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RESUMEN 

El virus influenza A (IAV) es un importante peligro para la salud mundial. Las vacunas anuales 
actuales ofrecen protección únicamente contra cepas homosubtípicas, y existe el continúo 
riesgo de que nuevas cepas surjan ocasionando pandemias, por lo que es necesario el 
desarrollo de nuevas estrategias de vacunación. En este sentido, una nueva estrategia para 
incrementar o modular la inmunidad es el direccionamiento de antígenos a DC a través de 
anticuerpos que reconocen receptores endocíticos localizados en su superficie. En este 
trabajo, epítopos altamente conservados de proteínas de IAV fueron direccionados a DC a 
través de un anticuerpo que reconoce al receptor endocítico DEC-205, con el objetivo de 
lograr protección heterosubtípica en un modelo de ratón. Grupos de ratones BALB/c fueron 
inoculados s.c. tres veces con el anticuerpo anti-DEC-205 conjugado químicamente con 
péptidos sintéticos derivados de epítopos de células T CD4+y B altamente conservados de 
NP, M2 y HA de IAV (M21-24, M2e; HA322-356; HAB, HA96-104, HACD4, NP182-205, NPCD4) en 
presencia de poly I:C como adyuvante. Previo a cada inmunización se colectó suero, y los 
niveles de anticuerpos se determinaron por ensayos de ELISA. Los ratones inmunizados se 
retaron i.n. con 30DL50 de virus IAV H1N1/New Caledonia/20/99 o H3N2/NT/60/68 y la 
pérdida de peso y la sobrevida se monitorearon por 10 días. El direccionamiento a DEC-205 
de M2e resultó en una protección heterosubtípica aumentada (cerca del 80% de sobrevida) 
que ratones tratados con cinco veces más péptido M2e libre. La respuesta de anticuerpos 
anti-M2e se incrementó después de la segunda inmunización, resultando en una respuesta 
predominante IgG1, la cual fue substancialmente mayor direccionando M2e a DEC-205, que 
en los grupos control. A pesar de que estos anticuerpos no fueron neutralizantes en células 
MDCK, ellos resultaron el principal mecanismo protector efector de la vacuna, lo que fue 
evidenciado por experimentos de transferencia pasiva de suero. Además, cuando DEC-205 
fue direccionado con epítopos para células T CD4+, la mortalidad no cambió comparada con 
los grupos control, y el direccionamiento de HAB no tuvo efecto en la producción de 
anticuerpos o en la sobrevida. Estos resultados indican que el direccionamiento de M2e a 
DEC-205 es una plataforma efectiva de vacunación que pudiera ser considerada para 
aumentar la inmunogenicidad de este epítopo en una vacuna universal heterosubtípica 
contra IAV.  
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ABSTRACT 

Influenza Virus (IAV) is an important threat to public health worldwide. Current annual 
vaccines offer protection only against homosubtypic strains and there is a continuous risk 
that new pandemic viruses emerge, thus it is necessary to develop new vaccination 
approaches. In this regard, a new strategy to increase or modulate immunity is targeting 
antigens to dendritic cells (DC) through antibodies which recognize endocytic receptors 
localized on their surface. In this work, highly conserved epitopes of influenza proteins were 
targeted to DC through an antibody that recognize the endocytic receptor DEC-205 with the 
aim of achieving heterosubtypic protection in a mice model. Groups of BALB/c mice were 
inoculated subcutaneously three times, four weeks apart with a specific antibody for DEC-
205 chemically crosslinked with synthetic peptides derived of highly conserved epitopes of 
nucleoprotein, matrix protein 2 and hemagglutinin from IAV (B epitopes: M21-24, M2e, HA322-

356; HAB, CD4 epitopes: HA96-104, HACD4, NP182-205, NPCD4) in presence of poly I:C as adjuvant. 
Sera was collected before each immunization and antibody levels against each epitope were 
determined by ELISA assay. Immunized mice were challenged intranasally with 30DL50 of 
mouse-adapted influenza virus H3N2/NT/60/68 or H1N1/New Caledonia/99, and weight loss 
and survival curves were constructed. Targeting of DEC-205 with M2e resulted in higher 
protection (about 80% of survival) than mice treated with 5-fold more peptide M2e alone. 
Anti-M2e antibodies were detected after second immunization and sera transfer 
experiments showed the protection was recovered when naïve mice were pretreated with 
immune sera anti-M2e. Despite these antibodies were not neutralizing in MDCK cells, they 
could be responsible of protection by cooperation for indirect mechanisms like phagocytosis, 
cellular cytotoxicity and complement activation. Furthermore, when DEC-205 was targeted 
with CD4 T cell epitopes, mortality do not change compared with control group, and 
targeting of HAB had no effect on antibody production and protection. These results indicate 
that targeting M2e to DEC-205 is an effective vaccination approach that could be used to 
augment its immunogenicity in an universal heterosubtypic vaccine against IAV.  
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INTRODUCCIÓN 

Virus Influenza A 

Generalidades 

La influenza es una enfermedad viral respiratoria aguda causada por el virus influenza A (IAV, por sus 

siglas en inglés). La infección se transmite de persona a persona, principalmente por medio de 

aerosoles que contienen al virus, el cual infecta a células superficiales del epitelio respiratorio. Esta 

enfermedad ocurre globalmente con una tasa anual de 5-10% en adultos, y 20-30% en niños, y puede 

ser causa de hospitalización y muerte, principalmente en grupos de riesgo (infantes, adultos mayores, 

enfermos crónicos) (1). Anualmente, estas epidemias anuales provocan un estimado de 3 a 5 millones 

de casos de enfermedad severa, y hasta medio millón de muertes (2). 

Después de uno o dos días de infección por el virus influenza A, la enfermedad se manifiesta con 

síndromes respiratorios como tos seca, faringitis y congestión nasal, similares a los provocados por 

otras infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS). Adicionalmente se presentan síntomas 

sistémicos como fiebre (de más de 38°C), escalofríos, dolor de cabeza, mialgia, letargia y anorexia, 

los cuales no aparecen en otras ITRS. En influenza típica no complicada, estos síntomas se resuelven 

aproximadamente en una semana. Sin embargo, en algunos pacientes, la infección progresa al tracto 

respiratorio inferior y se desarrollan complicaciones pulmonares como neumonía viral primaria y/o 

neumonía secundaria bacteriana (3). 

En pacientes inmunocompetentes, la influenza epidémica (o estacional) no se complica en la mayoría 

de los casos y se mantiene confinada al tracto respiratorio superior. En algunas personas en riesgo 

como mujeres embarazadas o en periodo postparto, adultos mayores, personas con afección 
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cardiovascular o enfermedad pulmonar, la infección puede progresar a neumonía. Por su parte, las 

pandemias ocasionadas por virus influenza, aunque son infrecuentes, resultan en una morbilidad y 

mortalidad más alta que las causadas por las epidemias (3). 

 Virus Influenza A 

Los virus influenza  pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, son envueltos y constan de un genoma 

de ocho segmentos de RNA, los cuales codifican para al menos 11 proteínas (Figura 1). Las 

diferencias antigénicas en la nucleoproteína (NP) y proteína de la matriz (M1) permiten su clasificación 

en los tipos A, B, C. La secuenciación ha confirmado que estos virus comparten un ancestro común; 

sin embargo han divergido genéticamente. De los tres tipos de virus influenza, los tipos A y B tienen 

mayor similaridad en organización del genoma y homología de proteínas entre si que los virus tipo C, 

lo que sugiere que éstos últimos divirgieron antes que ocurriera la separación entre los virus A y B. 

Los virus tipo A se encuentran en aves, humanos caballos y otras especies, mientras que los tipos B 

y C, infectan humanos y cerdos (4). Recientemente se describió el aislamiento de un nuevo virus 

influenza (tipo D) en cerdos, que es parecido a los virus influenza C (5). Sin embargo, debido a la 

importancia clínica y a las características del presente proyecto solo se discutirán aquí las 

peculiaridades de los virus influenza tipo A. 
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Figura 1. Diagrama de la estructura del virion de Virus Influenza A. Las dos glicoproteínas HA y NA, y la proteína 
M2 se encuentran incrustadas en la membrana viral, la cual proviene de la célula hospedera. El complejo 
ribonucleoproteína viral (vRNP) comprende a cada segmento de RNA viral (vRNA) asociado con la NP y las tres 
proteínas polimerasa (PA, PB1 y PB2). La proteína M1 se asocia con cada vRNP y la membrana viral. La proteína 
de exporte nuclear también está presente en el virion en pequeñas cantidades. Las proteínas no estructurales 
NS1, PB1-F2, N40 y otras que han sido descritas no se encuentran en el virion, pero son producidas en algún 
punto del ciclo de replicación. Modificado de Medina y García Sastré, 2011(6). 
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Existen dos mecanismos de evolución de IAV: el drift antigénico (deriva génica) y el antigénic shift 

(reordenamiento génico). El drif antigénico ocurre frecuentemente debido a la pobre fidelidad de la 

polimerasa viral que genera mutaciones puntuales en la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), las 

cuales permiten que los virus escapen de los anticuerpos neutralizantes y eventualmente, estas 

mutaciones son introducidas en las cepas circulantes. Este mecanismo hace necesaria la revisión 

anual de las vacunas de IAV estacionales. Por otro lado, el shift antigénico, consiste en la generación 

de una cepa completamente nueva por el reordenamiento de segmentos génicos durante 

coinfecciones con virus de humano, aves y/o cerdos(7). Este cambio evolutivo es responsable del 

surgimiento de las cepas pandémicas, como es el caso del virus H1N1 que surgió en el año 2009 en 

Norteamérica, el cual corresponde al rearreglo de segmentos génicos de virus porcino, aviar y humano 

(Figura 2). 

Los virus influenza A se subclasifican con base en la antigenicidad de la HA y NA. Actualmente, se 

han identificado 18 HA (H1-H18) y 11 NA (N1-N11) (8), las cuales son preservadas mayormente en 

virus que infectan aves acuáticas, especialmente en patos (Figura 3). La HA tiene una función 

importante en determinar el tropismo del huésped, de manera que se une a los receptores celulares 

que contienen ácido sialico (AS, ácido N-acetilneuramínico), unido en conformaciones α-2-3 ó α-2-6, 

además contiene un sitio de corte que debe ser escindido por proteasas del huésped. La secuencia 

de aminoácidos de este sitio de corte modula el tropismo del tejido y la liberación sistémica, afectando 

la severidad de la enfermedad. La NA, por su parte, destruye los receptores que contienen AS del 

huésped y de las membranas virales, un proceso que es necesario para la liberación de la progenie 

viral en la superficie de la célula (9, 10). 
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Figura 2. Mecanismos de evolución de Virus Influenza A. Los virus influenza experimentan un proceso de 
evolución mediado por dos mecanismos, los cuales explican la aparición de nuevas cepas epidémicas y 
pandémicas. El shift antigénico explica el surgimiento de cepas pandémicas y consiste en la aparición de 
un nuevo virus que surge de la coinfección de dos o más subtipos virales, dando lugar a una nueva cepa 
que contiene segmentos génicos de ambos virus. El drift antigénico consiste en la mutación aleatoria que 
ocurre en los sitios antigénicos, de unión a anticuerpos, de las glicoproteínas de membrana, la HA y la 
NA, esto da lugar a nuevas cepas epidémicas y es responsable de la reformulación de la vacuna cada año. 
Modificado de CDC, 2014. (https://www.cdc.gov/flu/about/viruses/change.htm; último acceso: Enero 
2015). 
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Figura 3. Clasificación antigénica de Virus Influenza A. Las propiedades 
antigénicas de la HA permiten la clasificación de los Virus Influenza A en dos 
grupos, 1 y 2, los cuales se subclasifican en cinco clados y 18 subtipos (La 
imagen solo incluye 16 subtipos). Modificado de Medina y García Sastré, 
2011(6). 
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Los IAV tienen forma esférica o filamentosa de 100 a 300 nm de longitud. El virión está recubierto de 

espículas de HA y NA, en una relación de cuatro a uno, proyectándose desde una membrana lipídica 

derivada de la célula huésped. Un número pequeño de canales iónicos de la proteína de matriz 2 (M2) 

atraviesan la envoltura lipídica, con una relación M2:HA en el orden de una M2 por 101-102 moléculas 

de HA (11). La envoltura se encuentra sobrepuesta en una capa de proteína de matriz M1, la cual 

encierra el núcleo del virión, donde se encuentra la proteína de exporte nuclear (NEP; también llamada 

proteína no estructural 2, NS2) y el complejo de ribonucleoproteína (vRNP), el cual consiste de los 

segmentos de RNA virales recubiertos con NP y la polimerasa de RNA dependiente de RNA 

compuesta de dos polimerasas básicas y una polimerasa ácida (PB1, PB2 y PA) (12). 

 

Los ocho fragmentos de RNA de IAV se numeran en orden decreciente de longitud: los segmentos 1, 

3, 4, 5 y 6 codifican solamente una proteína por segmento (PB2, PA, HA, NP y NA), mientras que el 

fragmento 2 codifica para PB1 y PB1-F2; el 7 para M1 y M2; y por último, el 8 para NS1 y NEP/NS2. 

Los extremos de cada segmento viral de RNA forman una horquilla helicoide, la cual está unida por el 

complejo heterotrimérico de la polimerasa. El segmento residual está cubierto con NP rica en arginina, 

la cual le proporciona una carga neta positiva, que se une a la carga negativa de los fosfatos del RNA 

viral (vRNA) (13). 

Ciclo de replicación  

El virus influenza se une a la célula huésped por medio de la interacción de la hemaglutinina con 

residuos de AS de glicoproteínas de la superficie de múltiples tipos celulares. El carbono-2 del AS 

puede unirse a los carbonos 3 o 6 de la galactosa, formando enlaces α-2-3 ó α-2-6, lo que resulta en 

configuraciones estéricas diferentes. Los virus que infectan aves preferencialmente se internalizan 

uniéndose a receptores α-2-3 presentes en células del epitelio intestinal; mientras que los virus que 
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infectan humanos, infectan mayormente a células del tracto respiratorio superior, que contienen 

receptores α-2-6(14). 

