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INTRODUCCION 

Los rotavirus son uno de los principales agentes 
etiológicos de las gastroenteritis, encontrandose altos indices 
de morbirnortalidad tanto en paises en vias de desarrollo como en 
paises desarrollados. Estos virus afectan principalmente a indi
viduos de corta edad de muchas especies de aves y marniferos 
(Estes, M. K., y col 1983; Holrnes, I. A. 1983; Cukor, G. y 
Blaklow, N. R. 1984 ). En especies animales de importancia 
ganadera (Briden, A. s., y col 1976; McNulty, M. s. 1976; Mebus, 
C. A., y col 1971; Much, D., y col 1972; Tzipori, S., y col 1976) 1 

los rotavirus ocasionan grandes pérdidas económicas, debido al 
aumento en mortalidad y al retraso en ganancia de peso por estas 
infecciones. 

En el hombre, los individuos mas afectados son los niños 
entre seis meses y dos años de edad (Espejo, R. T., y col 1981; 
Bishop, R. F., y col 1973). El cuadro clinico de la enfermedad es 
severo; con frecuencia se presentan vómito, fuerte deshidratación 
y deterioro general del estado nutricional (Rodriguez, w. J., y col 
1983; Mebus, C. A., y col 1969; McNulty, M. s., y col 1976). En la 
etiologia de las gastroenteritis en paises desarrollados, los 
rotavirus ocupan los primeros lugares como causa de morbilidad 
infantil (O.P.S. 1983). En los paises en vias de desarrollo, los 
rotavirus son responsables del 17% al 30% de las gastroenteritis 
que requieren hospitalización (Espejo, R. T., y col 1979; Kapikian, 
A. z. 1980; Charnpsaur, H., y col 1984). Debido a que tanto en los 
paises en vias de desarrollo, corno aquellos que lo han alcanzado 
tienen serios problemas con estas gastroenteritis virales, con 
mejorar las condiciones de vida en los paises sub-desarrollados, 
no sera suficiente para eliminar las gastroenteritis causadas por 
estos virus debido su fácil propagación. 

Los rotavirus infectan las células epiteliales que 
recubren la parte apical de las vellosidades del intestino delgado 
(Mebus, c. A., y col 1977; Thoules, M. E., y col 1979), causando 
su desprendimiento prematuro. Las células inmaduras que las 
sustituyen, provienen de las criptas y son incapaces de llevar a 
cabo las funciones de absorción de rnane;ra normal, produciéndose as1 
la diarrea (Davidson, G. P., y Barnes, G. L. 1979). La diarrea se 
autolimita en un lapso de tres a cinco dias. 

Los rotavirus son particulas de 70 nanómetros de 
diarnetro, compuestas por 11 segmentos de RNA de doble cadena de 
distintos tamaños, los cuales estan cubiertos por una doble capa 
de proteinas (Helmberg-Jones, H., y Patton J, T. 1986). La capa 
interna esta constituida por cuatro (Liu, M., y col 1988) 
proteinas, denominadas VPl, VP2, VP3 y VP6. Los anticuerpos que se 
producen contra la proteinas VP6 de capa interna, adern6s de ser 
característicos de grupo, dividen a los rotavirus en dos subgrupos 
(Kapikian, A. z., y col 1981) La capa externa esta formada por dos 



proteinas VP4 y VP7 con pesos moleculares de 88 y 37 Kd, 
respectivamente (Greenberg, H., y col 1983). Los anticuerpos 
contra estas proteinas definen a los rotavirus en serotipos (Wayt, 
R. G. y col 1984; Richardson, M. A.y col 1984; Green, K. Y. y col 
1989). 

La proteina VP4, denominada anteriormente VP3, es el producto 
del gen 4 de los rotavirus (Liu, M., y col 1988), y es la 
responsable del aumento de la infectividad viral causada por el 
tratamiento con tripsina. Al tratar a los virus con esta proteasa 
la proteina VP4 es cortada en dos polipéptidos: VPB, que contiene 
la región amino terminal de la proteina y VP5 que contiene la 
región carboxilo terminal ( López, S. , y col 1985). VPB y VPS 
tienen pesos moleculares aproximados de 28 y 60 Kd, respectivamente 
(Espejo, T., y col 1981; Clark, S.M., y col 1981; Estes, M. K., 
y col 1981). Este corte 'proteolitico de VP4 que provoca la 
activación de la infectividad del virus, ocurre durante la 
infección "in vivo" en el lúmen intestinal, cuando los rotavirus 
estan expuestos a las secreciones pancreáticas (Kapikian, A. z., 
y Chanok, R.M. 1985). Una de las explicaciones que se la ha dado 
al aumento de la infectividad viral cuando los rotavirus se tratan 
con tripsina es que uno de las regiones terminales recién generadas 
al cortarse VP4, de alguna manera aún no conocida, facilita la 
penetración del virus a través de la membrana celular (Kaljot, K. 
T., y col 1988), de manera similar a como sucede con algunos mixo 
y paramixovirus (Richardson, C. D., y col 1980). Por otro lado, 
se ha visto que la región comprendida entre los amino ácidos 384 
y 401 de VP4, es similar a la secuencia de amino ácidos (amino 
acidos 75 al 92) de la proteina El del virus de Sindbis, la cual 
posiblemente esté involucrada en la fusión de la membrana del virus 
a la célula húesped (Mackow, y col l 98Ba). Recientemente la 
proteina VP4 se ha asociado con la inducción de anticuerpos 
neutralizantes especificas de serotipo (homotipicos) asi como de 
anticuerpos neutralizantes que neutralizan a mas de un serotipo 
(herterotipicos)(Ward, R. L., y col 1988¡ Offit, P. A., y col 1986; 
Hoshino, Y. M. M., y col 1985; Mackow, R.O., y 1988a). 

Por su parte, VP7 es el producto de traducción del gene 
7, 8, ó 9, dependiendo la cepa de rotavirus (Mason, B., y col 1983; 
Arias, F. c., y col 1984), y es la proteina mas abundante de la 
capa externa y contra la cual se producen la mayor parte de los 
anticuerpos neutralizantes especificos,de serotipo (Kalika, A. R., 
y col 1981; Greenberg, H. B., y col 1983; Both, G. w., y col 1983; 
Dyal-Smith, M. L., y col 1986; Green K, I., y col 1989). VP7 esta 
glicosilada con azúcares de alta manosa (Espejo, R. T., y col 1981; 
Arias, c., y col 1982) y es la responsable de la unión del virus 
al receptor celular (Sabara M., y col 1965; Fukuhara, M., y col 
1988), función en la cual parecen no intervenir los azúcares de la 
glicoproteina VP7. Sin embargo, la glicosilación de VP7 parece ser 
importante para mantener la conformación, ya que el reconocimiento 
inmune de la proteina al no estar glicosilada, algunos de los 
anticuerpos dirigidos contra el virus nativo no la reconocen ( 
Sabara, M., y col 1988; Caust, I., y col 1987). 



La evidencia que se ha obtenido hasta ahora indica que 
la protección contra la diarrea por rotavirus esta mediada por 
anticuerpos neutralizantes en el lúrnen intestinal (Bohl, E. H. 
197 9; McLean, B., y Holrnes I. H. 1981), y que los anticuerpos 
séricos tienen una participación limitada (Organización 
Panamericana de la Salúd 1983). Sin embargo, algunos estudios 
muestran que niveles de anticuerpos séricos altos correlacionan con 
la protección contra la infección por rotavirus (Chiba, y col 
1986). 

Las proteinas de la capa externa de los rotavirus estan 
involucradas en la inducción de anticuerpos capaces de neutralizar 
la infectividad del virus (Hoshino, Y., y col 1985; Offit, P. A., 
y col 1986a y l 986b). Se han llevado a cabo analisis tanto 
funcionales corno topograficos de los epitopos presentes en las 
proteínas VP4 y VP7 de las cepas de rotavirus aisladas de humanos 
y de simio (Burns, Y col 1988; Shaw, R., y col 1986; Taniguchi, k. 
y col 1987; Dyall-Smith, M. L., y col 1986). Estos estudios han 
mostrado la existencia de tres diferentes sitios antigénicos en VP7 
y de tres a seis sitios antigénicos en VP4. Recientemente se ha 
obtenido una información mas detallada acerca de la localización 
de los determinantes antigénicos de neutralización a través del 
analisis de las secuencias del gen 4 ó 9, derivadas de variantes 
antigénicos de rotavirus que son resistentes a la neutralización 
por anticuerpos monoclonales seleccionados (Dyall-Smith, M. L., y 
col 1986; Taniguchi, K., y col 1988; Mackow, R. E., y col 1988a). 

