediatria, y Hospital

Infantil; en el Hospital General O'Haran de Mérida, Yucatan; en ¢l Hospital Civil de Cuernavaca,

Morelos; 6 que habian sido atendidos en la Clinica Navenchauc del Centro Regional de la

Universidad de Stanford en Navenchauc, Chiapas, entre abril de 1988 y enero de 1992,

Muestras de heces de neonatos asintométicos. Se utilizaron 200 muestras de

heces de neonatos asintomaticos de menos de 48 horas de nacidos. Las muestras procedian de

recién nacidos de madres que dieron a luz en el Instituto Nacional de Perinatologia en la Cd. de

México entre julio de 1993 y enero de 1994.

Anticuerpos monoclonales. Para los ensayos de serotipificacion de VP4 se usaron los

AMcN especificos de los serotipos P1A (1A10), y P2 (HS6 y HS11) descritos anteri‘ormente‘ |

[37]. Para los ensayos de serotipificacion de VP7 se usaron los AMcN especificos de los

serotipos G1 (SE8), G2 (1C10) [40], G3 (159) [41], y G4 (ST-2G7) [42].

ELISA con AMcs especificos de los serotlpos P1A* y P2* de VP4 y G1 aly G4
de VP7. Los ensayos inmunoenzimaticos para determinar los serotipos de VP4Ay de VP7 se
hicieron como se describié anteriormente [37, 40], con algunas modificaciones. Se cubrieron | ‘,

placas de microensayo Immulon Il (Dynatech) con liquido de ascitis diluido 1:1,000 a 1:8,000 ’

en solucion salina amortiguada con fosfatos (AFS) adicionada con 0.05% dié azida de so'dio (AFS-

Az). Después de incubar 12 a 24 horas a 4° C las placas se lavaron dos veces con AFS-Az _»y, ‘se
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bloguearon con 10% de suero fetal de bovino (SFB) en AFS-Az durante 12-24 horas a 4° C.
Cuando fué necesario, las placas cubiertas con liquido de ascitis se sellaron herméticamente y se
guardaron hasta 1 mes a 4° C. Todos los lavados posteriores se hicieron con AFS-Az, y todas las
incubaciones adicionales en SFB 5%, excepto que se indique lo contrario. Las placas se lavaron
dos veces y se incubaron dos horas a 37° C con 75 plitros de suspension de heces al 1%. Luego de
lavar las placas cuatro veces, se afadié una dilucion 1:1,000 de una mezcla equivolumétrica de
un suero hiperinmune anti-rotavirus (producido en conejo contra los rotavirus Wa, DS1 x RRV
[43], RRV, y ST3) y se incub6é una hora a 37° C. Las placas se lavaron cuatro veces y se
incubaron 1 hora a 37° C con conjugado anti-lgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina
(Kirkegaard & Perry, Gaithershurg, Mariland, E.U.A.). Finalmente, las placas se lavaron cuatro

veces, se anadid el sustrato (fosfato de paranitrofenil 1 mg/ ml, MgCi2 1 mM, y dietanolamina
1%, pH 9.8), y las placas se incubaron a 37° C hasta obtener una Abs4Q5 de 1 £ 0,25 en los

controles. Cada muestra de heces se ensayé por duplicado, y se leyd contra sus propios blancos,

los cuales se corrieron en dos pozos cubiertos con ascitis normal 1:5,000. Como controles -

positivos se corrieron rotavirus no purificados producidos en cultivo de células, pertenecientes

a los serotipos G1 a G4 (para la determinacién de serotipos de VP7), 6 P1A, y P2 (para la

determinacién de serotipos de VP4). Los virus se asignaron a un serotipo G 6 P especifico cuando

la Abs405 obtenida con el AMcN correspondiente a dicho sertotipo fue mayor de 0.2 y al menos |

‘el doble del valor obtenido con AMcNs especificos de cualquier otro serotipo G 6 P, segiin el caso.