La hemaglutinina de influenza es la proteína clave para la entrada del virus a la célula. Es una 

glicoproteína de membrana tipo I de aproximadamente 550 aminoácidos que forma homotrímeros en 

la membrana lipídica viral. Consta de una secuencia señal N-terminal, un dominio transmembrana 

cerca del extremo C-terminal y una cola citoplasmática corta. Inicialmente, se sintetiza como un 

polipéptido precursor (HA0) de 76 kDa usando la maquinaria de transcripción viral y la de traducción 

de la célula hospedera. El precursor de hemaglutinina HA0 consta de dos subunidades unidas: la HA1, 

que contiene el dominio de unión al receptor, y la HA2, la cual contiene el péptido de fusión. La 

molécula HA1 se encuentra principalmente en exterior del trímero de HA. Los primeros 18 aminoácidos 

forman parte de una hoja β plegada que se origina de aminoácidos en las regiones N- y C-terminal de 

la molécula de HA2. Este motivo es la estructura en la cual HA1 se une a la HA2 unida a membrana. 

Los siguientes 18 aminoácidos forman parte del surco que contiene el péptido de fusión hidrofóbico. 

El rompimiento de HA0 por medio de proteasas celulares y el cambio de pH en el endosoma permiten 

exponer al péptido de fusión en el extremo N terminal de HA2. El dominio de unión al ligando se 

encuentra en la zona superior de la espícula trimérica, y está compuesta de dos hojas β plegadas en 

forma de barril(14). 

Después de la unión a AS, el virus se internaliza por medio de vesículas rodeadas de clatrina. En este 

proceso participan proteínas celulares como dinamina, una GTPasa que facilita la formación de las 

vesículas. Además, la epsina 1 participa en la formación de los endosomas. Ésta proteína adaptadora 

interactúa con proteínas como clatrina, AP-2 y Eps15, induciendo la curvatura de la membrana. 

Adicionalmente, se ha observado que el virus influenza puede ser endocitado por mecanismos 

independientes de clatrina, aunque esta última parece ser la principal ruta de entrada (15, 16). 
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El tráfico de partículas virales al núcleo consta de diferentes fases: en la etapa I, las vesículas 

endocíticas son transportadas por un proceso dependiente de actina dentro del citoplasma hasta 

convertirse en un endosoma temprano. En la etapa II, los endosomas tempranos son transportados 

mediante microtubulos dirigidos por dineína hacia la región perinuclear. En esta localización, comienza 

la primera acidificación y la maduración del mismo (pH 6.0). El movimiento continúa a través de 

microtúbulos en la etapa tres, y se acidifica aún más el endosoma (pH 5.0). Esto conduce a la 

liberación de los vRNPs, que se transportan al núcleo de la célula (17).  

Una vez dentro del endosoma, el pH bajo (5-6 aprox) provoca un cambio conformacional que expone 

sl péptido de fusión que se encuentra en HA2, el cual se inserta en la membrana endosomal, y por lo 

tanto, permite la fusión entre las membranas viral y endosomal. El pH bajo dentro del virus provocado 

por la internalización de protones al virión mediante el canal iónico M2 induce la desestabilización de 

las uniones entre la proteína de matriz M1 y los vRNPs. Una vez liberados del endosoma, los vRNPs 

se dirigen al núcleo por medio de transporte activo mediante señales de localización nuclear presentes 

en los ocho fragmentos ribonucleoproteicos. Una vez en el núcleo, son transcritos a RNA mensajero 

y RNA complementario antigenómico (18).  

El proceso de replicación del genoma no requiere un iniciador, ya que la polimerasa viral inicia la 

síntesis internamente usando como templado el RNA antigenómico. En el caso de la transcripción de 

RNAs mensajeros virales, la polimerasa viral (que consiste de las proteínas PB1, PB2 y PA) se asocia 

con el dominio carboxilo terminal de Pol lI celular, y particularmente PB2 se une a 7-metilguanosina 

(cap) de los pre-mRNAs del huésped, seguido de un corte endonucleolítico que cataliza PA. Esto 

resulta en un fragmento de RNA más 7-metilguanosina que es usado como primer por la subunidad 

PB1 para iniciar la transcripción del RNA viral (cap-snatching).  
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Se propone que la asociación directa entre la RNA polimerasa viral con la polimerasa II del huésped  

puede ser requerida para que la polimerasa viral acceda a los pre-mRNA-cap para su posterior corte 

endonucleolítico. Después de esto, el mRNA viral es poliadenilado por la polimerasa viral en el extremo 

5’ del templado de vRNA y los RNAs mensajeros virales son exportados al citoplasma para ser 

traducidos y producir las proteínas del virus en los ribosomas de la célula (19, 20). 

Las proteínas virales deben volver al núcleo para ensamblarse con los los RNAs virales para formar 

las vRNPs y posteriormente salir al citosol para continuar con el proceso de la formación de nuevos 

viriones. La proteína M1 contiene una señal de localización nuclear que dirige el transporte hacia el 

núcleo, además junto con la SUMOilación de M1 le permiten unirse a RNP recién sintetizadas a través 

de interacciones con la NP y con RNA. La proteína de exporte nuclear o NEP de 14 kDa puede 

atravesar directamente el poro nuclear sin unirse a importinas, y una vez dentro del núcleo se une a 

M1; NEP contiene dos secuencias de exporte nuclear, ambas reconocidas por Crm1, la cual se asocia 

a Ran-GTP. Estas asociaciones le permiten exportar las ribonucleoproteínas recién sintetizadas hacia 

el citoplasma (21-23).  

Una vez que las vRNPs han sido exportadas del núcleo, deben formarse partículas virales y salir de 

la célula para comenzar de nuevo el ciclo replicativo en otra célula. Debido a que influenza es un virus 

envuelto, usa la membrana plasmática de la célula hospedera para formar las partículas virales. El 

ensamblaje y la liberación de viriones es un proceso complejo que ocurre en balsas lipídicas en la 

membrana apical de las células infectadas. Las proteínas virales hemaglutinina y neuraminidada son 

reclutadas en balsas lipídicas presentes en la membrana celular, donde se asocian por medio de sus 

tallos citoplasmáticos con la proteína M1, que se comienza a polimerizar y formar la estructura interna 

del virion. Estas asociaciones proteicas permiten la alteración de la curvatura de la membrana. La 

escisión de la membrana parece ser estar relacionada con la proteína M2. La liberación de viriones 
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fuera de la célula es mediada por la proteína NA, la cual rompe los enlaces HA-ácido siálico generados 

durante el proceso de salida (24) (Figura 4). 

Respuesta inmune contra el virus influenza 

Inmunidad Innata 

La infección por virus influenza en humanos inicia en el tracto respiratorio, y en la mayoría de los casos 

es contenida dentro de este órgano por la acción de mecanismos innatos de la respuesta inmune. Las 

células epiteliales, células dendríticas y macrófagos alveolares detectan patógenos a través de 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en ingles) que interaccionan con 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP, por sus siglas en ingles) presentes en el virus, 

iniciándose cascadas de señalización que resultan en la producción de citocinas y quimiocinas, lo que 

provoca un estado antiviral localizado y reclutan al sitio de la infección otras células que intervienen 

en la eliminación del virus. 

Reconocimiento de virus influenza por receptores de reconocimiento de 

patógenos 

Las células epiteliales expresan constitutivamente TLR3, el cual reconoce RNA de doble cadena 

(dsRNA) en endosomas. Sin embargo, estas estructuras no son producidas durante una infección por 

virus influenza en niveles detectables. Se propone que TLR3 es activado por estructuras de RNA 

provenientes de células infectadas por IAV muertas que son fagocitadas, pero que aún no han sido 

caracterizadas. La activación de TLR3 induce a la producción de citocinas pro-inflamatorias las cuales 

pueden aumentar la patología; ratones tlr3-/- sobreviven más tiempo a un reto letal de IAV, que ratones 

wt, sin embargo los niveles de quimiocinas y de infiltración de células T están reducidos(25, 26).  
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Figura 4. Ciclo de replicación de Virus Influenza A. La etapa inicial del ciclo de replicación de Virus Influenza A es la adherencia 
del virion a la célula hospedera. Para esto, la HA se une a receptores en la membrana celular que contienen ácido siálico. El 
virus entra a la célula por medio de endocitosis mediada por receptor. La acidificación del endosoma permite por un lado 
cambios conformacionales en HA, que permiten exponer al péptido de fusión, y por otro lado permite que el canal iónico 
M2 introduzca protones al virion acidificándolo y causando la disociación de los vRNPs de M1 para su consecuente liberación 
al citoplasma, luego de la fusión de las membranas viral y endosomal, para después trasladarse al núcleo. Una vez dentro 
del núcleo, la RNA polimerasa dependiente de RNA transcribe y replica el genoma, dando lugar a tres tipos de moléculas de 
RNA: el RNA complementario positivo (cRNA), el cual se usa como templado para generar más moléculas de VRNA; el RNA 
viral pequeño de sentido negativo (svRNA), el cual regula el switch de transcripción a replicación; y los mRNA, los cuales son 
exportados al citoplasma para su traducción. Las proteínas virales que son necesarias en replicación y transcripción son 
introducidas nuevamente al núcleo, y los RNPs de la progenie se exportan al citoplasma para su empaquetamiento, asistido 
por M1 y NEP. HA, NA y M2 son transportados vía trans-Golgi para llegar a la membrana plasmática donde se forman las 
partículas virales. Este proceso es asistido por M1. El proceso de salida está mediado por la actividad de NA, la cual destruye 
el ácido siálico. Modificado de Medina y García Sastré, 2011(6).  
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En células dendríticas plasmocitoides, TLR7 reconoce RNA de cadena sencilla (ssRNA), presente en 

el genoma de viriones de IAV internalizados en endosomas, por lo que este reconocimiento no requiere 

de replicación viral. La activación de TLR7 lleva a la activación de NF-kB o IRF7, factores de 

transcripción responsables promover la transcripción de citocinas pro-inflamatorias e interferones tipo 

I. Además, TLR7 parece ser importante en la adecuada instrucción de células B para la generación de 

respuestas potentes de anticuerpos, pero no de células T. Por otro lado, dentro del citosol, RIG-I 

reconoce ssRNA de IAV que contienen 5´-trifosfato, lo que conlleva a la unión de ATP al dominio 

helicasa de RIG-I y al posterior reclutamiento de la proteína MAVS que señaliza a través de NF-kB y 

culmina con la producción de interferones tipo I (26).  

Interferones y genes de respuesta a interferón (ISG) 

Los interferones tipo I (IFN-α/β) son citocinas que al unirse a su receptor (IFNAR) inducen la 

transcripción de ISG, los cuales al traducirse en proteínas promueven un estado antiviral en la 

infección por IAV, tanto en células infectadas como no infectadas. Dentro de estas proteínas antivirales 

se encuentran las de la familia de proteínas de resistencia a mixovirus (Mx), Mx1 en ratón y MxA en 

humano, las cuales tienen efectos negativos sobre la transcripción de RNA viral y su replicación; La 

proteína IFITM es otro ISG que actúa inhibiendo la fusión de las membranas celular y viral y por ende 

su replicación; OAS y RNAsa L actúan en concierto para degradar RNA celular y viral en células 

infectadas; PKR es una cinasa de serina/treonina que fosforila al factor iniciador de la traducción 

EIF2α, inhibiendo la síntesis de proteínas, y ISG15, es una ubiquitina que promueve la degradación 

de proteínas virales recién sintetizadas (26).  

Además de los interferones tipo I, el IFN-λ (IFN tipo III) es una citocina secretada mayormente por 

células epiteliales alveolares en respuesta a la infección por virus influenza. De hecho, es el IFN que 

predomina en esta infección. Los IFN tipo III, a pesar de tener el 10-15% de identidad con los de tipo 
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I, fueron catalogados así debido a que su inducción, señalización y actividades biológicas son 

similares. Sin embargo, la expresión de su receptor (IFNLR) está restringida a células epiteliales y 

hepatocitos. 

Activación de inflamosoma NLRP3 

Los inflamosomas son complejos multiproteicos que actúan como plataforma para la activación de 

caspasa-1, la cual rompe las formas inmaduras de IL-1β e IL-18, resultando en su secreción al espacio 

extracelular. En respuesta a la infección por IAV, se ha reportado que existe un aumento de estas dos 

citocinas por macrófagos y células dendríticas derivadas de médula ósea en lavado bronqueoalveolar, 

mientras que ratones deficientes en el inflamasoma NLRP3 y caspasa-1, su liberación está 

comprometida, lo que sugiere que la infección por IAV promueve su liberación (27). 

Los inflamosomas requieren dos señales para activarse: la señal 1 que proviene de la activación de la 

transcripción y traducción de genes que codifican para estas dos citocinas y la del propio inflamasoma; 

y la señal 2 proviene de estrés celular asociado a moléculas propias y/o no propias (DAMPs, patrones 

moleculares asociados a daño, por sus siglas en inglés). Para la activación del inflamosoma NLRP3 

la primera señal es mediada por TLR, receptor de IL-1 y receptor de TNF, y es mantenida en gran 

medida por PAMP de bacterias comensales en condiciones normales, y aumentada por PAMP 

asociados a IAV después de la infección, mientras que la segunda señal está relacionada con 

estímulos propios de IAV como RNA de cadena sencilla, el flujo iónico a través del canal M2, y 

agregados de la proteína PB1-F2 en lisosomas(26). Se ha demostrado que en la infección por IAV la 

activación de NLRP3 es importante en el reclutamiento de células inmunes innatas como neutrófilos y 

monocitos debido a la inducción de quimiocinas como KC e MIP2α, así como en la reparación de 

tejidos dañados por la infección (26) (Figura 5). 
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Figura 5. Reconocimiento de Virus Influenza A por receptores de reconocimiento de patrones. La activación de TLRs debido 
al reconocimiento de RNA viral (TLR3, TLR7) o la unión a patrones moleculares asociados a daño (DAMPs; TLR4) recluta 
moléculas adaptadoras (MyD88 y TRIF) activando distintas vías de señalización que culmina con la activación de factores de 
transcripción (IRF3/7 y NFκB) para inducir la producción de IFN tipo I y citocinas inflamatorias (IL-6, TNF, pro-IL-1β e -18). El 
reconocimiento de 5´ppp-RNA por RIG-I activa el reclutamiento de MAVS a la mitocondria, el cual induce la producción de 
citocinas a través de IRF3/IRF7. La activación de NLRP3 mediado por diversos estímulos, dependiente de la proteína M2, 
recluta ASC, el cual interactúa con pro-caspasa-1 para formar el inflamasoma NLRP3. La activación de caspasa-1 rompe a 
pro-IL-1β e -18 para producir las formas maduras de estas citocinas.  Modificado de Pulendran y Maddur, 2014(28).  
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Respuesta celular 

Macrófagos alveolares 

Los macrófagos alveolares (AM), en condiciones normales contribuyen a generar un ambiente 

inmunosupresor produciendo prostaglandinas, así como TGFβ y ácido retinoico, los cuales inducen el 

desarrollo de células T reguladoras Foxp3+ (Treg). Además, la capacidad fagocítica y de presentación 

de antígeno de AM está disminuida, debido a la baja expresión de moléculas coestimuladoras, sin 

embargo, los AM retienen su habilidad de migrar desde pulmón hacia nódulos linfoides(29). 