En el caso de VP7, los amino acidos identificados, que 
permiten el escape a la neutralización por los anticuerpos 
monoclonales neutralizantes empleados, pueden agruparse en tres 
regiones antigénicas. Estas regiones se encuentran localizadas 
entre los amino acidos 87-101, 143-152 y 208-221 (Dyall-Srnith, M. 
L., y col 1986). Por otro lado, al analizar variantes del gene 4 
del rotavirus de simio RRV, Mackow, E. R., y col (1987) encontraron 
que las regiones de VP4, antigénicamente importantes en la 
neutralización, estan localizadas entre los amino acidos 87-114, 
148-150, 388-393, y alrededor de los amino acidos en las posiciones 
135, 173 y 188. En otro estudio Taniguchi, K., y col 1987 y 1988 
analizando variantes antigénicas de un rotavirus humano, 
encontraron tres regiones involucradas en la interaccion con 
anticuerpos monoclonales neutralizantes. La primera de estas, del 
amino acido 388 al 393 corresponde con una de las reportadas para 
el rotavirus de simio RRV. Aderna's encontraron otra zona 
antigenicamente importante entre los amino acidos 433-439, y una 
tercera alrededor del amino acido 305. Es importante mencionar para 
el caso de VP4, que a pesar del hecho de que las mutantes 
identificadas de las variantes antigénicas estudiadas (que 
permitían el escape a la neutralización de anticuerpos 
monoclonales) se encuentran distribuidas a lo largo de la región 
del gen 4, tanto en la región de VP8 como VPS. Sin embargo, no se 
identificaron mutantes en o cerca del sitio de corte con tripsina 
que al generar los polipéptidos VPS y VPS esta involucrado con la 
activación del virus (López, s., y col 1985). 



Los genes que codifican para las proteinas de superficie 
de los rotavirus han sido clonados y expresados en sistemas tanto 
procariontes como eucariontes (Arias, C. F., y col 1986; Arias, 
C. F., y col 1987¡ McCrae M. A., y McCorquodale, J.C. 1987).Las 
proteiné:s obtenidas han sido capaces de inducir anticuepos que 
neutralizan al virus "in" "vitro". Un segmento de la proteina VP4, 
que contiene la región de VP8 y parte del polipéptido VP5, induce 
anticuerpos que son capaces tanto de neutralizar la infección 
viral, como de inhibir la hemaglutinación viral (Arias, c. F., y 
col 1987). 

El uso de péptidos sintéticos ha representado una buena 
alternativa para estudiar y conocer mejor las regiones de las 
proteinas involucradas en la inducción de la respuesta inmune por 
algunos agentes patógenos de gran importancia médica y ganadera, 
tanto para entender los mecanismos celulares comprometidos en la 
respuesta irununologica, como para implementar medidas profilacticas 
de vacunación que tengan un menor riesgo que el que las vacunas 
convencionales presentan (Etlinger, H., y col l988a y b; Parry N. 
R., y col 1988 Herrington O.A., y col 1987 Milich, D. R., y col 
1987; Krausslich, H, G., y col 1989). Algunos péptidos sintéticos 
han sido capaces de inmunopotenciar la respuesta inmune, aún cuando 
no generen una respuesta de anticuerpos por si mismos. Asi al 
entrar los animales primoinmunizados en contacto con la proteina 
nativa de donde se generó el péptido, se observa una respuesta de 
tipo secundaria hacia el epitopo representado en el péptido (Emini, 
E. A., y col 1983; Francis, M. s., y col 1985a y b; Jacob, CH. o., 
y col 1986). 

Para el caso de las proteinas de los rotavirus, se han 
reportado algunos trabajos en los cuales por medio de péptidos 
sintéticos, ha sido posible obtener anticuerpos capaces de 
reconocer a la proteina de la cual fue copiada su secuencia (Gunn, 
P. R., y col 1985; Streckert, H. J., y col 1988). Sin embargo en 
el caso de péptidos que representan seis diferentes regiones de VP7 
(amino acidos 66-76, 90-103, 174-183, 208-225, 247-259 y 275-295), 
ninguno de los anticuerpos inducidos fue capaz de reaccionar con 
la proteína nativa, ó neutralizar la infectividad del virus (Guun, 
p. R., y col 1985). Este fallo de los péptidos por inducir 
anticuerpos que reaccionen en contra de la proteina nativa (tal y 
como se encuentra en el virus) es probablemente reflejo de la 
importacia que tiene la estructura tr~dimensional en las regiones 
antigenicamente importantes, como se ha sugerido (Dyall-Smith, M. 
L., y col 1986). 

Recientemente, Streckert y col (1988) reportaron que un 
péptido de la proteina VP4 de rotavirus de simio, que corresponde 
a los amino acidos 228-241 es capaz de inducir anticuerpos que 
nuetralizan la infección del virus en un sistema "in vitro". 

Los sitios de corte por tripsina (amino leidos 241 y 
246), responsables de la activación de la infectividad viral, estAn 
flaqueadas por dos regiones, amino 6cido 222 a 232 y 2S7 a 270, que 
estln altamente conservadas entre rotavirus aislados de diferentes 
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especies animales o pertenecientes a diferentes serotipos 
(Gorziglia, M., y col 1988¡ Mackow, R. E., y col 1988; López, s., 
y col 1986). Para evaluar la importancia funcional de estas dos 
regiones, se sintetizaron dos péptidos que representan las 
secuencias correspondientes del rotavirus de simio SAll y se probó 
su capacidad para a) competir la infectividad viral del virus en 
un ensayo "in vitro", b) inducir anticuerpos neutralizantes contra 
el virus y c) sensibilizar el sistema inmune de ratones hacia una 
subsecuente exposición del virus SAll o a rotavirus pertenecientes 
a otros serotipos diferentes al SAll. 
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In lh• rolnirus SA 11 surface prolein \'P4, lhe lrypsin clen111• sil•• 1ssocl1ted ,.-Uh lh< enh1ncem<nl of 
infectMI,. are ll1nked b' two 1mino acid reglons lhal are hlghl,- con!it'r\'ed 1mon11 ditrerent rota,.iru!it's. We 
ha.-. lesled lhe 1bllil'' or synthetic peplides lhll mimic lhese ..... reglons to lnducr 1nd prlm• ror 1 rola\'irus 
neutr11izing anlibod)' response in mke. After lht peplldr lmmunlzalion !i<hrdulo. bolh peptldes lnducrd 
peplide 1nlibodies, bul nellh•r was ablr lo induco •·lrus 1nlihodi", as me1sured b!· an enzyme·linked 
lmmunnsorbenl assay ora nrulr1lizalion ass1,-. "º"""r, 11·hen lh• peplldr·lnocul1ted mlcr werr subsequentl, 
lnjected wlth lnlact SAi 1 virus. 1 rapid and hlgh neutr1llzlng anlibody respon!it' was obserrecl In mlce th11 bid 
prrvlously recelved lhe peplide comprlsln111mlno 1clds 220lo113 or th• \'N prolein. Thls neutrallzing acth'il' 
WIS 5"rolype speclfic¡ hOWe\'er, lhls peplide .. ·as also able lo tflicienll)' prime lb< immune S)'Slem Of mire for 
a neutrallzing anllbody response to lhr heterotyplc rotavlrus ST3 whrn lhe ST3 virus was used for the 
5"Condary inoc:ulallon. 

Rotaviruses, the single most imponanl cause ofacute viral 
gastroenteritis in the young of a number of mammalian and 
avian species, including humans (19), are compri,ed of 1wo 
capsid layers thal contain the l'iral genome composed of 11 
segments of double·stranded RNA Oll. The outer capsid b 
formed by IWo polypeptides m¡, VP4 (formerl)' called VP3i 
and VP7, which are encoded in simian rota virus SAll by 
genome segmenls 4 and 9, respective!)' !2. 6. 22, 251. 

VP7, a 37-kilodalton glycoprotcin (3, 11), induces neutral· 
izing antibodies thal specify the viral serotype !S. 17) and is 
thought to be involved in the attachmenl of the viru' to lhc 
host cell (26, 32). VP4, the other suñace polypeptidc of 
rotaviruses, is an 88-kilodalton prolein m. 13) that has been 
identified as the virus hemagglulinin (201 and has bccn 
associated with the determination of virulence in vil'o (291. 
Antibodies directed at this protein neulralize the \oiral infec· 
tivity in vitro (30. 37) and passively protect mice against 
helerologous rotal'irus challengc in \'il'o 130). 