Purificaciébn de virus. El virus cultivado in vitro se congeldé una vez para liberar al
virus intracelular y se extrajo con triclorotrifluoroetano (Freon) con el fin de liberar al virus

asociado a membranas (i.e., se mezclé con 1/2 volumen de Freon, se agité en Vortex, se

centrifugo 30 minutos a 6,000 rpm en un rotor Beckman JS7.5, y se colecté el sobrenadante). o

El virus presente en sobrenadante se concentré por ultracentrifugacion a 24,000 rpm en rotor

SW28 (Beckman), y posteriormente se purificé en gradiente isopicnico de CsCl (i.e., el virus B

se aplicod sobre CsCl con densidad de 1.37 gr/cm3 en amortiguador TC [tris 10 mM, CaCIz 5

mM, pH 7.5], se centrifugd 18 horas a 33,000 rpm en un rotor SW50.1 [Beckman]; y'se .
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colectd la banda opalecente de mayor densidad, la cual corresponde a virus sin capside externa).
El virus sin cépside externa se concentré por centrifugacién durante una hora a 35,000 rpm en
un rotor SW55 (Beckman), y se resuspendié en tris 10 mM, pH 7.5.

Transcripcién diriglda por la polimerasa viral. Se produjo RNA de cadena
sencilla por transcripcion a partir de la polimerasa endégena de rotavirus de acuerdo al método
descrito por Flores et al. [44] con algunas modificaciones. Se adicioné virus sin capside externa
a la mezcla de transcripcion (CTP 2.5 mM, GTP 2.5 mM, UTP 2.5 mM, ATP 8 mM, S-
adenosilmetionina 0.5 mM, acetato de magnesio 20 mM, acetato de sodio100 mM, EGTA 0.05

4M, bentonita 0.15%, tris 70 mM, pH 8.0), se incubd 6 horas a 42° C, y se eliminé la

bentonita por microcentrifugacion (i.e. centrifugacion durante 5 minutos a 12,800 x g). El

RNAm en el sobrenadante se precipitd en presencia de LiCl 2M durante 12 horas a 4° C y se
colecté por microcentrifugacion. La pastilla se lavé 1 vez con etanol absoluto, se resuspendié en

250 pl de buffer TES (NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, tris 50 mM, pH 7.5), se precipitdé con 3

“volimenes de etanol, se colecté por microcentrifugacion y se resuspendié en 100-200 ul de

H20. El rendimiento de RNAm se estimé visualmente corriendo una alicuota en minigel en

presencia de bromuro de etidio.

Transcripcién reversa. Se produjo cDNA por la accién de la transcriptasa reversa

del virus de la mieloblastosis aviar sobre RNAm viral. El RNAm (suficiente cantidad para ser .

visualizado por minigel) y 750 nanogramos del oligonucleétido 5' (descrito en el siguiente

parrafo) fueron desnaturalizados en bafio a ebullicién durante 1 minuto, y enfriados en hielo.

Posteriormente se afiadié la mezcla de transcripcion reversa (transcriptasa reversa 1 |

unidad/ul, KClI 30 mM, MgCl2 8 mM, ditiotreitol 1 mM, RNAsin [Promega] 1 ‘unidad/pl,' tris

50 mM, pH8.5) en a un volumen total de 25 pl. Después de incubar una hora a 42°C se elimind

el templado de RNA a través de calentamiento 10 minutos a 70° y digestiéon con 2 unidades de |

ribonucleasa A/plitro durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Produccién de sondas marcadas con 32P. Las sondas marcadas con‘32P fueron

producidas por PCR usando como templado ¢cDNA del gene 4 producido por transcripcion reversa
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a partir de tres cepas representativas de los serotipos P1A, P1B, y P4 (Wa, S2, y 69M). Los
oligonucleétidos usados para producir las sonda fueron los mas cercanos a la region
hipervariable del gene 4 (entre los nucleédtidos 220-621) que permitieron tener un maximo de
dos nucleotidos desapareados con respecto a la secuencia de los genes 4 de cualquiera de las tres
cepas usadas. El oligonucleétido 5' GATGGTCCTTATCAACC, es homdlogo a los nucleétidos 205-
221, y el oligonucleétido 3', CCACCAATTCAGAATAC, es complementario a los nulcedtidos 679-