La importancia de estas células en la infección por IAV se ha determinado en ratones deficientes de 

GM-CSF (inductor de fenotipo AM) y en ratones en los cuales está subpoblación celular fue eliminada, 

los cuales mueren debido a la infección con dosis bajas de influenza. Los mecanismos de protección 

por AM están asociados a la prevención de hipoxia debido a la fagocitosis de células infectadas 

apoptóticas y fosfolípidos de surfactante que usualmente se acumulan durante la infección y que 

interfieren en el intercambio gaseoso (30); supresión de la inflamación por medio de la interacción del 

receptor de CD200 (CD200R, presente en AM) y su ligando en células epiteliales que inhibe la 

producción de citocinas proinflamatorias y el reclutamiento de leucocitos (31); el receptor scavenger 

MARCO (receptor de macrófagos con estructura de colágeno, por sus siglas en inglés) también actúa 

como represor de la inflamación inhibiendo el influjo de neutrófilos (32), y los macrófagos alveolares 

interfieren con la propagación del virus debido a que secretan interferones tipo I, ya que también 

pueden infectarse con IAV (33). 

Células NK 

Las células NK son linfocitos granulares efectores del sistema inmune innato que son importantes en 

el control de las infecciones virales (34). Estas células tienen una representación importante en 

pulmón, la cual aumenta aún más en respuesta a la infección por IAV (35); una citocina importante en 
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su reclutamiento es la IL-15(36). Se ha reportado que ratones que carecen de células NK o del gen 

que codifica para el recetor de células NK Ncr1, presentan un retraso importante en la eliminación de 

la infección (37), aunque existen otros reportes que sugieren que, más que tener un efecto protector, 

contribuyen a la patología causada por IAV cuando se usan dosis altas de virus (38). 

El principal mecanismo de protección ante la infección por virus influenza es la citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés); la cual consiste en el reconocimiento de 

células infectadas por medio de receptores Fc de anticuerpos específicos para antígenos virales, los 

cuales comúnmente se expresan en la superficie de células infectadas (39). Adicionalmente, las 

células NK pueden unir ácido siálico a hemaglutinina de virus influenza por medio del receptor NCR1 

(40). Por otro lado, las células NK participan en la reparación de tejido pulmonar dañado por influenza 

secretando IL-22 (41). 

Células dendríticas 

Las células dendríticas (DC) se consideran orquestadoras de la respuesta inmune, debido a que tienen 

un papel importante en la iniciación de la inmunidad adaptativa y en la inducción de tolerancia contra 

antígenos propios. Estas células son consideradas células presentadoras de antígeno (APC) 

profesionales, ya que tienen la capacidad de presentar péptidos derivados de antígenos endógenos 

(a través de MHC clase I) o exógenos (vía MHC clase II) a células T CD4+ y CD8+ respectivamente, 

iniciándose así su respuesta. Además, pueden presentar péptidos exógenos vía MHC-I a células T 

CD8+ (presentación cruzada) (42). 

Las células dendríticas se dividen en células dendríticas plasmocitoides CD11clo(DCp), las cuales son 

la mayor fuente de IFN-α; y células dendríticas de origen mieloide o convencionales CD11chi (cDC). 

Estas últimas, a su vez se subclasifican en células dendríticas residentes y migratorias. Las DC 

residentes se pueden subdividir con base en la expresión de los marcadores CD4+ y CD8+ (DCs CD8+, 
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DCs CD4+ y DCs CD8-CD4-). Mientras que las células dendríticas migratorias se subclasifican con 

base en la expresión de los marcadores CD103 y CD11b (CD103+CD11b- y CD103-CD11b+). En 

condiciones normales en el tracto respiratorio, las DCs CD103+CD11b- se encuentran en el epitelio 

respiratorio y tienen la capacidad de extender sus dendritas al lumen alveolar para captar antígeno, 

mientras que las DC CD103-CD11b+ y las DCp están localizadas en lamina propia, debajo del epitelio. 

Además, todas ellas se encuentran en el septo alveolar del parénquima pulmonar(43).  

Las DC adquieren el antígeno de IAV por medio de endocitosis de fragmentos procedentes de células 

epiteliales infectadas muertas o por la liberación de viriones, además de ser susceptibles a la infección 

por virus influenza. Una vez capturado el antígeno, las DC entran a un proceso de maduración dirigido 

por la señalización de TLR-7 o RIG-I, bajo la influencia de IFN tipo I producidos por macrófagos y DCp. 

Después de esto, las DCs maduras adquieren el receptor CCR7 y migran hacia nódulos linfoides (LN) 

mediado por quimiocinas como CCL2, CCL5, CCL30 y CCL21 liberadas por células epiteliales y 

endoteliales, donde las DCs CD103+ pueden transferir el antígeno a DCs CD8+, aumentando así el 

número de células dendríticas activadoras de células T (28, 43).  

Dentro de las poblaciones de DCs existe una división de funciones en LN. Las DCs CD103+ migratorias 

y las DCs CD8+ residentes se encargan de la presentación cruzada de antígenos virales procedentes 

de células apoptóticas infectadas a células T CD8+ näive en etapas tempranas de la infección. Por 

otro lado, las DCs CD11b+ están más relacionadas con la presentación de antígenos a células CD8+ 

en etapas tardías de la infección expandiendo el pool de células T efectoras y en la generación de 

memoria central de estas células. Para el caso de células T CD4+ näive, tanto DCs CD103+ como 

CD103+ son eficientes en su activación(28).  
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Inmunidad Adaptativa 

La infección por el virus influenza induce inmunidad celular representada por células T, e inmunidad 

humoral llevada a cabo por anticuerpos secretados por células B. Ambas representan la inmunidad 

adaptativa contra el virus influenza (Figura 6). 

Respuesta de células T 

La eficiente eliminación de virus influenza y el establecimiento de inmunidad protectora de memoria 

requiere de la activación de linfocitos T citotóxicos (CD8+) y cooperadores (CD4+). Después de la 

presentación de antígeno por parte de células dendríticas y de la expansión clonal que ocurre en 

nódulos linfoides secundarios, se da una migración de linfocitos activados hacia el pulmón, la cual está 

regulada por la expresión selectiva de la integrina CD11a (44). 

Una vez en pulmón, los mecanismos efectores usados por células T CD8+ para eliminar virus influenza 

son: (1) lisis de células infectadas por exocitosis de gránulos de granzima y perforina, (2) inducción de 

apoptosis de células infectadas dependiente de la familia del receptor de factor de necrosis tumoral 

(TNFR), debido a la expresión de ligando de FAS o TRAIL, y (3) producción de mediadores pro-

inflamatorios y reguladores(45).  

Las células T CD4+ por su parte, han demostrado exhibir actividad citotóxica, sin embargo su principal 

papel en la protección es la secreción de citocinas que cooperan con la activación y diferenciación de 

células T y B. La infección por IAV induce diversos fenotipos de células T CD4+ cooperadoras (Th) 

que se distinguen por el patrón de citocinas que secretan. Las células Th2 producen IL-4 e IL-13 y son 

consideradas promotoras de respuestas de células B, mientras que las Th1 secretan IFN-γ e IL-12, 

que están involucradas en respuestas celulares(45). 
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Figura 6. Inmunidad humoral y celular al Virus Influenza. La respuesta inmune celular se inicia después del reconocimiento 
de antígenos virales presentados vía MHC-I y –II por APC, lo cual permite la activación, proliferación y diferenciación de 
células T CD4+ y CD8+. Las células T CD4+ pueden cooperar directamente para producir anticuerpos o en la respuesta inmune 
efectora de células CD8+, las cuales eliminan células infectadas por citólisis directa o induciendo apoptosis. Los anticuerpos 
específicos del dominio globular de HA neutralizan el virus, previniendo la infección. Otros anticuerpos, aquí no ilustrados, 
dirigidos para otros determinantes antigénicos pueden neutralizar, o bien, cooperar con células NK y macrófagos para 
eliminar células infectadas.  
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Adicionalmente, las células T reguladoras (Treg) suprime las respuestas T cooperadoras y de células 

CD8+, mientras que las células Th17 producen IL-6 que suprime las respuestas reguladoras y 

promueve las cooperadoras. Además, las células T foliculares (Tfh) promueven la formación de 

centros germinales (GC) en nódulos linfoides secundarios donde se generan anticuerpos de alta 

afinidad (42, 46). 

Después de la resolución de la infección, existe una fase de contracción en donde la mayoría de las 

células T mueren, mientras que una pequeña población se diferencia en células T de memoria, las 

cuales ante una segunda infección permiten una respuesta más rápida y eficiente. El desarrollo y 

mantenimiento de estas células en el tracto respiratorio y nódulos linfoides está altamente regulado 

por la persistencia de células dendríticas que les continúan presentando antígeno de influenza. Las 

células T de memoria inducidas en una infección primaria pueden responder a una subsecuente 

infección con otra cepa de virus influenza, ya que estás generalmente reconocen epitopos 

conservados en proteínas internas como NP y M1 (inmunidad heterosubtípica)(47).  

Respuesta de células B 

Los primeros anticuerpos que contribuyen a eliminar la infección son secretados por células B-1 en 

las cavidades pleural y peritoneal. Estos anticuerpos son polirreactivos, de baja afinidad, 

principalmente del isotipo IgM y debido a que son producidos en ausencia de infección son llamados 

“anticuerpos naturales”. Al no ser específicos y ser de baja afinidad, usualmente esta barrera 

inmunológica es superada por los IAV (48).   

Para que una respuesta de célula B específica de virus influenza ocurra, el antígeno debe llegar a 

nódulos linfoides donde tiene lugar el primer contacto con células B naive. A las 48-72 h después del 

inicio de la infección, anticuerpos de baja afinidad son secretados por plasmablastos extrafoliculares 

(células secretoras de anticuerpos de vida corta). Esta respuesta rápida es importante en infecciones 
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primarias porque contribuye a mejorar el pronóstico de la enfermedad y pueden ser producidos en una 

manera tanto dependiente como independiente de células T (49). 

Algunas de las células B específicas activadas migran hacia los bordes de los folículos B, donde 

interactúan con células T CD4+ y comienzan reacciones de centro germinal, que conlleva a la 

generación de anticuerpos de alta afinidad, los cuales son la consecuencia más deseable de la 

vacunación o la infección, ya que estas células B son las responsables de la memoria de larga 

duración. Las células de memoria que se generan, ante una reexposición al antígeno, proliferarán y 

secretarán anticuerpos de una manera más rápida (50). 

Los principales isotipos de anticuerpos en la respuesta humoral contra IAV son IgA, IgM e IgG. Los 

anticuerpos IgA son producidos localmente y transportados a lo largo de la mucosa respiratoria por 

transporte transepitelial proporcionanando protección local. Los anticuerpos séricos IgG transudan en 

el tracto respiratorio y son los responsables de la protección a largo plazo. Los anticuerpos IgM actúan 

activando complemento y son indicadores de infección primaria (42).  

La respuesta de anticuerpos protectores puede ser divida en neutralizantes y no neutralizantes. Los 

primeros, usualmente se dirigen hacia el dominio globular de la HA e impiden la unión al receptor, por 

lo que neutralizan al virion, previniendo la infección. Estos anticuerpos anti-HA se dirigen a al menos 

cinco sitios de reconocimiento localizados rodeando al sitio de unión al receptor, los cuales están 

sujetos a variación antigénica, y debido a esto las vacunas estacionales actuales tienen que ser 

reformuladas anualmente. Por otro lado, aunque los anticuerpos anti-NA ofrecen inmunidad permisiva 

porque no impiden la infección, pero limitan la carga viral interfiriendo con la salida de los viriones al 

obstaculizar la actividad enzimática de NA (Figura 7).  
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Otros anticuerpos no neutralizantes actúan por diversos mecanismos como activación de 

complemento, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis dependiente de 

anticuerpos (ADP); los cuales dependen de la expresión de antígenos virales en la superficie de 

células infectadas y de la cooperación con diversos tipos celulares como células NK y macrófagos por 

medio de sus receptores Fc (51). 

Inmunidad Heterosubtípica 

La inmunidad heterosubtípica (HSI) se define como la inmunidad generada por un determinado subtipo 

de VIA que protege contra cualquier reto con otro subtipo viral (52). La primera evidencia de IHS fue 

reportada por Schulman y Kilbourne, cuando al infectar ratones con una cepa H1N1 y posteriormente 

retarlos con una dosis letal de H2N2, presentaron una reducción en títulos virales, patología y 

mortalidad. Ellos atribuyeron esta protección a la inducción de células T específicas, y descartaron la 

inmunidad humoral como mecanismo de IHS debido a que no hubo actividad neutralizante para la 

segunda cepa en este experimento (53). Además, en humanos, durante la pandemia de 1957 se 

observó que individuos que habían experimentado infecciones previas con virus H1N1, desarrollaron 

menos severidad asociada a la infección por la cepa H2N2 pandémica (54). 