The infectivity of rolaviruses in cell culture can be in· 
creased by, and probably is dependen! on. trypsin treatmenl 
(8, 13, 27). This proleolytic aclivation of lhe virus produces 
al least two specific clea\'ages on VP4 al amino acids 241 and 
247 {22), generating 1wo cleavage producls. VP5 (60 kilodal· 
tonsl and VP8 (28 kilodaltonsJ. These specific cleavages 
probably mediate penetration of the virion into the cell ()4). 

Functional and lopographical analyses of epitopes on thc 
VP4 polypeptide of simian and human rotaviruses have been 
carried oul (7, 33, 36). These studies have shown the 
existence of three to six different antigenic siles on the 
protein. More detailed information has been obtained by 
sequence analysis of genes 4, derived from rotavirus anti· 
aenic variants resistan! to neutralization by selected mono· 
clonal antibodies (24, 3S). lt is of interest that despite the fact 
that lhe neutralization escape mutations identified were 
spread broadly over the coding region of VP8 and were also 

• Correspondina author. 

locatcd on VP5. no mulant' werc identified in or ncar tite 
trypsin clearnge siles 124. 351. 

The 1wo trypsin cleavage siles are Hankcd by 1wo regions. 
amino acids 222 10 232 and 257 lo 270. thal are highl) 
conserved among rotaviruscs isolated from difl'crcnt animal 
spccie' or belonging to diffcrent serolypes (16, 21. 23. 241. 
To evaluatc thc functional relevancc of lhese two regions. 
wc made synthctic pcptides represenling lhc corresponding 
scquences of SAll rotavirus and tcsted their capacity to 
induce neutralizing antibodies lo the virus and 10 prime lhc 
immune response of mice for a subsequenl exposure to thc 
complete virion. 

MATERIALS ASD METHODS 

\'lrus and ceUs. Simian rola\'irus SAi! (strain SAll41M 
m11 was originally obtaincd from H. H. Malhcrbc. Gull 
Laboraloric,, Salt Lake Cin. Utah. Human rotavirusc' Wa, 
S2. and ST:1 werc obtain~d from Y. Hoshino. National 
lnstilutcs of Health. Bcthesda, Md. Ali rolavirus strains 
wcrc grown in MAl().I cells and purified as prcviousl)' 
described 02>. fasentially. afler Freon extraction and poi)" 
ethylene glycol precipitation of the infected cell lysalc,, lhc 
virions were separated by cenlrifugation in a linear sucrosc 
gradienl. 

5393 

Choice and synthesls of peplides. The VP4 protein-dcrived 
peptides represenled amino ac1d regions 220 through 233 
(peplide VP4·1) and 2SS through 271 (peptide VP4·2). Thesc 
regions. which Hank thc trypsin cleavage sites associaled 
wilh lhe enhancement of rotavirus infectivity, are highly 
conserved among different rotaviruses. As a neBative con· 
trol, we used peptide VP7·1, which compriscs amino acids 
211 throu¡h 223 of the SAll VP7 protein and has betn 
shown by others not to induce neutralizing antibodies (18). 

Solid·phase peptide synthesis was conducted by the 
Barany and Merrifield method (4) wilh a 1% cross·linked 
divinylbenzcne rcsin csterified to the appropriatc l·butoxy
carbonyl amino acid and suitably protected t·butoxycar· 
bonyl amino acids from Pcninsula Laboratories (22). Amino 
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SAll virus. In panel B. thc peplide antibody in the control group was assaycd wilh all thrcc peplides, with similar resu\ts. 

acid analysis of the resulting products on a Durrum D-500 
amino acid analyzer confirmed that ali three peptides had the 
prcdicted composition. 

Coupllna or the peptides to BSA. The peptidcs were cou
pled to bovine serum albumin IBSA; Pentax) as follows. 
BSA (40 mg) was added to 5 mg of peptide in ~.5 mi of 
twice-distillcd water. Then 150 mg of 3-3-dimethylcarbodi
imide in 1.5 mi of water was added dropwise. and the 
mixture "'ª' stirrcd for 6 h at 30'( and kept at - !O'C until 
use. 

Cros.•-llnking or peptldes with glutaraldeh~·de. A sollllion of 
glutaraldchyde was added dropwise to 4 mg of peptide in 1 
mi of phosphatc buffer I0.1 M. pH 7.61 until a final concen
lration of 0.!5~é was reached. This mi.,ture was stirrcd for 4 
h at room temperature. and then glycinamide was addcd to 
ll.015 M. After funher stirring for 30 min. the aggregated 
peptides were kept at -!O'C until use. 

lmmunlzation sch<>dule. Male BALB/c mice 7 to 9 wccks of 
agc were screened on day O for neutralizing antibodies to 
SA 11 rotavirus as described b<low. Those micc whose 
preimmunc •era at dilu1ion• of\:50 failcd 10 neutralize SAll 
Y.ere diviJeJ into gruups of fivc and \>ere immunizcd cach 
with 100 µ.g uf the corrc,ponJing peptide. cro5'-linked with 
glutaraldehyJe. Ali mice werc injectcd 'ubcutaneously with 
!<MI µ.l ufan emulsion ofthe respective antigen and adjuvant. 
FrcunJ complete aJjuvant was u'ed for 1hc first immuniza
liun; for >Uh,equent injections. incomplete aJjuvant was 
used. Micc in the control groups l\> hich did not receivc 
peptidcl were injccted with an emul•ion of <aline solution 
and the corre•ponding adjuvant. The mice in the various 
groups receiveJ seven injections on wceks O. ~. 4, 6, 8, 10. 
and 11. Mice were blcd on wceks O. 3, 5. 7, 9. 11. and 13. On 
wcek 14, 15 days after the last peptide or mock administra· 
tion. a 'ingle dose of the corre•ponding purified rotavirus 
'train 150 µ.g) was given subcutancously and intramuscu
larly. and the mice were bled every \>cek Juring the next 4 to 
5 weeks. Ali collected sera were heat inactivated at 5&'C for 
1 h and •tored at - 20'C. 

~tutrallzin1 antibody usay. Neutralizing antiboJy titers in 
mousc sera wcre measured by an immunochemical focus 
reduction neutralization test ll ). The titcr oí neu1r.iiizin1 
antibody in a serum •ampie was defincd as the highcst serum 
dilulion at which a rcduclion of at lcast 60% in the number oí 
infccted cclls was obscrvcd as comparcd with controls in 
which phosphatc-bulfercd saline t PBSI had becn used in· 
stead oí scrum. 

Enzyme·linked immull050rbtnt usays IELISAJ. Samplcs oí 

50 µ1 of BSA-coupled peptides no µ.g/ml) in carbonate buffer 
(0.05 M carbonate-bicarbonate (pH 9.6]) were placed in each 
well of lmmulon 1 96-well plates IOynatcch Laboratorie,, 
lnc.) and incubated at room temperature ovemight. The 
plates were washed three times with PBS-1 % Tween !O 
iPBS-T) and then postcoated with 250 µI oí 3% BSA in 
PBS-T for 2 h al 37'C. After the plates were washed thrcc 
times with PBS-T. 100 µ.I of each serum. diluted 1:100 in 
PBS. was placed in each pcptide-coated well for 3 h al 3 i'C. 
The plates were then washed three times \>ith PBS-T .• 1nJ 
the presence of peptide antibodies was detected as foll"'' ;, 
Goal anti-mouse immunoglobulin G conjugated to alkaline 
phosphalase (100 µ.l. diluted 1:500 in PBS-T: !\files Labura
tories. lnc.l was added to each well, and the plates "ere 
incubated for 2 h at 37'C. Aftcr three washes in PBS-T. !he 
substrate p-nitrophcnyl phosphate 1104 alkaline phosphatase 
,ubstrate: Sigma Chemical Co.) 11 mg/ml in diethanolamine 
buffer (pH 9.8(1 was added. After 30 min at 37'C. 1hc 
reaction was stopped with 50 µI of 3 M NaOH. and the 
optical density was measured at 410 nm. Zero calibration 
was peñormed by using lhe optical density value of wdls 
incubatcd with the corresponding preimmune serum. 