695. L.a mezcla de reaccion, en un volumen total de 50 pl, consisti6 de cDNA {(en cantidad

suficiente para producir una banda intensa de producto de acuerdo a ensayos previos), 2.5

unidades de DNA polimerasa de Thermus aquaticus, 300 nanogramos de oligonucleétido 5', 300
nanogramos de oligonucleotido 3', dATP 200 uM, dGTP 200 uM, dTTP 200 uM, dCTP 4 uM,
12.5 uCi 32p dCTP (3000 Ci/mmol), KCI 50 mM, MgCl2 1.5 mM, tris 10 mM, pH 8.3. La
reaccion de PCR se llevd a cabo en 30 ciclos de desnaturalizacién (1' a 94° C), renaturalizacion
(1' 30" a 42 °C), y extensién (3' a 72 °C) en un termociclador Perkin-Elmer Cetus. Se estimé
el rendimiento del producto por comparacién visual de la intensidad de la banda del peso
molecular esperado versus cantidades conocidas de marcadores de peso molecular en minigel

tefiido con bromuro de etidio. El producto se precipitd con etanol-acetato de amonio, se lavd con

etanol absoluto, y se determind la radioactividad incorporada en un contador de centelleo

Beckman LS6000IC. Aunque la actividad especifica de las sondas fue subéptima (5 x 106 a1 D X

107 cpm/ug) en relacién a la que usan otros autores (1 x 108 cpm/ug), de cualquier manera

se obtuvo una sefal limpia y de la especificidad esperada al hacer el ensayo de hibridizacién

Northern en punto contra RNA de cadena doble (RNAcd) de virus control pertenecientes a los

serotipos P1A, P1B, P2, y P3.
Preparacion y cuantificacién del RNA genémico. El RNAcd de rotavirus

presentes en muestras de heces 6 de rotavirus propagado en cultivo de células fue obtenido por -
extraccion con Fredn seguida de extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol-

acetato de amonio. La concentracion de acido nucleico se determind por comparaciéon de la

intensidad de los segmentos de RNA visualizados en geles de poliacrilamida tefidos con nitrato de

25




Vo Wy amdab el gl by sk

plata por el método de Herring [45] versus un control cuya concentracion de RNAcd era
conocida, Este control se obtuvo a partir de rotavirus purificado hasta gradiente de cloruro de

cesio, del cual se extrajo RNAcd por extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanal,

y en el cual se determiné la concentracion de acidos nucleicos por Abs26( en base al factor de
conversion reportado para RNAcd de reovirus (5.4 A260 = 1 mg/ml) [46].

Ensayo de hibridizacién. Se siguieron las condiciones reportadas por Steele et al
[47], con algunas modificaciones. El RNAcd fue desnaturalizado en bafo a ebullicién durante 3',
enfriado sobre hielo, y distintas cantidades (0.05, 0.5, y 5 yg) fueron aplicadas sobre varias
membranas de Nylon (Nytran, Schleicher & Schuell); esto fue seguido por fijacion con 120
miliJoules de luz ultravioleta de onda corta (Stratalinker, Stratagene). Como controles se
aplicaron RNAs de cepas cultivadas in vitro pertenecientes a distintos serotipos P. Las
membranas fueron prehibridizadas 2-4 horas a 54° C en formarﬁida 50%, solucion de Denhardt
5x (la solucién de Denhardt 1x es Ficoll 400 0.02%, polivinilpirolidona 0.02%, alblmina
sérica bovina 0.02%), DNA de esperma de salmén 50 pg/ml, SDS 0.02%, SSC 5x (SSC 1x es
0.15 M NaCl, 0.015 M citrato de sodio), KHPO4 25 mM, pH 7.4. La hibridizacion se llevé a
cabo durante 16 horas a 54° C en una solucién similar a la de prehibridizacion, pero

conteniendo solucién de Denhardt 2.5 x, SDS 0.2% y 5 x 106 cpm de sonda desnaturalizada por

ml. Posteriormente se lavaron las membranas 4 veces a temperatura ambiente con SSC 2.5%,

SDS 0.2%, y 2 veces en SSC 1.25x, SDS 0.05%, para finalmente secar y exponer pelicula de

rayos X durante 24 horas.
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RESULTADOS ADICIONALES