El principal mecanismo de HSI ha sido atribuido principalmente a linfocitos T citotóxicos (CTL) CD8+, 

ya que la mayoría del repertorio está dirigido a péptidos derivados de proteínas internas altamente 

conservadas. Experimentos en ratón apoyan esta teoría: la transferencia adoptiva de CTL procedentes 

de animales previamente infectados con una dosis subletal de una cepa de virus influenza, protegen 

contra el reto letal con otra cepa; además, en ratones deficiente de estas células la protección 

observada se pierde (42). La participación de CTL en HSI también ha sido confirmada en humanos, 

McMichael et al inoculó voluntarios con una cepa de virus influenza, y reportó que CTL derivados de 

estos tenían actividad cruzada contra otras cepas, mientras que los anticuerpos no (55).   
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Figura 7. Mecanismos de protección de anticuerpos contra Virus Influenza A (A y B) Anticuerpos IgG o IgA de mucosa 
específicos para el dominio globular de la hemaglutinina previenen la infección bloqueando la adherencia a 
receptores celulares.  (C) Anticuerpos anti-tallo de la hemaglutinina previenen la infección al inhibir la fusión de las 
membranas viral y endosomal. (D) Anticuerpos anti-M2 intracelulares inhiben el ensamblaje del virus al impedir 
interacciones necesarias entre M1 y las vRNPs. (E) anticuerpos anti-NA impiden la salida de la progenie viral. 
Modificado de Staneková y Varečkova, 2010(56). 
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Las células T cooperadoras CD4+ también contribuyen a HSI. Se ha reportado que en ausencia de 

células T CD4+ de memoria, la respuesta de células T CD8+ de memoria es defectuosa, lo que tiene 

como consecuencia una respuesta secundaria limitada de estas células. Por lo que, es necesario que 

las vacunas también induzcan respuestas cooperadoras adecuadas, además de las células T CD8+ 

(57).  

Por otro lado, a pesar de que en un inicio, la actividad de los anticuerpos parecían no ser relevantes 

para HSI, en la actualidad existe interés en la descripción y caracterización de inmunidad 

heterosubtípica mediada por anticuerpos. La respuesta protectora basada en Abs se asocia 

principalmente a inmunidad homosubtípica, en donde los anticuerpos se dirigen en mayor medida al 

dominio globular de la hemaglutinina, sitio que es altamente variable. Sin embargo, en los últimos años 

se han descrito anticuerpos, cuyos epitopes se concentran en áreas conservadas, como el tallo de 

HA, el ectodominio de la proteína M2 y proteínas internas como NP, los cuales han mostrado tener 

una alta actividad cruzada y ser protectores in vivo. No obstante, estos anticuerpos son subdominantes 

con respecto a los sitios de respuesta homosubtípica localizados en el dominio globular de la HA(58). 

Vacunas contra Influenza 

Estrategia actual  

Actualmente se cuentan con dos tipos principales de vacunas que son administradas anualmente: las 

vacunas inactivadas y las de virus vivos atenuados. Las vacunas inactivadas constan de tres o cuatro 

cepas de virus influenza (H1N1, H3N2 y B; y dos cepas de virus B, para el caso de las vacunas 

cuadrivalentes), sin adyuvante, administradas intramuscularmente, las cuales se preparan mediante 

el cultivo en embriones de huevo de las cepas virales que las componen, las cuales son previamente 
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manipuladas para que contengan todos los genes internos del virus PR8 (el cual está perfectamente 

adaptado al cultivo en huevo) y los dos genes de las proteínas HA y NA de los virus circulantes. 

Las vacunas inactivadas pueden ser presentadas como vacunas de virus completos, los cuales 

después del cultivo son químicamente inactivadas con formalina o β-propiolactona; vacunas 

disgregadas, que añaden un paso extra que consiste en disgregar a los viriones por medio de 

detergente, para asi disociar la membrana viral y hacer accesible todas las proteínas; y las vacunas 

de subunidades, en la cual la HA de los virus es purificada. Por su parte, las vacunas atenuadas, son 

virus adaptados al frio, que se administran intranasalmente, y están manipulados para no replicar bien 

en el tracto respiratorio, pero si en cavidades nasales (59).  

Para ambos tipos de vacunas, el principal mecanismo de protección es la inducción de anticuerpos 

neutralizantes con especificidad para el dominio globular de la HA, y su efectividad se correlaciona 

con ensayos de ensayos de inhibición de la hemaglutinación o neutralización, en donde un título mayor 

o igual a 40 es indicativo de protección. Desafortunadamente, la efectividad de estas vacunas 

dependen de una correcta elección de las cepas que las componen cada año, y no  son efectivas en 

inducir protección contra virus ocasionantes de pandemias, por lo que actualmente los esfuerzos se 

están centrando en el desarrollo de una vacuna universal heterosubtípica (59).  

Candidatos para el desarrollo de una vacuna universal 

heterosubtípica 

El enfoque actual para el diseño de una vacuna universal heterosubtípica se basa en el uso de 

determinantes antigénicos altamente conservados de células T y/o células B, junto con estrategias 

vacunales que aumenten su inmunogenicidad. Dichos determinantes antigénicos suelen estar menos 

expuestos al reconocimiento del sistema inmune, y por ende menos sujetos a cambios antigénicos 

derivados de la presión inmune (60).  
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Vacunas basadas en células T 

Como se mencionó previamente, las células T son importantes componentes de la inmunidad 

heterosubtípica, lo que las ha llevado a ser reconocidas como candidatos para el desarrollo de una 

vacuna universal. La mayoría de estas incluyen a las proteínas internas conservadas NP, PA o M1, 

las cuales son capaces de generar memoria de linfocitos T CD4+ y CD8+. El principal inconventiente 

de las vacunas basadas en células T es la amplia variedad de moléculas de antígeno leucocitario 

humano (HLA) clase I y II en la población humana; por lo que en los últimos años se están tratando 

de identificar epítopos altamente conservados que sean capaces de unirse a supertipos de HLA (4).  

Algunos ensayos clínicos de propuestas de vacunas universales han sido realizados. La vacuna 

basada en células T MVA-NP+M1 consiste en el virus vaccinia Ankara (deficiente en replicación) que 

expresa las proteínas M1 y NP de la cepa A/Panama/2007/1999 (H3N2). La vacuna MVA-NP+M1 

demostró ser eficaz, segura e inmunogénica: los individuos vacunados presentaron respuestas de 

linfocitos T citotóxicos incrementadas comparado con los controles, y aquellos individuos que fueron 

infectados experimentalmente tuvieron una liberación  de viriones por menos días que aquellos sin 

vacunar (61).Otras vacunas han buscado inducir respuesta de tanto células T como de células B 

usando epítopos específicos. La vacuna Multimeric-001 está diseñada con epítopos restringidos a 

subtipos de HLA prevalentes en la población humana, lineares y conservados de las proteínas HA, NP 

y M1 de virus influenza A y B unidos a flagelina. Los individuos vacunados presentaron seroconversión, 

lisis de células mediado por complemento, y proliferación de células T, parámetros indicativos de 

inmunogenicidad (62). 

Vacunas basadas en el ectodominio de la proteína M2 (M2e) 

El ectodominio N-terminal de la proteína M2 (M2e) se encuentra altamente conservado entre subtipos 

virales, particularmente entre cepas que infectan una misma especie (>99% de identidad). M2e ha 
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mostrado inducir respuestas inmunes heterosubtípicas protectoras basada en anticuerpos y células T 

en modelos experimentales animales(63, 64), por lo que es considerado como un candidato para el 

diseño de la vacuna universal contra influenza. Sin embargo, la inmunogenicidad de M2e en respuesta 

a infección natural o a vacunación estacional es pobre debido a  la baja densidad de M2 en el virion 

con respecto a  la concentración de las glicoproteínas de membrana HA y NA, por lo que para el diseño 

de vacunas basadas en M2e se han usado diversas estrategias para aumentar su inmunogenicidad, 

como el uso de proteínas acarreadoras (65), conjugado a nanopartículas de oro(66), como vacunas 

de DNA(67), insertado en partículas parecidas a virus (VLPs)(68), entre otras. La eficacia de dos 

vacunas basadas en M2e han sido evaluadas en ensayos clínicos: ACAM-FLU-A que consiste de M2e 

unido a la proteína del core de hepatitis B (M2e-HBc) y una vacuna de M2e unido a flagelina 

(STF2.4xM2e), ambas demostraron ser inmunogénicas (69) 

El principal mecanismo de protección de las vacunas basada en M2e son anticuerpos no 

neutralizantes, los cuales reconocen a su ligando en la membrana de células infectadas y actúan 

mediante mecanismos efectores basados en su dominio Fc promoviendo ADCC y/o fagocitosis de 

células infectadas. Además, se han descrito epitopes de células T CD4+ y CD8+ dentro de M2e, los 

cuales pueden participar en la protección, lo cual ha sido confirmado por experimentos de eliminación 

de células T en ratones vacunados (67, 70).  

Vacunas basadas en el tallo de la hemaglutinina 

A diferencia de la cabeza de HA, el tallo tiene un alto grado de conservación en su secuencia. En los 

últimos años se han descrito anticuerpos dirigidos hacia este dominio, los cuales presentan un alto 

grado de reactividad cruzada contra virus con HA del grupo 1, grupo 2, e inclusive algunos tienen 

capacidad de reaccionar contra ambos. Estos anticuerpos no inhiben la hemaglutinación, sin embargo 



 
 

42 
 

son neutralizantes, debido a que interfieren con la fusión de las membranas viral-endosomal al impedir 

cambios conformaciones necesarios para la exposición del péptido de fusión (71).  

Al igual que los anticuerpos anti-M2e, los anti-tallo-HA son subdominantes con respecto a los 

anticuerpos dirigidos contra la HA. Sin embargo, se ha hipotetizado que la introducción de un nuevo 

virus pandémico (con diferente dominio globular) contribuye a la producción de estos anticuerpos. Esto 

resulta de la observación de que posterior a la pandemia del 2009, los anticuerpos anti-tallo-HA 

aumentaron en pacientes infectados o vacunados(72). Este dato ha sido confirmado también en 

ratón(73).  

Debido a la observación anterior, con el objetivo de crear una vacuna universal contra virus influenza 

basado en anticuerpos anti-tallo, se están usando estrategias que permitan dirigir la respuesta inmune 

hacia este dominio mediante la inmunización secuencial de hemaglutininas que varíen o carezcan del 

dominio globular de HA(74, 75), o enmascarando los sitios antígenicos inmunodominantes presentes 

en la cabeza, añadiendo sitios de glicosilación que impidan el reconocimiento de estos(76).  

Finalmente, es importante la continua investigación de nuevos candidatos antigénicos, así como de 

nuevas estrategias de vacunación que permitan el desarrollo de una vacuna que sea efectiva contra 

cualquier reto de virus influenza. A continuación se describirá una estrategia basada en el 

conocimiento de la biología de las células presentadoras de antígeno, particularmente de células 

dendríticas, la cual ha mostrado inducir potentes respuestas de células T y B contra antígenos 

particulares, y que podría ser aplicada para el diseño de una vacuna heterosubtípica contra influenza.  
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Direccionamiento de antígeno a células dendríticas 

Las células dendríticas son determinantes críticos de la vacunación debido a su papel en la activación 

y regulación de respuesta de células T y B. En la periferia, las DC fungen como centinelas que capturan 

y procesan antígeno para su presentación por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad a 

células T: las moléculas MHC-I presentan antígeno hacia células T CD8+, mientras que las moléculas 

de MHC-II son reconocidas por linfocitos T CD4+. La respuesta inmune inducida por DC depende del 

ambiente en el cual el antígeno es capturado: en ausencia de señales inflamatorias, las DC son 

tolerogenicas, mientras que en respuesta a infección, inflamación o en presencia de adyuvante, las 

DC maduran e inducen inmunidad de células T efectiva (77).  

El conocimiento de la biología de DC ha permitido su inclusión en dos principales estrategias de 

vacunación, particularmente contra patógenos intracelulares y enfermedades para la cual la inmunidad 

celular es sumamente importante, como el cáncer. La primera es la inmunoterapia con DC generadas 

ex vivo, cargadas con antígenos, la cual es laboriosa y cara; y la segunda y más promisoria, que es el 

direccionamiento selectivo de antígeno a DC mediante el uso de ligandos naturales o anticuerpos 

monoclonales específicos para receptores endocíticos, con el fin de incrementar la captación y 

procesamiento del antígeno (78). 

El direccionamiento de antígeno a DC surge de la observación de Snider y Segal de que antígenos 

dirigidos específicamente a receptores Fc o moléculas de MHC en APC in vitro, resultan en una 

presentación de antígeno a células T incrementada (79). Además, estudios in vivo demostraron que 

las respuestas humorales y celulares se incrementaban cuando antígenos eran direccionados a 

moléculas de superficie en ausencia de adyuvante (80). Posteriormente, se identificaron receptores 
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especializados en la internalización de antígeno, como los receptores de lectina tipo C (CLR, por sus 

siglas en ingles) los cuales han sido los más usados para esta estrategia de vacunación (81). 

Receptores de lectina tipo C 

Las lectinas tipo C unen carbohidratos en una manera dependiente de calcio (Ca2+) usando dominios 

de reconocimiento de carbohidratos (CRD, por sus siglas en inglés). Los receptores de lectinas tipo C 

(CLR) comprenden una familia amplia de receptores, los cuales unen a sus ligandos a través de uno 

o más CRD o de dominios parecidos a lectinas tipo C (CTLD, por sus siglas en inglés), los cuales no 

necesariamente reconocen ligandos de carbohidratos(82).  

Existen dos tipos de CLR en la superficie de DC, tipo I y II, los cuales se diferencian en la orientación 

de su extremo amino terminal. Los CLR tipo I tienen su extremo amino terminal orientado al exterior 

de la célula, mientras que los CLR tipo II lo tienen orientado al citoplasma. Otra importante diferencia 

es que los CLRs tipo I pueden tener varios dominios CRD o CTLD, mientras que los tipo II hasta ahora 

identificados tienen solo uno (82) (Figura 8). 