For detection of viral panicle antibodies. a volumc c'f ll~l 
µ.I of guinea pig an:i-SAI 1 rotavirus hyperimmune serum 
tneutralizing antibody tiler of 1:6.800!. diltned 1:500 in 
carbonate buffer \pH 9.61 was placed in cach wcll of lmmu
lon 1 %-well plates and incubated at 4'C º'·ernight. !'he 
plates were washed thrce limes as abo,·e, and each well \I;." 
incubated with 100 µ.I of purified SAll rotavirus \94 ngimll m 
buffer <0.15 M NaCI. 0.001 M MgCI, . 6H,O. O.O! M Tris 
hydrochloride (pH 8.!ll for 2 h at 37ºC. The platcs were 
washed with PBS·T, the wclls were coated with !50111 of Yr 
BSA in PBS-T. and thcn thc plates werc incubated with 100 
µ.I of thc correspunding serum sample diluted 1:100 in PBS-T 
for 2 h at 37'C. After the plates werc washed with PBS·T, the 
presence of viral partick antibodies was detected as men· 
tioned abovc. 

RESULTS 
lndllCflon llld prlmlJll ror utl·SA 11 neutrallzlq utibodid 

by synthetk ptptidcl. Four groups oí fivc micc cach wcrc 
immunized with 100 118 of cithcr peptidc VP4-I, VP4-2. llf 
VP7-1 or with adjuvant alonc. By the cnd of thc immunita· 
tion schedule. iow lcvcl• oí the corrcspondina peptidc anti· 
body wcrc dctcctcd in thc micc immunizcd with the peptidcs 
tFia. IBJ. Howcvcr. these anlibodics did not rcacl with thc 
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TABLE 1. Spccificit)' of thc ncutralizin~ anti!iody induccd ~)' 
SAll and sn virum in micc primcd with pcp1idc VP4·1 

Rola\'lru" 
1scro1ypc1 

Watll 
s~ (~1 
SAll 131 
ST>t4l 

Ncu1ralu:1ni anli~)· tilcr of srr.t from micc boustcd 'A·llh thr 
ind1c1tcd rrtla\iru'" 

<~(l 
<~ll 

12.80!1 
(Oll 

s.~11 

<50 
.-::~o 

25,()(l(I 
100 

<~O 
<~O 

6,40!1 
lOll 

<50 
<50 

12.80!1 
400 

<5(1 
<.1(1 
4(1(1 

6.40!1 

sn 

<511 
<5(l 

~ºº 25.0llO 

<~{\ 

<.c;o 
2(~) 

12.RllO 

11 Ti1cr11 a.re UflTC!.\ed a\ lht rcc1rrCKal or thc hiihCM dilul\C'ln or thc \CNm 

that ncutro1llzcd al lwt filY"é of thc immunorcro,.ida!">c foci in lhc ª"'ª) For 
thí1> ª'"ªY, thc m<'U'!!C M:ra \l.'lth thc hi¡hC\I nculrnhzation ti1cn, ....-ere u .. cd. 

"Numhcr" \lo'ithin .,an:nthc\c!. indicalc thi: ...,-cck of collcction. 

virus in an ELISA and did not have neutralizing activity 
againM the SAll virus (Fig. IA and C). 

lt has been reported that .elected synthctic peptides of 
poliovirus, despite the fact that lhey do not induce neutral· 
izing antibodies by themselves, are able to efliciently and 
specifically prime the immune syslems of rabbits for an 
enhanced neutralizing antibody response afler a subsequent 
inoculation of intact virus (10). On 1he olher hand, it has 
been shown thal synthetic peptides containing only T ·helper 
cell determinanu are able to prime the immune response of 
animals for an enhanced anlibody respome 10 severa! 
epilopes of the microorganism 05, 281. 

To determine whether lhe synthetic ro1avirus peptides 
were capable of priming a neutralizing anlibody response to 
SAll virus. 1he mice in ali four groups were inoculated with 
SO µg of purified SAi 1 particles after the peptide immuniza· 
lion schedule had been compleled. At 2 wecks after inocu
lation with the SAll virions, the virus particle and neutral· 
izing antibody responses of mice in lhe groups tha1 had 
previously received peptides VP4-2 and VP7· I were compa· 
rabie wi1h the response observed in the control group (which 
had nol been immunized wilh peplides). whereas lhe re· 
sponse in the group thal inilially received peptide VP4· I was 
at least 4 and 20 times higher for virus particle and neutrdl· 
izing antibodies than the control group, respectively (fig. IJ. 
lnterestingly. the titer ofpeptide an1ibodies in the VP4-2 and 
VP7-l groups did 001 increa;e significantly after immuniza· 
tion \l.ith lhe SAll particlcs, whereas the pep1ide VP4-I 
antibody titer hada threefold increase. This observa1ion is 
compatible with the facl that anti-SAi 1 virus hyperimmunc 
sera did not recognize any ofthe peplides in an ELISA (data 
not shownl. SU!ll?CSting that lhe peplide VP4-I antibody 
response observcd after inoculation with the virus is the 
result of specific stimulalion of peptide-induced memory B 
cells by the virus particles. 

Spec:lllclty ol tbt secondar)· response. Since the amino acid 
region represented in peptide VP4·1 was selected for being 
highly conserved among rotavirus slrains belonging to dif· 
ferent serolypes, we 1ested selected sera from mice of the 
group that had received peplide VP4· I and had been reinoc
ulated with the virus partkles for the abilily to neutralize 
rotaviruses of ditrcrent serotypes. The sera analyzed had no 
ncutnlizin11 activily againsl the human rotaviruses Wa (se
rolype 1) and S2 lscrotype 2), whereas they had a low but 
1i¡nificant neutrüzation tiler a¡ainst human rolavirus ST3, 
which belongs 101erotype 4 (Table 1). 

Hetttotypk,,....... wllh peptlde VP'-1. The secondary, 
serotype-specific 11eutralizin11 antibody response observed 
afler inoculation CJf lhc SAll particles in mice that had 
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FIG. 2. Neutralizin~ antibod)' response 10 Wa. S2. and sn 
rotavirus strains of mi« primed with pcptide VP4-1. The ncutraliz· 
in~ antibody titcf!; rcpre~ent thc 1cometric mcans of thc analrzcd 
sera. Mic• "·ere primtd with synthclic pcptidt VP4-l <•. D. Al or 
no peplidt 10. •. 61 and boo>tcd \ l) 14 da)'' latcr wilh Wa IA. 61. 
S2 t:::i. •1. or STJ 1::\ e1. 

rreviously recei\'ed peplide VP4·1 did nol necessarily imply 
thal this peptide would nol be ablc 10 prime an antibody 
response to viruses of serotypcs ditferent from SAi l. Thcrc
fore. we tested lhis possibility by immunizin¡: lhree groups of 
five mice with peptidc VP4-1. Three control groups wcrc 
inoculated with adjuvant alone. At thc end of 1he peptide 
immunization schedule. one group thal had received the 
pep1ide and one control group were inoculated with SO µg of 
either Wa. S2. or ST3 purified rotavirus strains. and neulral
izing an1ibodies to the correspondin¡: inoculated rotavirus 
strain were detcrmined during the 5 following wecks. The 
neutralizing antibod~ response to Wa and S2 rota\'iruscs was 
not inftuenced by the previous administration of peptidc 
VP4-I (Fig. 21. However, the ncutralizing antibody liters 10 
rola\'irus ST3 were much higher in the mice 1hat had been 
immunized with peptidc VP4-l lhan in lhe control mice that 
did not receive the pcptide, indicating thal lhc SAi 1-derivcd 
synlhclic peplide was ablc to prime a neutr..lizin¡: immune 
response to rota\'iru' ST3. A¡:ain. thc secondary antibody 
response was hi¡:hly specilic for thc strain used for reinocu
lation. with onl)' a low neutralization ac1ivit)' against rotavi· 
rus SAll !Table 1 ). 

DISCUSSION 

In this work we presenl evideitce thal the region be1ween 
amino acids 220 and 233 is able to prime for a neulralizing 
anlibody immune response to SAll and ST3 rotavirus 
strains. This re11ion is highly conserved among ditrerent 
ro1aviruses and is very close to the trypsin cleava¡e siles 
idenlified by López et al. (22) at amino acid positions 241 and 
247. 

Recently, Slrecken el al. (34) reponed thal a synthetic 
peptide (amino acids 228 to 241) correspondina to the 
cleava¡e reaion of the rotavirus SAll VP4 prolein was able 
to induce neu1ralizin11 antibodies. The scquence contained in 
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that peptide overlaps by six amino acids the sequence of 
peptide VP4-l (amino acids 220 to 233) described in this 
work. Since in our hands peptides containing amino acids 
231 to 241 and 231 to 247 of the SAll VP4 protein were 
unable to induce neutralizing antibodies by themselves or to 
prime the immune system of mice, it is tempting to suggest 
that the overlapping region between the two peptides (amino 
acids 228 to 233 l might be responsible for the observed 
priming etfect. 

lt is interesting to note that amino acid 231 in the SAll 
VP4 protein is an arginine (22), which is absolutely con
served in ali sequenced VP4 proteins from ditferent rota virus 
strains (16, 21. 23, 24) and which represents a potential 
trypsin cleavage site that would have not been identified hy 
the NH,-terminal sequence analysis of the VP4 trypsin 
cleavage products carried out by López et al. t22l. since 
cleavage at positions 241 and 247 would have removed the 
potential NH, terminus generated .by cleavage at arginine 
231. lf Ibis were the case, the peptide VP4-l would very 
closely resemble the newly generated carboxy terminus after 
trypsin activation of the virus. 