Serotipificacién de VP4 y VP7 por ELISA con AMcN. En el presente trabajo
iniciamos el estudio de la utilidad de un AMcN anti-VP4 especifico del serotipo P1A (AMcN
1A10), y dos AMcN anti-VP4 especificos del serotipo P2 (AMcNs HS6 y HS11) para distinguir
serotipos de VP4 en cepas de campo de RVHs. Los AMcNs anti-VP4 no han sido ampliamente
validados como reactivos especificos de serotipo, por lo que los resultados de este método se
consideraron preliminares y por tal motivo se marcaron con un asterisco (P1A* 6 P2*). Se
determinaron también los serotipos G1 a G4 por ELISA con AMcN especificos, ya que se ha
observado cierta correlacion entre los serotipos Py G (Tabla 1). A diferencia de lo que ocurre

coh respecto a VP4, el ensayo de ELISA con AMcN anti-VP7 para determinar serotipos G en

muestras de campo de rotavirus ha sido ampliamente validado por comparacién con la

serotipificacion por el método tradicional de neutralizacion [48].
De los 71 especimenes en los que se demostrd previamente la presencia de rotavirus por

electroforesis del RNA viral, 35 (49.3%) reaccionaron con el AMcN 1A10 por lo qué se

consideraron como 'serotipo P1A*, y ninguno reaccioné con los AMcN HS6 6 HS11, por lo que se .

considerd que no hubo cepas de serotipo P2* (Tabla 2). Con respecto a la serotipificacion de

VP7, 16 (22.5%) presentaron serotipo G1, 23 (32.4%) serotipo G2, 17 (23.9%) serotipo‘

G3, 2 (2.8%) serotipo G4, y 13 (18.3%) no pudieron ser serotipificados (Tabla 2).

Relacién entre serotipos de VP4 y VP7, Entre las cepas de rotavirus de serotipo
| P]A'* en las que fue posible determinar el serotipo de VP7, 25 corresponden a los serotip‘os G1,
- G3 6 G4, y 7 al serotipo G2 (Tabla 2). En estudibs'de serotipificacion hechos por otros Aautores‘ “ o
con un nlimero limitado de cepas de rotavirus, se encontré una asociacion entre los serotipos GZ |
| y P18, por lo que fue sorpresivo el encontrar 7 cepas de serotipo G2 y P1A* én este est‘udi'o.‘ |

Desafortunadamente no dispusimos de AMcN especificos del serotipo P1B en nuestro estudio, lo

cual nos permitiria hacer un analisis mas completo de las asociaciones entre serotipos Py G.
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Tabla 2

Distribucién de los serotipos de las proteinas VP4 y VP7 en 71 muestras de campo de rotavirus

de humano
Serotipo Serotipo de VP7
de VP4P G1 G2 G3 G4 NI Total
P1A* 13 14 11 1 3 35
pP2* 0 0 0 0 0 0
Nid 3 16 6 ] 10 36
Tbtal 16 23 17 2 13 71

a NI, no identificado,
b Se indica con un asterisco que la asignacion serotipica es preeliminar debido a que los AMcN

anti-VP4 no han sido ampliamente validados como reactivos especificos de serotipo.

Diagnéstico de la presencia de rotavirus en heces de neonatos
asintomaéticos. La ausencia de cepas de rotavirus del serotipo P2* en los 71 ih‘f‘a‘ntes‘ |
svintométicos estudiados es congruente con la hipétesis de Gorziglia et al, que proponé=qué este .
'se'rotipo infecta principal o exclusivamente a neonatos asintomaticos [26]. Sin embargo, _péra “
anali_zar la validez de dicha hipétesis, es necesario estudiar directamente‘ los serotipos dé '
rotavirus presentes en neonatos asintomaticos. Con este objetivo en mente,AAthuvimosheces‘d‘e‘ :
200 neonatos asihntomaticos, en Iaé cuéles estudiamos la pre‘sencia de rotévirus por.
 electroforesis del RNA genémico. En ninguna de estas muestras se deteété la pres‘en‘c:ia, de
rotavirus, por lo que no fue posible seqguir adelante con el objefivo de Sefotihificién de ‘rbté»v‘i‘rus‘ -