Los CLR expresados por DC interactúan con patógenos a través del reconocimiento manosa, fucosa 

y glucano. Debido a esto, los CLR pueden reconocer la mayoría de los patógenos humanos; la manosa 

específicamente permite el reconocimiento de virus, hongos y micobacterias; las estructuras de fucosa 

se expresan en ciertas bacterias y helmintos; y los glucanos están presentes en micobacterias y 

hongos (83). La unión del ligando al CLR resulta en la endocitosis del antígeno, seguido del transporte  

a compartimientos endocíticos para su carga a moléculas de MHC y su consecuente presentación a 

células T. Además, algunos contienen motivos citoplasmáticos de señalización de activación o de 

inhibición, por lo que pueden inducir respuestas inmunes diversas (84).  
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Figura 8. Lectinas tipo C en células dendríticas. Los receptores endocíticos de las células dendríticas 
pertenecen en su mayoría a la familia de receptores de lectinas tipo C. Estos son ampliamente 
expresados en células presentadoras de antígeno, particularmente en células dendríticas. Todos ellos 
tienen dominios de reconocimiento de carbohidratos, que se ilustran en círculos rojos, y algunos 
median endocitosis, ya que tienen un motivo basado en tirosinas que dirige la formación de vesículas 
de clatrina. Aparte algunos de ellos contienen una secuencia señal basada en aminoácidos ácidos (Asp 
Glu Asp), que los dirige directamente hacia endosomas tardíos, con ello se estimula el procesamiento 
y la presentación de antígeno. Modificado de Figdor et al, 2002(82).  
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Los distintos tipos de DC expresan un patrón diferente de CLR, y por lo tanto la elección del receptor 

al cual se pretende direccionar el antígeno, va depender del tipo de respuesta que se desee lograr y 

del subtipo de célula dendrítica a la cual se quiere direccionar. Dentro de todos los CLR hasta ahora 

descritos, uno de los más estudiados y promisorios para esta estrategia de vacunación es DEC-205. 

DEC-205  

DEC-205 es un receptor tipo I de lectinas tipo-C de 205 kDa que contiene 10 CTLD y un dominio N-

terminal rico en cisteinas seguido de un dominio parecido a fibronectina tipo II, el cual está involucrado 

en interacciones celulares y transporte de antígeno. El tallo citoplasmático de DEC-205 tiene 

secuencias que regulan su dirección intracelular y su reciclaje a la superficie de la célula: un motivo 

basado en tirosinas (FSSVRY), que dirige el antígeno hacia vesículas recubiertas de clatrina, y una 

triada de aminoácidos ácidos (EDE) que permite su direccionamiento hacia endosomas tardíos. Por 

lo tanto, DEC-205 internaliza antígeno por medio de endocitosis mediada por receptor que permite 

una presentación de antígeno incrementada a células T a través de endosomas tardíos y un eficiente 

reciclaje del receptor (82). 

DEC-205 se expresa en niveles altos en epitelio tímico cortical, DC medulares tímicas (CD11c+, CD8+) 

y otras DC periféricas (CD11c+CD8+, DC de nódulos linfoides y bazo, DC de piel/intersticiales y células 

de Langerhans). En humanos, DEC-205 es expresado a niveles intermedios por células B y a bajos 

niveles por células NK, células T y pDC (85, 86).  

Los ligandos naturales de DEC-205 no están aún bien descritos, sin embargo se sabe que dos áreas 

de esta molecula reconoce ligandos expresandos durante apoptosis o necrosis en múltiples líneas 

celulares. Por lo que se sugiere que la principal función de este receptor endocítico es el 
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reconocimiento de células muertas para la captura de antígenos propios y la generación de tolerancia 

periférica hacia ellos (87).   

DEC-205 fue el primero y ha sido el receptor más usado para propósitos de direccionamiento de 

antígeno. Diversos reportes en modelo murino han demostrado que en presencia de adyuvante, el 

direccionamiento de antígenos hacia DEC-205 incrementa la presentación de antígeno, proliferación 

y acumulación de células T CD4+ y CD8+ específicas, y su subsecuente diferenciación hacia células 

efectoras(88, 89). De manera relevante, en ausencia de adyuvante, el direccionamiento de antígenos 

se asocia con tolerancia de células T, asociado a la generación de células T reguladoras CD25+(90, 

91). Por otro lado, esta estrategia también está relacionada con un aumento en la respuesta humoral 

contra antígenos específicos, lo cual se asocia con un incremento en el número de células T 

cooperadoras(92, 93) (Figura 9). 

El potencial de DEC-205 como blanco de direccionamiento de antígeno ha sido evaluado en varios 

modelos de vacunación (Tabla 1). Por ejemplo, en el laboratorio Badillo et al reportaron reducción en 

la carga viral en una infección con rotavirus después de la administración s.c. de un anticuerpo anti-

DEC205 acoplado a la proteína VP6 de este virus. Esta protección fue dependiente de la generación 

de células T CD4+ de memoria con un fenotipo Th1 (94).  

De esta manera, el direccionamiento de antígenos hacia células dendríticas utilizando DEC-205 como 

un modelo de vacunación contra influenza, representa una alternativa para la generación de respuesta 

inmune heterosubtípica 
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Figura 9. Respuestas inmunes inducidas mediante el direccionamiento de antígeno hacia DEC-205. La 
inmunización de anticuerpos conjugados con anticuerpos anti-DEC-205 en ausencia de adyuvante 
lleva a la generación de tolerancia, mediante la inducción de células T reguladoras. En contraste, 
cuando se co-administra una señal de maduración para células dendríticas (adyuvante) con el 
anticuerpo conjugado, se inicia una respuesta inmune potente de células T citotóxicas y 
cooperadoras. Estas últimas llevan a un aumento en la respuesta de anticuerpos específicos. 
Modificado de Macri et al, 2016(77).  

.
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Tabla 1. Estudios de Vacunación con DEC-205 

Modelo Antígeno (vía) Adyuvante Resultado Autor, año 
In vitro. 
Células 

dendríticas 
derivadas de 
monocitos de  
pacientes con 

cáncer 

NY-ESO-1   Inducción de respuesta de células TCD4+ y CD8+ a través de 
la presentación de antígenos en moléculas de MHC clase I y 
II 

Tsuji et al, 2011(95) 

Ratón 
BALB/c 

Antígeno 85B de 
Mycobacterium 

tuberculosis 
(MTB) (s.c) 

Anticuerpo 
anti-CD40 

Aumento de respuestas humorales y celulares 
Disminución en la carga bacteriana en pulmones de ratones 
infectados con MTB 

Stylianou et al, 2011(96) 

Ratón BALB/c LCrV de Yersinia 
pestis (i.n.) 

Poly I:C Inducción de células TCD4+ en vías respiratorias y aumento 
en respuesta de anticuerpos IgG e IgA en pulmón 

Do et al, 2012(97) 

Ratón BALB/c Dominio III de la 
proteína E de 
Virus Dengue 

Poly I:C Incremento en producción de anticuerpos específicos y 
respuesta de células T 

Coconi-Linares et al, 
2013(98) 

Ratón C57BL/6 Glicoproteína de 
mielina de 

oligodendrocitos 
(MOG) 

 Generación de tolerancia mediante el aumento de células T 
reguladoras. En el modelo de Encefalomielitis Alérgica 
Experimental (EAE), los ratones eliminaron la enfermedad 
en un 90%  

Ring et al, 2013(99) 

Ratón 8.3-NOD Péptido IGRP206-214 

asociado a 
diabetes tipo I 

 Eliminación de células T específicas de IGRP206-214 en 
páncreas 

Mukherjee et al, 
2013(100) 

In vitro. 
Células 

dendríticas 
derivadas de 

Péptido asociado 
a melanoma 
MART-127-35 

TNFα, IL-6, 
prostaglandina 

E2 
e IL-1β) 

Aumento en respuestas de células T CD8+ Saluja et al, 2014(101) 
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monocitos de  
humano 

Ratón 
BALB/c 

Proteína VP6 de 
rotavirus 

(s.c.) 

Poly I:C Disminución en la carga viral después del reto con 
Rotavirus, dependiente de la generación de células CD4+ de 
memoria con fenotipo Th1 

Badillo-Godinez et al, 
2015(94) 

Ratón BALB/c ESAT6 de MTB 
(s.c.) 

Poly I:C Aumento de células TCD4+ productoras de IFN-γ e 
incremento de actividad citotóxica y reducción de carga 
bacteriana en pulmón 

Silva-Sanchez et al, 
2015(102) 

Ratón BALB/c  Antígeno preS de 
HBV 

Poly I:C y CFA Aumento en la generación de anticuerpos IgG1 e IgG2a, y 
prevención de la infección en ratones BALB/c 

Jing et al, 2015(103) 

Ratón 
humanizado 

HM-T 

Proteína M1 de 
Virus Influenza 

 Aumento en la expansión de células TCD8+ in vitro  e in vivo Graham et al, 2016(104) 

Ratón VILLIN-
HA 

HA110-120 de IAV  Inducción de protección en un modelo de colitis 
experimental debido a la generación de células 
TCD4+Foxp3+ reguladoras 

Madwa et al, 2016(105) 

Ratón C57BL/6 MSP19 y MSP42 de 
Plasmodium vivax 

Poly I:C Incremento en la producción de anticuerpos cuando el 
fragmento que contiene epítopos de células TCD4+y B 
(MSP42), mientras que la respuesta humoral no se aumentó 
cuando solo se direccionó el fragmento que contiene sólo el 
epítopo B (MSP19). 

Amorim et al, 2016(93) 

Pollo Hemaglutinina de 
virus aviar H5N2 

LPS Aumento dependiente de la dosis en la producción de 
anticuerpos anti-HA 

Jáuregui-Zúñiga et al, 
2017(106) 

Ratón 
BALB/c 

Proteína VP6 de 
rotavirus (i.d. e 

i.p.) 

Subunidad no 
tóxica de la 

tóxina de cólera 
(CTB) 

Disminución en la carga viral después del reto con 
Rotavirus. Infiltración de células CD4+ específicas en el 
intestino. 

Antonio-Herrera et al, 
2018(107) 
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JUSTIFICACIÓN 

Los brotes anuales de infecciones por virus influenza son un problema grave de salud pública a nivel 

mundial, se estima que cada año se infecta aproximadamente el 10-20% de la población mundial, 

causando de 3-5 millones casos y hasta 500,000 muertes. Anualmente, la red de vigilancia de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) desarrolla una vacuna trivalente basada en la predicción de 

próximas cepas circulantes, siendo ésta la mejor medida para prevenir infecciones por este virus (2). 

Dichas vacunas estacionales promueven respuestas humorales caracterizadas por la generación de 

anticuerpos neutralizantes que se dirigen principalmente hacia el dominio globular de la hemaglutinina 

(HA1), el cual es altamente variable (drift antigénico), por lo cual no proporciona protección contra 

otros subtipos de virus influenza o contra potenciales virus ocasionantes de pandemias que surgen 

ocasionalmente por el rearreglo de genes de virus de aves y de cerdos con virus propios de humanos 

cuando infectan un mismo huésped (shift antigénico). Debido a esto, son necesarias nuevas 

perspectivas para el desarrollo de vacunas que generen una respuesta inmune protectora 

heterosubtípica, duradera y de alta afinidad (vacuna universal)(108). 

El enfoque actual para el desarrollo de una vacuna universal contra influenza está dirigido hacia la 

selección de epítopos conservados de proteínas del virus, como es el caso del tallo de la hemaglutinina 

(HA2), el ectodominio de la proteína de la matriz 2 (eM2) y la nucleoproteína (NP), las cuales pueden 

generar memoria inmunológica y ofrecer protección contra retos heterosubtípicos; y por otro lado, a la 

utilización de estrategias que aumenten la inmunogenicidad de dichos determinantes antigénicos 

como el uso de proteínas de fusión, diseño de mutantes, vacunas de DNA, VLPs, uso de adyuvantes, 

producción de virus recombinantes, entre otras (68, 109-115).  
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Adicionalmente, el conocimiento de la función de células del sistema inmune ha permitido generar 

otras alternativas para favorecer la inducción de una respuesta protectora potente y específica. De 

esta manera, debido a que las DC son las encargadas de iniciar la respuesta inmune adaptativa, al 

captar, procesar y presentar antígeno a células T, se ha propuesto que al hacer más eficiente la 

captación de antígeno en estas células, se puede potenciar la respuesta inmune adaptativa específica 

(116).  

En este sentido, el proceso de internalización de antígenos por células dendríticas involucra la unión 

a receptores endocíticos selectivamente expresados en su superficie tales como: receptores Fc de las 

inmunoglobulinas (CD32), receptores de complemento, integrinas, receptores tipo lectina C (CD209, 

CD205, BDCA, langerina, receptores de manosa) y receptores tipo scavenger (LOX-1, CD91, CD36). 

Por lo que una estrategia interesante de potenciamiento de la respuesta inmune, es el 

direccionamiento de antígenos virales hacia estos receptores endocíticos con el objetivo de 

incrementar la internalización de antígenos específicos (117). 

Diversos receptores endocíticos han sido identificados en DC que han sido propuestos como blancos 

para el direccionamiento de antígeno. Entre ellos se encuentra DEC-205, el cual, es una proteína 

integral de membrana perteneciente a la familia de lectinas tipo C, la cual se une a carbohidratos y se 

expresa principalmente en células dendríticas, y secundariamente en macrófagos alveolares, células 

B y células epiteliales tímicas. Este receptor media varias funciones biológicas, como la unión y la 

internalización de ligandos para el consecuente procesamiento y presentación de antígeno (118).  

El potencial de DEC-205 como blanco de direccionamiento de antígenos ha sido evaluado en algunos 

modelos de vacunación. Bonifaz et al., encontraron que el acoplamiento de ovoalbúmina a un 

anticuerpo monoclonal anti DEC-205 indujo la presentación de antígeno por células dendríticas en 

nódulos linfoides a células T CD4+ y T CD8+ específicas de esta proteína hasta cuatrocientas veces 
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más eficiente que cuando ovalbúmina (OVA) fue administrada sin conjugar con el anticuerpo (88, 91). 

Por otro lado, la administración intranasal de un anticuerpo anti-DEC-205 fusionado con la proteína V 

de Yersinia pestis, junto con poly I:C, indujo altas frecuencias de células T CD4+ secretoras de IFN-γ, 

además de anticuerpos IgA e IgG en vías respiratorias y pulmón (97). Por último, en nuestro 

laboratorio, Badillo et al (94), observó que hubo reducción en la carga viral en una infección con 

rotavirus después de la administración de un anticuerpo anti-DEC205 acoplado a la proteína VP6 de 

este virus. 