Escape mutations to neutralization by VP4-specific neu
tralizing monoclonal antibodies have been recently mapped 
to three and six ditferent regions in human and rhesus 
rotaviruses. respectively 124, 35). The three neutralization 
domains identified in human rotaviruses were located to 
VP5, the carboxy-terminal trypsin cleavage product of VP4, 
whereas five of the six neutralization domains of rhesus 
rotavirus were located to VPS, the NH,-terminal trypsin 
cleavage product. As a result. only one neutralization do
main seems to be shared laround amino acids 391 and 3931 
by the two sets of neutralizing antibodies used for the 
selection of the analyzed escape mutants. h is interesting 
that none of the escape mutations was mapped in ornear the 
two trypsin cleavage siles associated with the enhancement 
of rotavirus infectivity. These results would suggest that the 
neutralizing antigenic determinants in the trypsin cleavage 
region llike the one reported by Strcckert et al. (34)l are less 
immunopotent than other regions of VN. Howevcr. thc 
absence of escape mutations in this region of the VP4 protein 
of rhesus and human rotaviruses could also be explaincd if 
dther of the neutralization epitopcs contained within this 
region was only present in sorne rota\'irus strains. This kind 
of strain·specific epitope has bcen de<eribed in poliovirus, 
for which there is a <erotype 1-specitic epitope that is not 
present in the other poliovirus scrotypcs 1101. 

The cnhanccd neutralizing antibody response observed 
after immumzation with SAll virus of mice that had pmi
ously recdved peptide VP4·1 was shown to be specitic for 
SAll. although a minor cross-neutralization was observed 
with ST3 virus. However, this pcptide was able to prime the 
micc immune system very efficiently for an ST3·,pecific 
neutralizing antibody response when the secondary inocula
tion was done with the ST3 virus. An analogous finding was 
reported by Emini et al. C9). who showed that poliovirus
spccific synthetic peptides were able to prime for hepatitis A 
neutralizing antibody upon exposure of primed rabbits to 
hepatitis A virus. However, the low neutralizing activity 
:•sainst poliovirus. induced directly by the pcptiJes. was not 
mcreased upon inoculation with the hepatitis A virus. 

1:Jte serotype-specific primina for rotavirus neutralizina 
an!1body could be cxplained if we consider that thc viral 
e~11ope(s~ rcsponsible for the primina could be present in 
•hahtly ddl'ercnt conformations in ST3 and SA 11 viruses. lf 
the ~ptide is able 10 activate a set of B or T·helper cells 
spectftc for many difl'erent conformations of the peptide, 

ROTAV1RU9 STllAUI 

(1erotype) 

ill SAll 

(1) Va 

(2) DSl 
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FJG. J. Comparison of the SAll VP4 amino acid '°quence 
Camino adds .?W to .?331 with thc corresponding regions of rota\:irus 
'itrains of different scrotypcs. Thc amino add scquences írom Wa, 
OSI. and ST3 116) were compared "ith the amino acid sequcnce of 
SAll 1:?:?). Dashes indicatc idcntical amino ai:ids. 

then the immune system would be primed to respond to a 
subsequent exposure to either SAll or ST3 virus, but the 
neutralizing antibodies elicited by any one of the viruses 
would be specific for the inoculated strain. 

When we compared the scquences of the region al amino 
acids 220 through 233 among the virus strains used in this 
work 1 Fig. 3), it was interesting to note that the ST3 virus has 
two amino acid changcs as compared with the SAll virus, 
whereas the Wa strain. which was not primed by the peptide, 
has only one amino acid change. The scquence of S2 virus 
has not been reported. but the 'equence of OSI, which is 
also a serotype 2 virus. has also only one change with 
respect to the SAll sequence. lt is of note that the single 
amino acid change bctween cither Wa or OSI and SAi 1 is in 
position 233. whereas the amino acids that Jitfer between 
SAll and ST3 are at positions 1~1 and 227, with the 
sequence between amino acids 228 to 233 being idcntical 
betwecn the two strains. This observation is consisten! wilh 
the idea that the region at amino acids 228 through 233 might 
be responsible for the priming ctfect observed. However. 
this does not rule out the possibility that 'ºme 01her rcgion 
of the peptide. comprising thc amino acid Jitferences mcn· 
1ioned. could be the responsible for the priming of neutral· 
izing antibodies to ST3 and SAl l. 'incc the amino acid 388 
of VP4. whose change allows the rhe,us rotavirus variant 
~12 to escape from neutralizalion by monoclonal antibod)' 
M2. is di!Terent in rota virus Wa. which is also ncutralizeJ b)' 
monoclonal antibody M2 t24). On the other hand. the region 
v. ithin the peptide that primes for SA 11 and STJ neutralizing 
antibodies might be ditfercnt. 

The fact that the inoculation of SA 11 virus into animals 
primed with peptide VP4-1 caused an increase in the pcptide 
antibody titer, as determined by the ELISA, is suggestive 
thal at least one B·cell epitope is shared by VP4, as it is in 
the virion, and peptidc VP4-l. In addition, the observation 
that peptide VP4·1 was able to prime for a neutralizing 
1mmune re.sponse in the absence of a carricr protein indi· 
cates that this pcptide can ini1iate its own T-helpcr ccll 
response and sugaests that it contains, in addition to a B-cell 
epitopehl. a T-cell determinan!. 

Severa! investiaators ( 15, 281 have described a primina 
etfect mediated by a T -helper cell epitope that was present in 
the same prolein or another prolein of the same microorpn· 
ism. Thercfore, the mechanism through which peptide VP4-1 
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is ahle to prime for a neutralizing antihody immune re,pon'e 
to ro1av1ru'e' SAl 1 and STJ remain; an open question. and 
funher experiments should he peñormed before the respon· 
sibility for the priming effect can be assigncd to a B· or T·ccll 
epitope. 

ACKSOWLF.DG.\IE'IOT~ 

Wc thiln~ Erne .. ll' MCndc1 for e\Cclh:nl tcchnical ;1,.-.1,tancl' and 
GCN¡!ina Gurrol;1 and Fcmilndll Zamud10 for thc c\c<i\'a)!l' <)f thc 
rert1dc.., and thc amino ac1d anal~ ~b. 

Thi' ""r• "°"' partiall) <upportod ~y grant P\'T.AlºSAL1~)JO~~ 
from the Con!tejo ~ilcional de Ciencia y 1 ecnologí¡i. Mc.\ico. and b~ 
gram RF87C>49.-26!rom thc Rockfellcr Foundation. 

LITERATURE CITEIJ 

l. Aria.•. C. f., ~l. Lizano, tnd S. López. 1%7. Synlh<>i' in 
Eschenchia coh and immunolo(?ical characterization of a poi~. 
pertide contairung the clea\'age !iÍte~ as!<>ocia1ed with tryp!tin 
cnhancemcnt oC rotavirus SAll infccti\'it\'. J. Gen. Viro!. 68: 
633-642. . 

2. Aria.•. C. f .. S. Lóp<z. J. R. Bell. 1nd J. H. Strau«. 1984. 
Primary !ilructme of thl! neutralization anti~cn of simian rota\"i
ru> SAll as clcduced from cDSA sequence. J. Virol. 50: 
657-661. 

3. Al'W. C. F., S. Lóp<•. tnd R. T. úp<jo. 1982. Gene protein 
products of SAi! simian rolaviru> genome. J. Viro!. 41:4~-50. 

4. Baran¡, G .. ..i R. B. Mtrrlfield. 1980. Solid pha>e peptide 
synthesi<. p. l-~84. /11 E. Gro" and J. Meienhofer led.J. The 
peptides: anal}\i!!i. synthe!!i!I and bioll1~y. \'OI. 2. Acadcmic 
Pre.>. lnc .. !\e• Yor•. 