 aislados de neonatos asintomaticos.
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Tipificacion del gene 4 por hibridizacién Northern en punto. Los ensayos de
serotipificacion de VP4 por el ensayo de neutralizacion con sueros hiperinmunes
monoespecificos no son facilmente aplicables a estudios epidemioldgicos, ya que requieren la
adaptacion de las muestras de campo de rotavirus a crecer en cuitivo de células, lo cudl resulta
fastidioso por la pobre capacidad de rotavirus silvestres para replicarse in vitro [19]. Como
alterantiva a la serotipificacion, se han desarrolla.do métodos para determinar la diversidad
gendémica de VP4, como la hibridizacion [47]. lgual que ocurre con los serotipos de VP7, existe
cierta asociacion entre tipos genéticos y serotipos de VP4 (Tabla 1), sin que se hayan encontrado
a la fecha excepciones en las cepas de referencia analizadas.

Para ayudar a resolver la no correspondencia entre el serotipo G esperado y el serotipo

P* de 7 de los especimenes estudiados (serotipo P1A*, G2), se tipifico el gené 4 de dos de ellos,

los cuales fueron asignados al tipo genémico P-gen4. Este tipo gendmico es el que se espera de

- cepas del serotipo G2, pero diferente del que se espera de cepas del serotipo P1A (P-gen8)

| (Tabla 1).
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DISCUSION ADICIONAL

Alcance y limitaciones del estudio. En este trabajo estudiamos la diversidad de
epitopes de neutralizacion de cepas de campo de RVHs a través de un panel de AMcNs especificos
de los serotipos P1A y P2. Los resultados de serotipificacion con este método se consideraron
preliminares, y por esta razon se marcaron con un asterisco, debido a que los AMcN no han sido
ampliamente validados como reactivos especificos de serotipo a través de comparacion con la
técnica que consideramos como estandar de referencia para la determinacion de la diversidad
antigénica de VP4, i.e., el ensayo de neutralizacién con sueros hiperinmunes contra proteinas
VP4 recomhinantes. Es de esperarse que el serotipo determinado de esta manera sea el resultado
del efecto aditivo de diversos anticuerpos neutralizantes sobre los epitopes correspondientes. En
la bsqueda de AMcN especificos de serotipo se espera que un epitope en particular sea dominante
en la determinacion del mismo, de tal manera que un simple ensayo de reactividad con dicho

AMcN pueda ser usado como sustituto de un ensayo de neutralizacion con anticuerpos

policlonales. En este estudio se inicié el analisis de la utilidad como reactivos especificos de-

serotipo de un grupo de AMcN que en experimentos previos con un nimero limitado de cepas de

referencia de rotavirus cultivadas in vitro demostraron especificidad contra los serotipos P1A 'y

P2 [37]. Desgradaciadamente no podemos comparar el ensayo basado en AMcNs que estamos

proponiendo para determinar la diversidad antigénica de VP4 con el ensayo de neutralizacién

considerado como estandar de referencia porque este Gltimo requiere la adaptacion de Ias‘ce'pas

~ de campo a crecer en cultivo de células, proceso fastidioso que requiere muestras de campo de

rotavirus frescas (i.e. que no hayan sido congeladas y descongeladas numerosas veces), de las

cudles no disponiamos. En base a esta limitacion se decidié determinar otras especificidades como

el serotipo de la proteina VP7 y en segunda instancia el tipo genémico de VP4, ya que estas |

propiedades han sido asociadas con los serotipos de VP4, aunque sélo con un niimero limitado de

cepas de referencia adaptadas a crecer en cultivo de células.
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Prevalencia de los serotipos P1A* y P2* en los Infantes sintométicos
estudiados. Nuestros resultados sugieren que el serotipo P1A presenta una alta prevalencia en
infantes con infecciones sintomaticas por rotavirus. Este resultado coincide con la inferencia
(basada en serotipificacion de cepas de RVH adaptadas a crecer en cultivo de células) de que los
serotipos P1A y P1B (en ese orden) son los que ocurren con mayor fecuencia en infantes
sintomaticos (Y. Hoshino, comunicacion personal). No se puede descartar la posibilidad de que la
prevalencia de infeccion con RVHs del serotipo P1A sea aun mayor que la que nosotros
encontramas, ya que aunque en este estudio utilizamos un AMcN (1A10) que en un estudio previo