De esta manera, el direccionamiento de antígenos hacia células presentadoras de antígeno utilizando 

DEC-205 como un modelo de vacunación contra influenza, representa una alternativa para generación 

de respuesta inmune heterosubtípica, la cual no ha sido explorada aún, por lo que el objetivo de este 

proyecto fue direccionar epítopos conservados de proteínas de virus influenza hacia DC, con el fin de 

lograr protección heterosubtípica en un modelo murino de infección in vivo por virus influenza.
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HIPÓTESIS 

El direccionamiento de epitopos conservados de células T y B de proteínas de IAV hacia células 

dendríticas por medio de un anticuerpo contra el receptor endocítico DEC-205 proporcionará 

protección heterosubtípica en un modelo murino de infección por el virus influenza. 

OBJETIVO 

Determinar si el direccionamiento de epitopos conservados de células T y B de proteínas de IAV hacia 

células dendríticas por medio de un anticuerpo contra el receptor endocítico DEC-205 administrado 

de manera s.c., confiere protección heterosubtípica en un modelo murino de infección in vivo por el 

virus influenza. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Reproducir un modelo de infección heterosubtípica por Virus Influenza en ratón BABL/c. 

2. Elegir epitopos conservados de proteínas de Virus Influenza A que sean blancos de 

anticuerpos y células T CD4+.  

3. Entrecruzar bioquímicamente anticuerpos anti-DEC-205 con péptidos sintetizados 

bioquímicamente, derivado de los epitopos elegidos.  

4. Determinar si la inmunización s.c. con los anticuerpos anti-DEC-205 entrecruzados con los 

epítopos confieren protección en el modelo de infección murino.  

5. Analizar mecanismos de protección específica. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Materiales 

Animales de laboratorio 

Los ratones BALB/c y C57BL6 fueron proporcionado por el Instituto de Biotencnología (IBT, UNAM, 

Cuernavaca, Morelos, México). Para los procedimientos experimentales, los ratones fueron alojados 

tanto en las instalaciones del IBT, como de la facultad de Medicina (UAEM, Cuernavaca, Morelos, 

México) con ciclos de luz/oscuridad (12h/12h) y provistos con alimento y agua ad libitum. 

Células 

Las células de riñón de perro Madin-Darby (MDCK; ATCC CCL34) se mantuvieron en medio DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mM de 

glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (GIBCO). Los hibridomas NLDC145 

(rata anti-ratón DEC-205, IgG2a), III-10 (control de isotipo IgG2a de rata), GK1.5 (rata anti-CD4 de 

ratón, IgG2b; ATCC TIB 207), y M2-1C6-4R3 (ratón anti-M1 de IAV, IgG1, ATCC HB64), y las células 

CTLL2 se mantuvieron en medio RPMI, suplementado con 10% de FBS, 2mM de glutamina y 20 ug/mL 

de gentamicina (GIBCO). Los hibridomas NLDC145 e III-10 fueron amablemente donados por el grupo 

de Ralph Steinman (Laboratory of Cellular Physiology, The Rockefeller University, New York). Los 

hibridomas GK1.5 y M2-1C6-4R3 fueron amablemente donados por el grupo de Jonathan Yewdell 

(Laboratory of Viral Diseases, NIH, Washington DC). Las células con fenotipo de DC se derivaron de 

médula ósea de ratón en presencia de GM-CSF(Invitrogen) por 9-12 días, como se describió 

previamente (94).  
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Virus 

Los virus influenza A/H1N1/New Caledonia/20/99 y A/H3N2/NT/60/68 fueron amablemente donados 

por Carlos Arias (IBT, UNAM), Jack Bennink y Jonathan Yewdell (Laboratory of Viral Immunology, 

NIAID, NIH, Bethesda, Maryland), respectivamente. Los virus se expandieron in vitro en células MDCK, 

o en embriones de pollo de 10 días (Alpes, México) infectados e incubados por 48h a 34°C. Para 

infecciones in vivo, los virus se adaptaron a ratón por medio de 14 pases seriales en ratones BALB/c, 

como se describió anteriormente (119, 120). Los lisados celulares, líquido alantoideo y homogenados 

pulmonares infectados se alicuotaron y fueron almacenados a -80°C hasta su uso. 

Péptidos 

Los péptidos derivados de secuencia de virus humano de M2 (aa 1-24; 

MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD; M2e) (64), de un epítopo de célula B de HA de A/H1N1/New 

Caledonia/20/99 virus (aa 331-355; VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG; HA331-355; HAB)(121) y 

epitopos  de célula CD4+ de HA de A/H3N2/Memphis/102/72 (aa 96-104; AELLVALENQHTIDL; 

HACD4)(122) y NP de A/H3N2/NT/60/68 (aa 182-205; VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG; 

NPCD4)(123) fueron sintetizados por EZbiolab (Carmel, CA). 

Anticuerpos 

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales anti-DEC-205, control de isotipo de rata 

IgG2b, anti-CD4 y anti-M1 de influenza se cultivaron y purificaron como describió Badillo-Godinez et 

al (94). El anticuerpo policlonal de conejo hecho en el laboratorio (anti-OVA) también fue descrito 

anteriormente (94). Un anticuerpo policlonal anti-influenza se produjo inmunizando un conejo con una 

mezcla de IAV A/H1N1/New Caledonia/20/99 and A/H3N2/NT/60/68 (anti-FLU). El anticuerpo 

monoclonal anti-M2 14C2 (IgG1) se compró de ABCAM. Los anticuerpos secundarios policlonales anti 

rata IgG de conejo (Sigma), anticuerpos policlonales conjugados a peroxidasa (HRP) anti ratón IgG1 
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e IgG2 de conejo (Zymed), anti ratón IgG de cabra (Jackson Immuno Research) y anti conejo IgG de 

cabra (Dako) se usaron para diferentes procedimientos experimentales. Para citometría de flujo, el 

mAb anti-ratón CD11c (HL3)-biotina, streptavidina conjugada a APC o FITC y el anticuerpo policlonal 

anti-ratón IgG-FITC de cabra fueron adquiridos de Biolegend, el anticuerpo policlonal anti-rata-IgG-

Alexa488 de cabra se adquirió de Life Technologies. 

Métodos 

Titulación de Virus 

Las unidades formadoras de focos (ffu) se evaluaron en homogenados de pulmón infectados con IAV. 

Los homogenados se diluyeron serialmente quedando finalmente en medio DMEM conteniendo 

1ug/mL de tripsina tratada con 1-(tosilamida-2-fenil) etil clorometil cetona (TPCK)(Sigma), y 100 μL de 

cada dilución se usó para infectar una monocapa de células MDCK en placas de 96 pozos por 1h a 

37°C. Después de este tiempo, el medio de infección se reemplazó con medio fresco DMEM y se 

incubó por 16h a 37°C. Las células se fijaron con acetona 80% en PBS y se incubaron con anti-FLU 

Ab por 1h a 37°C. Las células se lavaron y se agregó el anticuerpo secundario policlonal cabra anti-

conejo IgG-HRP, y se incubó por 1h a 37°C. Después de lavar, se agregó el sustrato (3-amino-9-etil 

carbazol en buffer acetatos 0.1M, Sigma), y después de 5 minutos a TA, las placas se lavaron con 

agua destilada. Los focos de infección se contaron en un microscopio de luz y se expresaron como 

ffu/mL. La DL50 de los homogenados de pulmón en ratón se llevaron a cabo siguiendo el método 

descrito por Reed Muench (124). 

Las unidades formadoras de placas (pfu) se evaluaron en líquido alantoideo infectado con IAV. Éste 

se diluyó en base 10 en medio DMEM con 1ug/mL de tripsina tratada con TPCK, y 1 mL de cada 

dilución se usó para infectar una monocapa de células MDCK en placas de 6 pozos por 2h a 37°C a 
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37°C. Después de este tiempo, el medio de infección se descartó y 3 mL de agar noble 0.5% (Difco) 

en medio DMEM suplementado con penicilina/streptomicina y tripsina tratada con TPCK (1ug/mL) se 

agregó a las células. Después de 2-3 días de incubación a 37°C, se agregaron 1.5 mL de 

paraformaldehido 2% en PBS a cada pozo por 2h a TA. Después de lavar con PBS, las células fijadas 

se tiñeron con cristal violeta 1% en etanol por 5 min, se lavaron con agua destilada y las placas de 

infección se contaron en un microscopio invertido. Las placas de infección se expresaron como pfu/mL. 

Entrecruzamiento químico de anticuerpos monoclonales con péptidos u OVA 

Los anticuerpos monoclonales anti-DEC-205 y su control de isotipo se activaron individualmente con 

succinimidil-4-(N-maleidometil)-ciclohexano-1-carboxilato (SMCC)(Pierce), mientras que los péptidos 

y OVA (Sigma) se activaron independientemente con reactivo de Traut (2-iminotiolano; Pierce). 

Después de este proceso, mAbs y antígenos se dializaron separadamente (con excepción de los 

péptidos debido a su pequeño peso molecular) y se mezclaron 1:1 (peso:peso) por dos días a 4°C. 

Después de este periodo, el antígeno no unido se removió pasándolo por un filtro para centrifuga con 

corte de 100 kDa (Amicon). Los conjugados resultantes fueron sujetos a SDS-PAGE, Western blot y 

slot-blot.  

SDS-PAGE y Western blot 

Para caracterizar los anticuerpos entrecruzados con los antígenos, los conjugados se resolvieron en 

geles de acrilamida 10-12% y se tiñeron con azul de coomasie o por tinción con plata. Para confirmar 

la especificidad de los conjugados, lisado de BMDC, células MA104 y el propio anti-DEC-205 

purificado se resolvieron en condiciones reductoras (144mM de 2-mercaptoetanol; 2-ME) en un gel de 

acrilamida al 12% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa por 1h a 200V, usando un mini trans 

blot (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con buffer bloqueador (5% de leche libre de grasa y 

0.05% de Tween-20 en PBS) por 1h a TA. Después de lavar con Tween-20 0.05% en PBS, las 
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membranas se incubaron con el anticuerpo anti-DEC-205 purificado (10 ug/mL) toda la noche (ON) a 

4°C. Al día siguiente, la membrana se lavó y se incubó con un anticuerpo de conejo anti-rata (1:1000 

en buffer de bloqueo) por 1h a 37°C, seguido del anticuerpo secundario de cabra-anti conejo-HRP 

(1:8000 en buffer de bloqueo). La membrana se lavó y se adicionaron 300 μL de luminol + 300 μL de 

solución oxidativa (Perkin Elmer), exponiendo la membrana a una película de exposición fotográfica 

(SO-170 Flex GP Kodak) por 5 minutos en la oscuridad. 

Para confirmar el entrecruzamiento de α-DEC-205 y control de isotipo con el péptido M2e, se realizó 

un gel con un tercio de acrilamida 15% (abajo) + dos tercios de acrilamida 10% (arriba), esto para 

separar los anticuerpos conjugados (de alto peso molecular) con el péptido M2e (muy bajo peso 

molecular, 2.4 kDa). Las muestras se resolvieron bajo condiciones reductoras y no reductoras (2-ME) 

y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se bloquearon como se describió en el procedimiento 

anteriormente descrito. Las membranas se trataron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-IgGs 

de rata o con un anticuerpo anti-M2e (14C2) diluido en 1:1000 en buffer de bloqueo. Posteriormente, 

se agregaron los anticuerpos secundarios (Ab policlonal de cabra anti-IgG de conejo-HRP ó cabra 

anti-IgG1 de ratón-HRP, respectivamente diluidos en buffer de bloqueo 1:2500) por 1h a 37°C. 

Después de lavar se agregó el luminol a cada membrana y se capturó la señal en el equipo Odyssey 

Fc (LI-COR). 

Slot-blot 

Para calcular la cantidad de péptido M2e unido a los anticuerpos (α-DEC-205:M2e and isotype:M2e) 

se realizó un ensayo de slot blot. Diluciones seriales de péptidos M2e y HA331-355 (control negativo), así 

como de los conjugados, se inmovilizaron en una membrana de nitrocelulosa usando el equipo Hybri-

Slot Manifold (Biometra). Las membranas se trataron como en el procedimiento de western blot 

descrito anteriormente, usando el mAb 14C2 como anticuerpo primario, y el anticuerpo policlonal de 
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cabra anti-IgG1 de ratón-HRP como anticuerpo secundario. La cantidad de M2e de péptido unido a 

los conjugados se extrapoló de una curva estándar construida con la señal emitida por péptido libre 

M2e. 

Inmunización y Reto 

Grupos de 4-6 ratones se inocularon s.c. tres veces, cada 21 días con los anticuerpos conjugados con 

los péptidos ó con los péptidos libres, todos los grupos en presencia de 50 ug/ratón de poly I:C 

(Amershan BioSciences) como adyuvante. Antes de cada inmunización (días 0, 21 y 42), los ratones 

fueron sangrados para obtener suero y analizar los niveles de anticuerpos. Dos semanas después de 

la tercera inmunización (día 57), los ratones fueron anestesiados con isofluorano (Soflorane Vet, PisA 

Laboratory) y retados i.n. con 50 μL de PBS conteniendo 30LD50 de IAV A/H3N2/NT/60/68 ó 

A/H1N1/New Caledonia/20/99. La morbilidad (pérdida de peso) y la mortalidad se monitoreó cada 24 

horas por 10 días. Por razones éticas, los ratones que perdieron más del 25% de su peso inicial fueron 

sacrificados y se consideró como una muerte relacionada a la infección por IAV. 

Eliminación de células T CD4+ 

Para evaluar el papel de las células T CD4+ efectoras en la protección en contra del reto letal por IAV, 

ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e fueron inoculados i.p. con 2.5 mg de anticuerpo purificado 

anti-CD4 (GK1.5) en los días -3, 0 y +3 con respecto al día del reto con IAV. Este tratamiento induce 

la eliminación de más del 99% de las células T CD4+en el bazo determinado por citometría de flujo. 