5. Ba-'lardo, J. W., J. l .. McKlmm·Brcschkln. S. Sonza. L. IJ. 
Mercer. and l. H. Holmrs. 1981. Preparation and ch:1racteriZ<1· 
tion of anti~ern to electrophoreucall.' rurifil!d S:\11 \"irm poi~· 
peptidc>. lnfect. lmmun . .W:641-647. 

6. Both. G. W., J. S. Malllck, and A. R. llellam\. 198.1. The 
serot)·pe·specifM: ([lycoprotein of !limian-11 rota\·irm: codinc 
a~signment and pene sequence. Pro¡;. Natl. Acad. Sci. US.~ 
111:3091-3095. 

i. Burm, J, \\'., H. B. Grttnbcra. R. D. Sh1", tnd M. K. Esln. 
1988. Functional and topo~raphical analysis of cpitope> on thc 
hemag¡ilutinin tVN¡ of the simian rotaviru' SAi !. J. Viro!. 
62:2lb4-2In. 

8. Clark, S. M .. J. R. Roth, M. L. Ciar~. B. B. Barnrll. and R. S. 
Sprndlon. 19~1. Trypsin enhancemcnt of roto1viru~ infectí\'ity: 
mechani!lm of 3'tion. J. Viro!. 31.1:816-8~:!. 

9. Emlnl, E. A .. J. Berarr. J. \'. Huahn. s. \\', Mitra, 1nd D. l.. 
LtnrmfJer. 1985. Primin!! of anti·hepatili!l·A \'iru' antibod~ 
respomc by ro1io\'iru!l·Spccifk synthctic peptides: localization 
of potentia\ antircnic sitt:!I of hepatiti..,·A \'iru!l ncutrnlilaliun. p. 
217-220. /n R. A. Lemer. R.M. Chanock. and F. l!rown ied.l. 
Vaccin<> 85. Cold Sprin~ Harbor Laboralory. Cold Spring 
Harbor. N.Y. 

10. Emlnl, E. A .. R. A. Jam<son, 1nd E. \\'lmmrr. 1983. Priminpnd 
induction of antt-polio\'iru!I ncutralizin~ antibodie!I by synthctk 
peptides. Naturr (Londonl :!IM:6'H-703. 

11. Erlaon, B. l.., D.\'. Gnham, B. B. MISOll, H. H. Hanswn, 111d 
M. K. üt ... 11183. Two 1ype; of glycoprotein precursoí> are 
produced by the simian rotaviru• SAi l. Virolog)' 117:32~332. 

12. úp<jo, R. T., S. Lóp<i, tnd C. F. Arlls. 1981. S1ructur;I 
polypcptid<> of simian rola\'Írus SA 11 and thc effeci of trypsin. 
J. Virol. 37:151>-!60. 

13. Elles, M. K., D. \'. Gnham, tnd B. B. Muon. 1981. Proieolytic 
cnhancement of meaviru• infectivity: molecular mechani•ms. J. 
Virol. 3':87'>-8811. 

14. ftlkuhln, N., O. Yaalúc, S. KlllOb, and T. Konno. 1988. Role 
of VP3 in hunmi rotavirus intemalization after target cell 
11\achment via VP7. J, Viro!. 62:220'>-22!8. 

U. Good, M. f., W. L. Malloy, M. N. Lundc, H. Marpllt, J. l.. 
Ceratllt, G. L. lmilh, l. M,.., L. H. Mlller, and J. A. lltnaf. 
*Y· 1987. Con11ruc1ion of synthetic immunoaen: use of new 

T-helrer eritore on malaria circum..,pornzoitc rrotcin. Scil'nL'l' 
2.'~:111~~11~2. 

16. GoniJlia. M .. K. Grttn, K. Ni<hlka,.a, K. Tanl~uchi, R. Jon<-. 
A. z. Kaplkian. and R. M. Ch1nock. 1988. Sequencc ~r thr 
fourth ¡?ene of human Hllit\'iru"'c' rcccwercJ from ª'rmptnnmt1l' 
or !.Ymr1omatk infcction'. J. \'1rl'I. 6Z:1Y7K-~lll\.t 

17. Grttnh<rii. H. B .. J. \'ald.-u>o, K. \ºan \\)kt. K. Mldthun. M. 
\\abh. \º, McAolllf•. R. G. \\¡ali. A. R. Kalica, J. Flom. and 
\'. Hoshinn. 19K;. Pr~1Juc11un and prl'11minaQ charilctcnzatiun 
of ml'OC'1Cll10al ;mtil:'ll1li1l' .. directl'd al l\HI !lurfocc proh!in., of 
rhe!!U"' rota\ÍTU,. J. \'irlll. 47::!6""-~"'~. 

18 Gonn. P. G .. f. Sato. K. f. H. Po,.ell, R. "· Bell•m). J. 11. 
~apler. IJ. R. K. Hardin~. W. S. Hancock. L. J. Slr~man. and 
G. "" Both. 19~~. Rola\'JfU!I ncutrallzin(! protcin \'Pi: anti(!enic 
dcterminant?i in\'C!itigall!d hy scqucnce analy!!i!I and rcptilil' 
s)nthesi>. J. \'irol. 54:791-797. 

19. Holmts, l. H. 19~'- Rotaviruses. p. 35'1-12J. /11 W. K. Jokli• 
led.I. Th< R«wiridae. Plenum Publi,hing Corp .• Ne" York. 

20. Kalica. A. R .. J. Flom, 1nd H. B. Grtenhtra. 198). Identifica· 
tion of the rotaviral gene that cudl!'~ for henmgp.lutination and 
protea!ooe·cnhancl!d plaque formation. VimlO(!) ll!ii:l94-10~. 

21. Kantharidi>. P .. M. l.. IJ)·all·Smllh, 1nd l. H. Holmt>. 1987. 
Markcd !lequence variation bctween scgmcn1 4 ~ene!! of human 
R\'.5 and simian SAll rotaviruses. Arch. Viwl. 93:111-1~1. 

2~. Lóp<z. S .. C. F. Aria.•. J. R. Bell. J, H. Straus>. and R. T. Üp<jo. 
19~5. Primar) 5truclllrl' of thc clca\';,1~c !lite a!l~ociatcd with 
tr)'p!.in enhancement of rotaviru!I SAll infccth·it)'. Virolo(!y 
l.W:ll-19. 

2.1. Lóp<•. S .. C. f, Arlas, E. Móndtz, 1nd R. T. üp<jo. 1986. 
Conservation in rC'lta\'iru~c!I of thc protcin rl!gion containin(! !he 
'"º site!oo B!<i!lociíl1cd with tryp!<iin cnhancemcnt of infC'cti\'il)'. 
Virology 1!'4:~;"-:!~7. 

~4. Macko•, E. R., R. IJ. Sha,., S.M. Matsui. P. T. \'o, M. Dan~. 
and H. B. GrttnMr~. 19X8. The rhc~u'i rota\·iru!> gen!! l!ncoding 
\'P3: hication of amino acid' involved in homolo~ou!I ami 
he1erolop.ClU!o rota\'inl' ncutralilation and idcntificatinn of a 
rutativc fu!1it1n rc:~ion. Proc. Natl. Acali. Sci. USA 8~:<H5-649. 

~). Ma.«m, B. B .. 11. \', Graham. and M. K. E•tr>. 19~). Biochem· 
ical mapring of the !limian rota\'ÍrLI!I SAll (!rm1mc. J. \'irol. 
46:41.'-l~.1. 

~6. Matsuno. S., and S. lnou~t. 1983. Purification of an outcr capsid 
1ilycoprotein of neonatal calf diarrhca viru!l and preparation of 
iis antisera. infecl. lmmun. 39:155-158. 

~7. Matsuno, S .. S. lnou¡r, 1nd R. Kono. 1977. Plaque assa)' of 
neonatal calf diarrhca \'iru!i and thc ncutralizin~ antibod) in 
human <era. J. Clin. Microhiol. ~:1-1. 

~R. Milich, [).R .. A. McLachlan, G. B. Thurnton, and J, L. llu~h<» 
19K7. Anti1'oli) produ~tíon tu thc nucleocar!iid and cn,·elopc of 
the hepatifü B \'irLI!I primcd by a sin~lc !l)'nthetic T ccll sile. 
Naiure tLondonl 3!9:)4~-549. 

29. Ollit. P. A .. G. 111.-at. H. B. Grttnhcr~. and l".11. Clark. 198h. 
Molecular ba\i!« of roW\'iru!t \'iru\cncc.·: role of (!ene !lc~mcnt 4. 
J. Virol. 57:46--19. 