reacciond especificamente con todas las cepas de referencia de RVHs del serotipo P1A que se

probaron (cinco en total), pudieran existir cepas de éste serotipo que no presenten el epitope

reconocido por el AMcN 1A10. Si tal fuese el caso, podria ser necesario utilizar mas de un AMcN

especifico del serotipo P1A para lograr identificar a todas las cepas de este serotipo. Por otro

lado, para la realizacion este estudio preliminar no dispusimos de un AMcN especifico del

serotipo P1B, lo cual explica al menos en parte el alto porcentaje (aproximadamente la mitad)
de especimenes en que no fue posible determinar el serotipo de VP4,

En este estu'dio no se encontrd alguna cepa que reaccionara con los AMcN especificos del
serotipo P2, en concordancia con la hipotesis postulada por Gorziglia et al. [26] de que el

serotipo P2 esta asociado con infecciones asintomaticas. Esta hipotesis ha sido cuestionada d‘eb‘ido

a que se han detectado cepas de los tipos gendmicos P-gen6 (comunmente asociado con el serotipo

P2) en infantes sintomaticos, y P-gen8 {(comunmentre asociado con el serotipo P1A) en
neonatos asintomaticos [5]. Ciertamente la hipétesis de Gorziglia et al. dista muchoA de haber sido
probada, sin embargo., es important_e determinar si es correct»a o no, dadas las implica‘cionés que
tendria en el disefo de mecanismos profilacticos contra la diarrea por rotavirus.

Consideraciones sobre la necesidad de determinar la Ap‘revAaIen‘cia ,de‘

~ distintos serotipos de VP4 en neonatos asintomaticos. Un enfoque epidemiolégico pa‘ra
abordar Ia pregunta acerca de una posible diferencia en virulencia entre RVHs es determinar la

prevalencia de los diversos serotipos de VP4 en neonatos asintométicos e infantes sintomaticos.
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En este estudio se hizo un primer esfuerzo para conseguir muestras de rotavirus de neonatos
asintomaticos, donde se colectaron muestras de heces desde el momento del nacimiento hasta las
48 horas post partum. Dado que de los 200 neonatos analizados ninguno excretd rotavirus,
resulta necesario modificar la estrategia para obtener este tipo de muestras. Una forma de
resolver el problema sera colectar heces de neonatos mayores de 48 horas. Sin embargo, esta
tarea es mas complicada que la que se sigui6, dado que las madres sanas que dan a luz a bebés
sanos rara vez permanecen en el hospital mas de 48 horas, por lo que la coleccion de muestras
de neonatos mayores de 48 horas requiere la participacion de trabajadoras sociales que
adquirieran la muestra a través de visita domiciliaria.

Consideraciones sobre los factores genétlcos de Jos rotavirus que
determinan la virulencia. Las bases genéticas que determinan la virulencia de RVAs no se
conocen a ciencia cierta, sin embargo, parece ser que se trata de un fenomeno multifactorial, en

el que se ha involucrado al gene 4 [15], y no se descarta que otros genes virales también

participen, especialmente el gene 5 [49]. Estos estudios de virulencia se han llevado a cabo en el

modelo murino de infeccién por rotavirus. En este modelo, se han encontrado diferencias de hasta

105 veces entre la capacidad de rotavirus homdlogos (murinos) y heterélogos (procedentes de

- otras especies) para causar enfermedad. Asi, la diferencia en dosis capaz de causar diarrea en el