La mortalidad de los ratones se evaluó como se describió anteriormente. 

Transferencia pasiva de suero 

Ratones naive se transfirieron con 350 μL de un pool de sueros obtenidos de ratones inmunizados con 

α-DEC-205:M2e (post tercera inmunización) ó el mismo volumen de un pool de suero obtenido de 
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ratones inmunizados con PBS + adyuvante (mock será). La mortalidad de los ratones se evaluó como 

se describió anteriormente. 

Detección de anticuerpos séricos específicos de M2e o HAB 

Placas de 96 pozos de alta afinidad (Costar) se cargaron con 400 ng/pozo de péptido sintético M2e o 

HAB diluidos en buffer de carbonatos 0.1M (ph 9.6), ON a 4°C. Después, los pozos se lavaron con 

buffer de bloqueo (leche libre de grasa 5% en PBS 0.05% de Tween-20) por 2h a TA. Después, un 

pool de suero de ratones inmunizados se diluyó 1:200 para motivos de tamizaje de anticuerpos, o 

1:500 a 1:128,000 con propósitos de titulación, en buffer de bloqueo y 50 μL de cada dilución se añadió 

a cada pozo y se incubó por 2h a 37°C. Las placas se lavaron con PBS/Tween-20 0.05% y se 

agregaron en 50 μL de buffer de bloqueo el anticuerpo secundario: anti-raton IgG-HRP (1:2500), anti-

ratón IgG1-HRP (1:500) o anti ratón IgG2a (1:500), y se incubaron por 1 hora a 37°C. Después de 

lavar, se agregaron 50 μL del sustrato (o-fenilendiamina; Sigma) y se incubó por 15 minutos a TA. La 

reacción se paró con H2SO4 2M y las placas se leyeron a 492 nm en un espectrofotómetro para placas 

de 96 pozos (BIOTEK, Instruments). 

Ensayo de neutralización de IAV 

Los niveles de anticuerpos neutralizantes en contra de IAV en suero experimental se analizaron en un 

ensayo de neutralización de reducción de antígeno basado en ELISA (NELISA). Un pool de suero de 

ratones inmunizados, suero de conejo policlonal anti-FLU ó suero de raton preinmune se diluyeron 

serialmente (base 2) en medio DMEM en placas de 96 pozos, y 50 μL de cada dilución se mezcló con 

100 pfu de IAV H1N1/New Caledonia/20/99 (líquido alantoideo). Después de 1 h de incubación a 37°C, 

la mezcla se añadió a una monocapa de células MDCK en placas de 96 pozos, y se incubó por 1h a 

37°C. Después de este tiempo, el inoculo se reemplazó con medio DMEM fresco con 1ug/mL de 

tripsina tratada con TPCK y se incubó por 18-20h a 37°C. Las placas se congelaron y descongelaron 
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tres veces para liberar el antígeno viral, y la carga de antígeno viral se determinó por un ensayo de 

ELISA. Para esto, placas de 96 pozos se cargaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-FLU 

(1:8000) en PBS ON a 4°C. Los pozos se bloquearon con buffer de bloqueo por 2h a TA y 50 μL de 

los lisados celulares se añadieron y se incubaron por 1h a 37°C. Las placas se lavaron, y se añadió 

50 μL de anticuerpo anti-M1 (HB64) en buffer de bloqueo (1:100) y se incubó por 1h a 37°C. 

Finalmente, 50 μL de anticuepro de conejo anti-ratón IgG1-HRP (1:500) se diluyó en buffer de bloqueo 

y se incubó por 1h a 37°C. La adición del sustrato y la lectura de placa se realizó de acuerdo al ensayo 

de ELISA antes descrito. 

Ensayo de proliferación de células CTLL2 (dependientes de IL-2) con 

sobrenadantes de células de bazo de ratones inmunizados 

Quinientos mil esplenocitos de ratones inmunizados fueron estimulados por 96 horas en 500 μL de 

RMPI con suero con 5ug de péptido (según cada caso), como controles positivos líquido alantoideo 

infectado con IAV previamente irradiado con luz ultravioleta por 15 minutos ó 5 ug de concavalina A 

(CoA), y como controles negativos líquido alantoideo sin infectar irradiado ó RPMI solo. Después de 

la incubación se recuperó el sobrenadante y se añadió 50 μL de cada uno a una placa de 96 pozos, a 

la cual se agregó otro volumen igual de RPMI conteniendo 5 x 104células CTLL2 que previamente 

fueron privadas de IL-2 por dos horas. Se incubaron a 37°C por 22 horas y después se agregaron 20 

μL de MTT (5 ug/mL en PBS) y se incubaron 5 horas a 37°C. Posteriormente se agregaron a cada 

pozo 100 μL de SDS/HCl 0.01M, y se dejó toda la noche a 37°C. Se resuspendió y se leyó la placa a 

570 nm.  
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Proliferación de células de bazo de ratones inmunizados estimuladas con los 

epitopos por medio de la tinción con CFSE 

Quinientos mil esplenocitos de ratones inmunizados se tiñeron con carboxiflurosceína (CFSE, 5uM) y 

se estimularon por 96 horas en 500 mL de RMPI con 5ug de péptido (según cada caso), como 

controles positivos líquido alantoideo infectado con IAV previamente irradiado con luz ultravioleta por 

15 minutos ó 5 ug de concavalina A (CoA), y como controles negativos líquido alantoideo sin infectar 

irradiado ó RPMI solo. Posterior al tiempo de incubación, las células se lavaron tres veces con PBS y 

se fijaron con paraformaldehido al 2%, las cuales permanecieron a 4°C hasta que se analizó por 

citometría de flujo. 

Citometría de flujo 

BMDC se colectaron y se lavaron dos veces con binding buffer (BB;0.01% de azida de sodio, 2mM de 

EDTA, y 2% de FBS) más 2% de suero de conejo (para bloquear receptores Fc), se resuspendieron 

en el mismo buffer y se incubaron por 30 min a 4°C. Las células se lavaron con BB y se resuspendieron 

en 100 μL de BB conteniendo los mAbs anti-CD11c-biotina y anti-DEC-205, y se incubaron por 20 min 

a 4°C. Después de lavar, las células se resuspendieron en 100 μL de BB conteniendo streptavidina-

APB, y cabra anti-rata IgG-alexa488, y se incubaron por otros 20 min a 4°C. Finalmente, las células 

se lavaron, se fijaron con 100 μL de paraformaldehido 2% a TA por 20 min, y 10,000 células por 

muestra se adquirieron y analizaron con el citómetro FACS Aria-II (Beckton Dickinson). El análisis 

(gating) se realizó con el software Flow Jo (Tree Star, Inc). Cuando los conjugados se usaron, se 

usaron los anticuerpos de ratón anti-M2e o anti-OVA seguidos del anticuerpo de cabra anti-ratón IgG-

FITC.  
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Análisis Estadístico 

Las pruebas estadísticas ANOVA de una vía, comparaciones múltiples de Dunnett y la prueba de 

Fisher se realizaron usando Graph Pad Prism versión 6.0 (Graph Pad, Software Inc, La Jolla CA).
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RESULTADOS 

Desarrollo de un modelo murino de infección por Virus 

Influenza A 
Los modelos animales de laboratorio son muy útiles para la evaluación preclínica de potenciales 

vacunas y compuestos antivirales. En ellos se puede investigar la seguridad de dicha vacuna o 

compuesto, y su eficacia en prevenir o moderar la infección. En este sentido, el ratón es el modelo 

más usado en la investigación con el virus influenza, debido a su practicidad, tamaño, costo, 

requerimientos para su mantenimiento, y disponibilidad de reactivos específicos (3). Aunque el ratón 

no es naturalmente susceptible a la infección por IAV, muchas cepas pueden ser adaptadas para 

infectar a esta especie por medio de pases consecutivos del virus en pulmón. El proceso de adaptación 

a ratón resulta en la ganancia de mutaciones en múltiples genes, principalmente en el gen que codifica 

a la HA, el cual es el principal factor de virulencia debido a sus funciones de unión al receptor y fusión 

de las membranas viral y endosomal (119). Con esto, se generan variantes genéticas con la capacidad 

aumentada de reconocimiento de receptores virales en ratón y por lo tanto con la capacidad de 

replicarse en dicho hospedero.  

En el presente proyecto se desarrolló un modelo murino de infección por IAV con el objetivo de evaluar 

protección heterosubtípica en el modelo de vacunación que se propuso para este trabajo. Para ello, 

las cepas A/H1N1/New Caledonia/99 y A/H3N2/NT/60/68 fueron adaptadas en ratones hembras de la 

cepa BALB/c realizando catorce pases en pulmón para cada uno, como se explica en materiales y 

métodos. En el último pase (pase 14), se infectaron 20 ratones, y se realizó un pool de lisado pulmonar 

que se recuperó a las 72 horas de infección, el cual fue almacenado a -80°C hasta su uso. Los lisados 

pulmonares fueron titulados por ensayo de focos de infección y se determinó la dosis letal 50 (DL50) 
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infectando i.n. grupos de ratones con diversas diluciones de cada lisado. La figura 10 muestra que 

ambos lisados pulmonares son capaces de inducir morbilidad (pérdida de peso) y mortalidad en 

ratones de la cepa BALB/c. La siguiente tabla resume los datos de titulación para cada lisado 

pulmonar. 

Tabla 2. Titulación de lisado pulmonar de Virus Influenza A adaptados a ratón 

 Título (uff/mL) DL50 

A/H1N1/New 

Caledonia/99 

6.3 x 105 315 uff 

A/H3N2/NT/60/68 1.2 x 106 600 uff 

 

Epítopos conservados de proteínas de Virus Influenza A 

blancos de anticuerpos y células T CD4+ 

Los candidatos al desarrollo de una vacuna universal son el ectodominio de la proteína M2, el tallo de 

la hemaglutinina y epitopos de células T de proteínas conservadas, como NP ó M1. El objetivo del 

presente proyecto fue seleccionar epitopos lineales conservados provenientes de estos dominios para 

posteriormente sintetizar péptidos derivados de ellos y luego ser acoplados bioquímicamente al 

anticuerpo α-DEC-205. Después de realizarse una extausiva revisión bibliográfica, seleccionamos dos 

epítopos de células CD4+ (uno de NP y otro de HA), y dos epítopos duales, que contienen 

determinantes antigénicos, tanto de células B como de células CD4+ (ectodominio de la proteína M2, 

M2e; epítopo de célula B del tallo de HA; HAB). La tabla 3 muestra las secuencias para cada epítopo.  
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Figura 10. Determinación de dosis letal 50 para los lisados pulmonares infectados con Virus Influenza A. Grupos de 4 ratones 
se infectaron vía i.n. con diluciones de los lisados pulmonares del pase 14 infectados con A/H1N1/New Caledonia o 
A/H3N2/NT/60/68. La DL50 se indica. Se muestra el comportamiento como pérdida de peso (A) y Sobrevida (B) para cada 
grupo experimental.  
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Tabla 3. Epítopos conservados de proteínas de Virus Influenza A 

 

 

  

Epítopo Secuencia Restricción Mecanismo de protección 

M21-24  

B y CD4 

M2e MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 

 

Epítopo CD4 

 

CD4 (H-2d 

I-Ad) 

Anticuerpos anti-M2e: 

CCDA, FDA. 

Células Th17 que atraen 

neutrófilos despúes de la 

infección, cooperación en 

producción de 

anticuerpos(125, 126). 

HA322-

356 

B y CD4 

HAB VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG 

     

     Epítopo CD4 

CD4 (H-2d 

I-Ed) 

Interfiere con la fusión de 

las membranas viral y 

endosomal, cooperación 

en producción de 

anticuerpos (121, 127) 

NP182-

205 

CD4 

NPCD4 AVKGVGTMVMELIRMIKRGINDRN 

 

H-2d I-Ad Cooperación con células B 

y T(123) 

HA96-104 

CD4 

HACD4 AELLVALENQHTIDL 

 

H-2d I-Ad Cooperación con células B 

y T(122) 
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Producción de anticuerpos α-DEC-205 entrecruzados 

bioquímicamente con epitopos conservados de proteínas de 

virus influenza 

Purificación del anticuerpo α-DEC-205 

NLDC145 es un hibridoma de rata que produce un anticuerpo monoclonal de la clase IgG2a con 

selectividad para células dendríticas murinas. Reacciona fuertemente con células de Langerhans en 

la piel en áreas de células T de órganos linfoides periféricos y en poblaciones derivadas de 

progenitores de médula ósea tratados con GM-CSF(128). Este hibridoma fue producido por Kraal et 

al en 1986, al inmunizar ratas Wistar con estroma de nódulos linfoides de ratón emulsificados con 

adjuvante completo de Freund para posteriormente fusionar células de bazo con células de mieloma 

SP2/0. (129). Posteriomente se determinó que era específico de una glicoproteína integral de 

membrana de 205 kDa (DEC-205), receptor presente principalmente en DC, que promueve la 

internalización y hace más eficiente la presentación de antígeno hacia células T en nódulos linfoides 

periféricos, por lo que está siendo investigado en la actualidad como un posible candidato para el 

desarrollo de vacunas basadas en células dendríticas (130).  

El anticuerpo α-DEC-205 se purificó mediante el cultivo del hibridoma NLDC145 obteníendose 14 mg 

en un volumen de 14 mL (concentración 1 mg/mL). Para comprobar la funcionalidad de este 

anticuerpo, se derivaron células dendríticas de médula ósea (BMDC) de ratón por medio del estímulo 

con GM-CSF y se tiñeron con los anticuerpos α-DEC-205 y α-CD11c-biotina, seguido de un anticuerpo 

anti IgGs de rata marcado con Alexa488 y streptavidina-APC. Al realizar el análisis por citometría de 

flujo se observó que el anticuerpo α-DEC-205 reconoce el 22.4% de las células teñidas, que 

representa el 29% de las células positivas a CD11c, marcador de linaje de células dendríticas. Por 

otro lado, el anticuerpo α-DEC-205 reconoció a su ligando en un ensayo de Western blot cuando se 
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corrió el lisado de BMDCs. Esto se evidenció por la aparición de una banda entre la señal de las 

bandas de 100 y 250 kDa del marcador de peso molecular, sugiriendo que es DEC-205 (205kDa) 

(Figura 11). En el mismo ensayo se usó como control del anticuerpo secundario (anti-IgG de rata-

HRP) el propio α-DEC-205, apareciendo en la imagen dos bandas de aproximadamente 50 y 25 kDa, 

tratándose de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que fueron reducidas por el tratamiento con 

2-ME. Estos resultados concuerdan con los datos reportados por Badillo-et al (94) e indican que el 

anticuerpo purificado es funcional. 