30. Ollit. P. A .. R. [). Sha,., 1nd 11. B. Gr .. nbrra. 19H6. Passivc 
rrotection ªi!~iin!<ll rotaviru!t-induccd diarrhe:i by mom,clonul 
antibodie!I to !turface protcin!I VP~ and \'P7. J. Viro!. SH: 
'70!1-703. 

31. Rodarr, S. M .. and l. H. Holm ... 1979. Comparison of the 
genome!'I of simian, bovinc, and human rotaviru!lc~ b)· ttcl 
electrophorcsi~ and dctection of gcnomic \'arialion among bo
vine isolates. l. Virol . .lO:K3~46. 

32. Sebera, M., J. E. Gikhrlst, G. R. Hudson, tnd L. A. Babluk. 
19R~. Preliminar~· characterization of an epitopc involved in 
neutralization and ccll attachmcnt that is located in the majar 
bovine rotavirus ah·coprotein. l. Virol. 53:lll-()6, 

33. Sltlw, R. D., P. T. Va, P. A. Olllt, l. S. COlllloa, ud H. l. 
Grttllbr11. 1986. Antiaenic mappinB of the surfacc proleins of 
rhcsus rotavirus. Virolo¡¡y 155:434--451. 

34. Slncktrt, H .. H. lrilllow, 11111 H. Wtrcltlu. 1988. A synthetie 
peptide correspondinB 10 lhe cleava¡e reaion of VP3 from 
rotaviru• SAll induces neulralizing antibodies. J. Virol. 62: 
4265--4269. 

35. Tltlip<hl, K., \\'. L. Mlloy, K. Nlshlluow1, K. Y, GIR9, Y, 



... , 
! 

5398 ARIAS ET AL. 

Hoshlno, S. Urasaw1, A. z. Kaplklan, R. M. Chanock, anti M. 
Gonlpll. 1988. ldentification of cross·reactive and serotype 
2-specific neutralization epitopes on VP3 of human rotavirus. J. 
Viral. 61:2421-2426. 

36. Tanl111<hl, K., Y. Morllll, T. Urasaw1, anti S. Urasaw1. 1987. 
Cross·reactive ncutraHzation epitopcs on VP3 of human rotavi· 

J. VtROL. 

rus: analysis with monoclonal antibodies and antigcnic variants. 
J. Viral. 61:ln6-1730. 

37. Tanl1111chl, K., S. Unsow1, ancl T. Ur151WI, 1985. Preparation 
and characterization of neutralizing monoclonal antibodies with 
differcnt rcactivity pattcms to human rotaviruscs. J. Gen. Viral. 
66:1045-1053 . 



DISCUSION. 

En este trabajo analizamos la capacidad de dos péptidos 
de la proteína VP4 del rotavirus SAll de inducir anticuerpos 
neutralizantes o de sensibilizar el sistema inmune de ratones para 
una respuesta aumentada de anticuerpos neutralizantes ante un 
posterior contacto con el virus completo. Corno control se utilizó 
un péptido de VP7, el cual había sido previamente demostrado por 
nosotros que no inducia anticuerppos neutralizantes. Las 
secuencias de amino acidos representadas en los péptidos de VP4 
estan altamente conservadas entre las proteínas homólogas de 
rotavirus pertenecientes a serotipos distintos. Estas secuencias 
se muestran en la figura lD. 

Los tres péptidos empleados fueron capaces de inducir 
anticuerpos contra ellos mismos, medidos por ELISA. Sin embargo, 
cuando se analizó la capacidad de estos anticuerpos para 
neutralizar al virus SAll, encontramos que ninguno de ellos, de 
manera conclusiva, neutralizó al virus SAll en un ensayo de 
reducción de focos infecciosos. Aunque se obtuvieron niveles bajos 
de anticuerpos neutralizantes inducidos por los péptidos VP4-1 y 
VP4-2, la variabilidad intrínseca del ensayo no permite concluir 
sobre la capacidad de estos péptidos para inducir anticuerpos 
neutralizantes per se. 

Por otro lado, cuando los ratones que hablan recibido 
los péptidos fueron subsecuenternente inmunizados con el virus SAll 
completo, se encontró una respuesta de anticuerpos neutralizantes 
rapida y de mayor magnitud, en el grupo de inmunización que habia 
recibido el péptido VP4-l (P< 0.01 por la prueba t de students, 
analizando diferencias de muestras pareadas) con respecto a los 
grupos de inmunización que recibieron los péptidos VP4-2 y VP7-1, 
as1 como a los grupos controles. (fig 1-A del articulo). 

Respuestas similares a la obtenida por nosotros han sido 
reportadas para otros sistemas con péptidos que mimetizan regiones 
de las proteínas del virus de polio 'Emili. E., y col 1985), el 
virus de la fiebre aftosa (Francis. M. J., y col 1985) y para la 
toxina de cholera (Jacob, O. c., y col 1986). En todos estos 
trabajos se han atenido anticuerpos neutralizantes después de 
administrar una sola dosis de la proteína nativa o el agente 
patógeno, subsecuentemente a la administración del .péptido 
sintético correspondiente, aan cuando algunos de los péptidos no 
fueron capaces de inducir anticuerpos neutralizantes por si solos. 
Esto pudiera deberse a que los péptidos pueden activar las células 
de memoria del sistema inmune, pero son incapaces de inducir una 
respuesta de anticuerpos por si mismos. Una posible explicación 
podria ser que la frecuencia con que el péptido adopta una 
conformación similar a la que tiene esa secuencia en el virus o en 
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FIGURA 10. 
COMPARACION DE LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINA 
VP4,CORRESPONDIENTE A LA REGION DEL PEPTIDO VP4-l (aa 219 al 
234), Y DEL PEPTIDO VP4-2 (aa 257 al 272), EN VARIOS 

SEROTIPOS DE ROTAVIRUS. 
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(**)Las secuencias fueron obtenidas de Gorziglia y col l986b. 
( • )Virulecía (-), índica que el virus fué aislado de pacientes 
asíntom!ticos y (+), de síntom!tícos. 



la prote1na completa, es muy baja para inducir anticuerpos per se, 
pero no para inducir células de memoria y al momento de recibir una 
mayor cantidad de la conformación adecuada en la prote1na nativa 
se activan las células de memoria, induciendo una respuesta de tipo 
secundaria en contra del ep1topo. 

La habilidad del péptido VP4-l para sensibilizar la 
respuesta inmune hacia un estimulo secundario puede representar 
una nueva estrategia de vacunación, asi como una herramienta para 
estudiar los mecanismos involucrados en la respuesta inmune. El 
aumento de anticuerpos en la respuesta a la inmunización con el 
virus completo, también pudo detectarse por ensayos de ELISA para 
determinar anticuerpos anti-péptido y anti-virus (fig 1-B y lC del 
articulo), lo cual sugiere que el aumento en la respuesta inmune 
detectado en el sistema de neutralización pudiera deberse, al menos 
en parte a anticuerpos dirigidos contra la región representada por 
el péptido VP4-1. 

Para el péptido VP4-2,, no se detectó ninguna variación 
con respecto a los grupos controles en todos los métodos de 
detección de anticuerpos. Estos resultados sugieren que esta 
región representada por VP4-2, no juega ninguna función importante 
en la inducción de anticuerpos neutralizantes, lo cual concuerda 
con el analisis de mutantes resistentes a ser neutralizadas, 
ninguno de los cuales ha sido mapeado en esta región (Mackow, R. 
o., y col 1988b¡ Taniguchi, K., y col 1988b¡ taniguchi, K., y col 
1987¡ Nishikawa, K., y col 1989). 

Aunque sabemos que cambios en los amino acidos 211 y 223 
de la proteina VP7 generan mutantes que son resistentes a la 
neutralización de los anticuerpos monoclonales que se usan para 
seleccionarlas, el péptido VP7-l (del amino acido 211 al 223), que 
contiene ambos amino acidos, no indujo anticuerpos neutralizantes 
ni fue capaz de sensibilizar al sistema inmune de ratones a la 
administración posterior del virus completo. Estos resultados 
sugieren, de acuerdo con observaciones previas (Dyall -Smith, M. 
L., y col 1986), que el epitopo contenido en esta región de la 
proteína es conformacional. 

Para analizar si el aumento en la respuesta de 
anticuerpos, al administrarse el rotavirus SAll al grupo de ratones 
previamente inmunizado con el péptido VP4-l estaba dirigido 
pricipalmente contra epitopos presentes en el péptido, o contra 
otros epitopos de VP4 o aún de VP7, los sueros se adsorbieron con 
el péptido VP4-l. Posteriormente, en los sueros adsorbidos se 
determinó la presencia de anticuerpos tanto contra el mismo péptido 
VP4-l como contra el virus SAll, por el método de ELISA. En este 
experimento se observó una disminución de aproximadamente 90' y 50% 
de anticuerpos anti-peptido y anti-irus respectivamente (fig 20). 