50% de los animales ihoculados (DD5Q) se considera una diferencia en virulencia. Otro factor

de virulencia que se ha medido en este modelo es la capacidad de un virus para propagarse de un

animal inoculado a otros miembros de la misma camada que no hayan sido inoculados. Usando el

modelo murino, Offit et al. [15] encontré que el gene 4 es responsable de diferencias modérada's,

en DD50 (50 veces) entre rearreglantes genéticas producidas a partir de un rotavirus bovinoy

un rotavirus de simio. En un estudio similar basado en rearreglantes genéticas, ABArome et a'l.,‘
encontraron datos que sugieren que el gene. 5 en asociacion con otro gene, ain no identificado, son
responsables de las grandes diferencias en DI5Q (de hasta 1 03 veces) que se observan entre un |
- rotavirus murino y otro de simio, y de la capacidad que presenta el virus m‘urino"para

propagarse -a animales no inoculados [49]. En estos estudios no se ha valorado la influencia que
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factores dependientes del huésped pudieran tener sobre la virulencia, como la presencia o
ausencia de anticuerpos maternos circulantes, o diferencias en la suceptibilidad a infeccion de
células blanco en distintos estadios de su maduracién funcional.

Relaclén entre los serotipos de VP4 y VP7, y entre estos serotipos con el
tipo genbmico de VP4. En estudios hechos por Gorziglia et al. se ha observado asociacion
entre los serotipos G2 6 G12 y P1B 6 G1, G3, G4, 6 G9 y P1A en cepas de rotavirus de referencia
cuitivables in vitro (Tabla 1) [21, 25]. En nuestro estudio, la mayoria de los especimenes en
los que se determind el serotipo P*, el serotipo G correspondié con lo que se esperaba en base a
las asociaciones observadas por Gorziglia et al. Asi, 25 de 35 especimenes del serotipo P1A*
presentaron los serotipos G1, G3, 6 G4, mientras que en tres de los especimenes del serotipo
P1A* no fue posible determinar el serotipo G. Sin embargo, también encontramos,
contrariaménte a lo reportado por Gorziglia et al,, 7 especimenes del serotipo P1A*, G2. En dos
de estos especimenes se identificod el tipo genémico, que resulté ser P-gen4, el cual se ha
reportado que corresponde al serotipo P1B, y a la fecha solo se ha encontrado asociado con el
serotipo G2 de VP7. Hay dos posibles explicaciones a estos resultados. La primera es que el AMcN
1A10 detecta un epitope que no es propiamente especifico del serotipo P1A, siho compartido

entre cepas de los serotipos P1A y P1B, las cuéles perteneciendo a distintos subtipos dentro del

mismo serotipo deben de compartir uno o mas epitopes de neutralizacion; y la segunda

explicacion es que la asignacion serotipica dada por el AMcN 1A10 sea correcta, y que exista un

subgrupo de cepas del sertotipo P1A que presenten el tipo gendmico P-gen4, a pesar de que en

cepas de referencia solo hayan coincidido a la fecha el serotipo P1A con el tipo genémico P-gen8,

y el serotipo P1B con el tipo gendmico P-gen4. En cualquiera de los dos casos, es evidente q‘ué

hay heterogeneidad antigénica en la proteina VP4 de cepas pertenecientes al serotipo G2 en
relacién con la presencia o ausencia del epitope reconocido por el AMcN1A10. El estudio
detallado de la presencia de diversos epitopes de neutralizacién en cepas de RVHs pertenecien't»es,'

a distintos serotipos servird para entender las bases que determinan la especificidad serotipica,

33

e e e e, o . b s S0, <P B T A < i Pt g e s e

v i 4 TS o £ B e | P e S AT i e A S ek o+ i e e



CONCLUSIONES

El presente estudio contribuye al conocimiento de la estructura antigénica de la proteina
VP4 en RVH al ubicar sitios antigénicos importantes para el reconocimiento por AMcNs en |a
estructura lineal del gene. Estos estudios deberan servir como marco de referencia para la
identificacién de los sitios antigénicos en la estructura tridimensional de VP4 una vez que esta se
resuelva.

El estudio detallado de la estructura y funcién de las distintas proteinas de los rotavirus
es importante per se porque permite entender la biologia del virus. Ademas, el estudio d‘e las
funciones virales relacionadas con la produccion de enfermedad, como son algunos de los aspectos
abordados en este estudio, i.e., la neutralizacién por anticuerpos, la virulencia, y la diversidad

antigénica, deben ser (tiles para desarrollar mecanismos profilacticos efectivos.
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