0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

- 0.'1 
E 
e o 

-
o 

. 0.5 
e 

0.4 

0.3 

0.2 

O. '1 

o 

VP4-1 J SA'1'1 

(A) 

Control 
con SA'1"1 

c::::::::J Sueros sin adsorber 

rz:2J Sueros adsorbidos 
con VP4 -il 

d/3 
Control 

con VP4-1 

Grupo de . . .. 1nmumzac1on 

VP4-'1 J SA-1'1 

Grupo 

( B) 
c::::J Sueros sin adsorber 

e::::::2I Sueros adsorbidos 
con VP4-'1 

Control Control 
con SA1'1 con VP4 -1 

de inmunización 
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Estos resultados, aunque muy preliminares, sugieren que 
el aumento en la respuesta fue predominantemente dirigido hacia 
epitopos presentes en el péptido VP4-l. Esto no descarta la 
posibilidad de que el péptido VP4-l pudiera haber inducido una 
respuesta de tipo secundaria contra epitopos presentes en otras 
regiones de la proteina o aún en otras proteinas del virus, ya que 
se ha reportado en el virus de la hepatitis B, que un péptido 
derivado de la proteina que forma el "core" del virus es capaz de 
sensibilizar el sistema inmune contra distintas regiones de la 
misma proteina, pero también contra epitopos presentes en el 
antigeno de superficie del virus (Millich, D. R., y col 1987). El 
mecanismo responsable de esta cooperación intermolecular se piensa 
que sigue la siguiente serie de eventos: a) Una célula B, 
especifica para el antigeno de superficie internaliza una particula 
viral; b) ésta célula B expone en su superficie fragmentos de la 
proteina del core, asociados a las proteinas de los antigenos de 
histocompatibilidad clase II, los cuales son reconocidos por 
células T ayudadoras especificas de la proteina del "core"; y c) 
se secretan linfocinas localmente, y éstas subtancias estimulan a 
dividirse a las células B, especificas de las proteinas de 
superficie, resultando en la secresión de mas anticuerpos 
especificos del antigeno de superficie. 

Por otro lado, los resultados negativos de 
sensibilización con los péptidos VP4-2 y VP7-1, indican que el 
efecto observado con el péptido VP4-1 fue especifico y no debido 
a un efecto de adyuvante como se ha descrito para algunos péptidos 
sintéticos (Arnon, R., y col 1980; Chedid, L., y col 1976). 

Debido a que el péptido VP4-l representa una región de 
la proteina VP4 que esta muy conservada entre proteinas homólogas 
de diferentes serotipos (Taniguchi, K., y col 1988b; Mackow, R. 
E., y col 1988; Gorziglia, M., y col 1986b), se probó su capacidad 
para sensibilizar la respuesta inmune hacia rotavirus 
pertenecientes a los serotipos 1 (rotavirus Wa), 2 (rotavirus S2), 
y 4 (rotavirus ST3). Aunque los anticuerpos inducidos en respuesta 
a la inmunización con SAll, de animales previamente inoculados con 
el péptido VP4-1, no neutralizaran a virus de otros serotipos (con 
exepción de ST3, que es neutralizado a bajos titulas ver Tabla 1 
del articulo), cabia la posibilidad de que al inmunizar otros 
serotipos de rotavirus a los animales sensibilizados con VP4-1, de 
la proteina VP4, pudiera ser reconocida por las células de memoria 
inducidas previamente por el péptido. Los resultados (fig lC) 
mostraron que en el caso del grupo que recibió el péptido VP4-1 
seguido de una dosis del rotavirus ST3, perteneciente al serotipo 
4, pero que sin embargo, éste epitope se encuentra en una 
conformación ligeramente diferente en cada uno de los virus, y que 
ambas conformaciones, presentes en la población de péptidos, 
indujeron células de memoria. Al analizar las diferencias de 
amino Acidos en la región correspondiente a el péptido VP4-l (219-
234; en el articulo aparece como 220-233, debido a que en el 
an6lisis de amino Acidos no apareció la valina con la cual se 
inició la slntesis del péptido ni la tirosina que fué pegada al 



final de la s1ntesis qu1mica, por lo cual no se tomaron en 
consideración en la publicación) de la proteina VP4 de las cepas 
de rotavirus SAll y ST3 (fig lD), observamos que el SAll es mas 
parecido a Wa y SDl (del mismo serotipo que S2) que a ST3. Esto 
sugiere que la región conservada entre SAll y ST3 (del amino Acido 
228-234) pudiera ser la responsable de la capacidad del péptido 
VP4-l para sensibilizar la respuesta inmune hacia ambos virus. 
Aunado a estos resultados, se reportó recientemente que un péptido 
de VP4 del rotavirus de SAll (del amino acido 228-241), que 
representa la región carboxilo terminal generada por el corte con 
tripsina (Streckert, H. J., y col 1968), indujo anticuerpos 
neutralizantes contra SAl 1, pero falló en neutralizar a otros 
serotipos probados (Wa, S2, NCDV y UK). Ya que existe 
sobrelapamiento (de los amino acidos 228-234) entre el péptido 
sintetizado por Strekert, y el péptido VP4-1 analizado en este 
trabajo, esto sugiere que la región de sobrelapamiento puede ser 
la responsable de la inducción de anticuerpos neutralizantes. 

Los sitios de la proteina VP4 de rotavirus involucrados 
en la inducción de anticuerpos neutralizantes, han sido localizados 
a través del analisis de las secuencias de amino acidos deducida 
de las secuencias de nucleótidos del gen 4 (que codifica por VP4), 
de mutantes que escapan a la neutralización por anticuerpos 
monoclonales neutralizantes especif icos de VP4 . Estos sitios han 
sido localizados en tres y seis diferentes regiones de VP4, en 
rotavirus de humano y de simio, respectivamente (Mackow, R.M., y 
col 1988¡ Taniguchi, K., y col 1988¡ Greenberg,, H., y col 1983¡ 
Gorziglia, M., y col 1986b). Los tres dominios de neutralización 
identificados en el rotavirus de humano fueron mapeados en VPS, 
mientras que cinco de los seis dominios de neutralización del 
rotavirus de simio fueron mapeados en VP8, el producto amino 
terminal del rompimiento con tripsina de VP4. Es interesante que 
ninguno de los mutantes de escape fue mapeado en o cerca de los 
sitios de corte de tripsina, incluyendo las regiones que 
representan a los péptidos VP4-l y VP4-2. Estos resultados 
sugieren que los epitopos de neutralización en la región de corte 
con tripsina, corno fue reportado por Streckert, H., y col (1988), 
son menos inmunopotentes que otras regiones de VP4. Esto es 
consistente con el hecho de que un suero hiperinmune contra la 
particula viral completa de SAl 1 no reconoció al péptido en un 
ensayo de ELISA, aunque esto último también pudiera deberse a que 
la conformación del péptido, similar q la que esta presente en la 
proteina nativa, es muy baja. Por otro lado, la alta conservación 
de la secuencia representada por el péptido VP4-1 podria indicar 
la necesidad de mantenerla sin alteraciones para conservar la 
infectividad viral, probablemente por estar involucrada en la 
penetración del virus a su célula huésped. 

·El hecho de que la inoculación del virus SAll a animales 
sensibilizados con el péptido VP4-1 causara un incremento en el 
titulo de anticuerpos anti-pép~ido (medido por ELISA) es sugerente 
que el péptido VP4-l comparte al menos un epitopo de célula B con 

_. la proteina VP4, tal y como se encuentra en el virus. Ademls, la 
observación de que el péptido fué capaz de sensibilizar a los 



animales para una respuesta de anticuerpos neutralizantes, en 
ausencia de una proteina acarreadora, indica que este péptido puede 
iniciar su propia respuesta de células ayudadoras, lo cual sugiere 
que contiene, ademas de un epitopo B, un epitopo de células T. 

varios investigadores han descrito un efecto de 
sensibilización mediado por un epitopo de células T, presente en 
la misma proteina u otra proteina del mismo microorganismo. Por 
lo tanto, el mecanismo a través del cual el péptido VP4-l es capaz 
de sensiblizar el sistema inmune para una respuesta de anticuerpos 
neutralizantes hacia los rotavirus SAll y ST3 queda aún como una 
pregunta abierta y se deberan efectuar experimentos para poder 
responsabilizar de este efecto de sensibilización a un epitopo de 
células B o de células T. 
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