Entrecruzamiento del anticuerpo α-DEC-205 con péptidos derivados 

de epitopos conservados de proteínas de Virus Influenza 

Una vez purificado el anticuerpo α-DEC-205 se procedió a conjugarlo químicamente con los péptidos 

sintetizados a partir de la secuencia de los epitopos conservados de proteínas de IAV previamente 

elegidas, y OVA como antígeno irrelevante. Para ello se usaron dos entrecruzadores, el reactivo de 

Traut, el cual reacciona con grupos amino presentes en los péptidos, proveyendo un grupo sulfhidrilo 

(-SH), que al ponerse en contacto con el anticuerpo previamente tratado con el entrecruzador sulfo-

SMCC, permite formar un enlace tioetér entre péptido y anticuerpo. Como se aprecia en la figura 12 

los anticuerpos entrecruzados presentan un aumento en su peso molecular con respecto al anticuerpo 

sin entrecruzar, indicando que los péptidos se conjugaron eficientemente al anticuerpo. Aunque no se 

muestran aquí, los péptidos también fueron entercruzados con el anticuerpo control de isotipo III-10. 
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Figura 11. Detección de DEC-205 por anticuerpo purificado del hibridoma NLDC145. (A) Células dendríticas derivadas de 
médula ósea (BMDCs) fueron teñidas con los anticuerpos α-DEC-205 y α-CD11c-biotina, seguidos de α-Rata-Alexa488 y 
streptavidina APC. (B) Western blot con lisado de BMDC revelado con el anticuerpo α-DEC-205, seguido de un anticuerpo 
α-IgGs de rata-HRP. Como control negativo se corrió un lisado de células MA104, y como control del anticuerpo α-Rata se 
utilizó el propio anticuerpo α-DEC-205. Todas las muestras fueron hervidas y tratadas con 2-ME. 

Figura 12. Entrecruzamiento químico del anticuerpo α-DEC-205 con péptidos conservados de proteínas de IAV. Se realizó un 
gel de acrilamida al 12% en donde se corrieron los anticuerpos entrecruzados bioquímicamente con los péptidos. Posterior 
a la corrida electroforética el gel se tiñó con azul de coomasie. En la imagen se observa un aumento en el peso molecular, 
con respecto al peso del anticuerpo sin entrecruzar, indicando la presencia de péptidos unidos.  
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Inmunogenicidad de los anticuerpos conjugados (prueba de 

concepto) 

Una vez que se conjugaron los anticuerpos α-DEC-205 y el control de isotipo con cada péptido u OVA 

como antígeno irrelevante, se procedió a evaluar su inmunogenicidad. En un primer análisis 

exploratorio se realizó una serie de experimientos en donde grupos de ratones hembra BALB/c fueron 

inmunizados vía s.c. tres veces (cada 21 días) con 10 ug/ratón total de cada anticuerpo conjugado ó 

5ug /ratón de péptido libre, todos en presencia de 50 ug de poly I:C como adyuvante en PBS. Previo 

a cada inmunización, los ratones fueron sangrados para el análisis de la respuesta de anticuerpos, y 

posterior a la última inmunización retados con 30LD50 de virus H3N2 como muestra la figura 13. Es 

importante mencionar que para estos experimentos preeliminares no se determinó la cantidad exacta 

de péptido que estaba unido a cada anticuerpo, y se consideraron 10 ug de anticuerpo entrecruzado 

total.   
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Figura 13. Esquema de inmunización de anticuerpos entrecruzados con péptidos derivados de epítopos conservados de 
proteínas de IAV. Grupos de ratones BALB/c fueron administrados vía s.c. con los anticuerpos entrecruzados, los péptidos o 
PBS como control, todos en presencia de 50 ug de poly I:C, como adyuvante en los días 0, 21 y 42. Previo a cada inmunización 
se tomó una muestra de sangre para evaluar la respuesta humoral específica. En el día 57, los ratones fueron retados con 
30DL50 i.n de Virus Influenza A H1N1/New Caledonia/20/99 ó H3N2/NT/60/68 y se monitoreó la pérdida de peso y la 
sobrevida diariamente.  
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Análisis de respuesta de anticuerpos 

Con el objetivo de evaluar la respuesta de anticuerpos séricos cuando fueron direccionados los 

epítopos M2e y HAB a DEC-205, se realizaron ensayos de ELISA directo, en los que se cargaron 400 

ng de cada péptido por pozo en placas de 96 pozos, y posteriormente se agregó un pool de sueros 

correspondiente a cada grupo experimental. El anticuerpo secundario usado fue un cabra anti-IgGs 

de ratón conjugado con peroxidasa. La figura 14 muestra que el direccionamiento hacia DEC-205 del 

epítopo M2e incrementa de manera importante la respuesta de anticuerpos desde la segunda 

inmunización, comparado con el tratamiento con péptido libre o isotipo:M2e, en los cuales aumenta 

hasta después de la tercera inmunización, pero sin alcanzar los niveles detectados con α-DEC-

205:M2e. En cambio, con el péptido HAB la producción de anticuerpos es baja y no parece influir 

cuando es direccionado hacia DEC-205. Estos resultados demuestran que la respuesta humoral en 

ratones BALB/c hacia el epítopo M2e se eficientiza cuando el péptido es direccionado hacia DEC-205, 

pero no es el caso con el péptido HAB. 

Evaluación de protección ante el reto con IAV 

Después de 15 días de la última inmunización con cada tratamiento, los ratones fueron retados i.n. 

con 30LD50 de virus influenza A/H3N2/NT/60/68 con el objetivo de analizar la protección que induce 

cada uno de ellos. La figura 15 resume los resultados de sobrevida para todos los grupos 

experimentales en esta serie de experimentos preeliminares. En ella se puede observar que el grupo 

que recibió α-DEC-205:M2e incrementa al doble la sobrevida (66.6%)  con respecto al grupo que fue 

administrado con péptido M2e libre (33.3%) o los grupos control α-DEC:OVA o PBS (0%). 
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Figura 14. Cinética de anticuerpos anti-M2e y anti-HAB en ratones inmunizados. Seis ratones por grupo fueron inmunizados siguiendo el 
protocolo descrito en materiales y métodos. Se realizó un pool de suero para cada grupo experimental (1:200 en PBS) y fueron evaluados 
por un ensayo de ELISA directo usando los péptidos M2e y HAB como antígeno y un anticuerpo de cabra anti-IgGs de ratón-HRP como 
anticuerpo secundario. Se muestran cuatro experimentos representativos en donde se compara la eficiencia del direccionamiento de 
antígeno con los grupos control de péptido libre o isotipo entrecruzado con péptido.   
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Figura 15. Sobrevida de ratones vacunados con anticuerpos conjugados con péptidos conservados de proteínas de 
Virus Influenza. 3-6 ratones por grupo fueron inmunizados con los anticuerpos conjugados y retados con 30DL50 
siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. La gráfica muestra la sobrevida total de cada grupo 
experimental, representado en barras normalizadas al 100%. La sobrevida se muestra en barras azules y la 
mortalidad en barras negras. El número de ratones vivos y muertos se describe en cada barra con números 
blancos. El número total de ratones usados en cada grupo se muestra arriba de cada barra.  
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Por otro lado, los grupos experimentales que fueron administrados con péptidos derivados de células 

T CD4+ (HACD4 y NPCD4), por si mismos indujeron un aumento de sobrevida con respecto a los 

grupos control del 33.3% y 66.6% respectivamente. Sin embargo, al direccionarse estos epítopos hacia 

DEC-205 esta protección se perdió resultando en una mortalidad del 100% para ambos grupos 

experimentales (α-DEC-205:HACD4 y α-DEC-205:NPCD4). 

De manera relevante, cuando fueron direccionado de manera conjunta los epitopos M2e y NPCD4 

hacia DEC-205 (α-DEC-205:M2e/NPCD4; 10 ug de α-DEC-205:M2e + 10 ug de α-DEC-205:NPCD4), 

se muestra una disminución en la protección que había mostrado el grupo α-DEC-205:M2e (de 66.6 

a 25%), mientras que la administración de péptidos libres M2e y NPCD4 proporcionaron un aumento 

de la sobrevida del 40%, el cual es muy similar a lo que fue encontrado con la administración del 

péptido M2e, pero menor al que fue mostrado con péptido NPCD4. Estos resultados preliminares 

sugieren que el direccionamiento de M2e hacia DEC-205, el cual contiene epitopos tanto de células T 

CD4+ como de células B, incrementa la sobrevida ante un reto con IAV, mientras que cuando se 

direccionan los epitopos de células T CD4+ (NPCD4 y HACD4) parece suprimirse la protección que 

los péptidos NPCD4 y HACD4 ofrecen.  
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Estimulación antígeno específica en células de bazo de ratones 

vacunados 

Una interrogante que surgió de los experimentos anteriores cuando los epitopos de células T CD4+ 

fueron direccionados hacia DEC-205, fue que, al no tener control de cuanto péptido se estaba 

entrecruzando con el anticuerpo, y por ende no se sabía cuanto antígeno estaba siendo direccionado, 

probablemente estaba siendo insuficiente para lograr el efecto deseado al ser direccionados hacia 

DEC-205, y debido a esto no habían tenido efecto protector, como si lo tuvieron los péptidos para 

células T CD4+ cuando los ratones se vacunaron con una cantidad conocida de péptido libre 

(5ug/ratón).  

Para abordar lo anterior se decidió hacer un experimento para evaluar la producción de IL-2 en células 

de bazo estimuladas con epitopos CD4 recuperadas de ratones inmunizados con α-DEC-205:NPCD4, 

isotipo:NPCD4, péptido NPCD4 y PBS, bajo el esquema de inmunización antes mencionado. Dado 

que la IL-2 es una citocina que se secreta en grandes cantidades por células T CD4+ después de su 

activación (131), un aumento en la producción de ésta, sugiere que si había más células T CD4+ 

específicas, muy probablemente por la generación de memoria por el efecto de la vacunación. El 

ensayo de producción de IL-2 empleado se basa en el cultivo de células CTLL-2 (dependientes de IL-

2) con los sobrenadantes procedentes de un previo cultivo de células de bazo de los ratones 

vacunados estimulados con el péptido. Como controles positivos de proliferación se estimularon los 

esplenocitos con líquido alantoideo infectado con virus H1N1 (para ratones inmunizados e infectados) 

y concavalina A. De esta manera, la proliferación de las células CTLL-2 (medida por ensayo de MTT) 

indica de manera indirecta la cantidad de IL-2 que fue secretada por las células de bazo después de 

la estimulación.  
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La figura 16-A muestra los resultados de este ensayo, en donde se observa un  incremento en la 

proliferación células CTLL2 (medido por absorbancia) cuando el péptido NPCD4 fue direccionado 

hacia DEC-205, con respecto a cuando se inmunizó con péptido NPCD4 o isotipo:NPCD4, los cuales 

alcanzan niveles basales de absorbancia, ya que son similares a los obtenidos con el grupo que fue 

inmunizado con PBS. Lo que sugiere que cuando el epítopo NPCD4 fue direccionado hacia DEC-205 

había mas células T CD4+ específicas que se reflejó con un aumento en la producción de IL-2, que a 

su vez indujo la proliferación de células CTLL2 in vitro. 

Sin embargo, los niveles de absorbancia detectados en este experimento fueron muy bajos, por lo que 

decidimos realizar otro ensayo infectando con una dosis subletal de virus influenza H3N2 antes de 

recuperar las células de bazo, con el objetivo de amplificar las células T CD4+ específicas, y así obtener 

un aumento en la señal de absorbancia. Para este ensayo, los ratones fueron inmunizados con α-

DEC-205:HACD4, isotipo:HACD4, péptido HACD4, α-DEC-205:OVA y PBS; y retados 15 días 

después con A/H3N2/NT/60/68. Al día 8 post-infección, se aislaron las células de bazo y se procedió 

con el ensayo de IL-2 antes descrito. La figura 16-B muestra que la intensidad de absorbancia se 

aumentó con el reto previo con IAV, y también sugiere que había más células específicas para el 

epítopo HACD4 cuando éste fue direccionado, debido a un incremento en la proliferación de células 

CTLL-2 comparado con los grupos control.  
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Figura 16. Proliferación de células CTLL2 (dependientes de IL-2) con sobrenadantes de células de bazo de ratones inmunizados con 
anticuerpos conjugados. Se realizó un pool de células de bazo con dos ratones por cada grupo experimental y se estimularon por 
96 horas con los epitopos NPCD4 (A); 15 días después de la tercera inmunización o con HACD4 (B) 8 d.p.i;, reto subletal H3N2. 
Como controles positivos se usaron líquido alantoideo infectado con virus H1N1 irradiado y concavalina A. Después de la 
estimulación se recuperaron los sobrenadantes y se usaron como medio de cultivo para células CTLL2 por 22 horas a 37°C. 
Posteriormente se analizó la proliferación por el ensayo de MTT. La imagen es representativa de un experimento.  
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Una técnica que permite analizar la proliferación específica de antígeno es la tinción con 

carboxifluoresceína  (CFSE), la cual se une moléculas en el citoplasma de los linfocitos y una vez que 

éstos comienzan a proliferar, la CFSE se diluye conforme las células se dividen. Es decir, una 

disminución en la fluorescencia emitida por el CFSE es consecuencia de la proliferación específica en 

respuesta al antígeno (132). Con el objetivo de analizar la proliferación específica de antígeno en 

células de bazo de ratones vacunados y retados de manera idéntica al experimento antes descrito, los 

esplenocitos (8 d.p.i) se tiñeron con CFSE y se estimularon con el péptido HACD4, con líquido 

alantoideo infectado con A/H1N1/New Caledonia/20/99 como control positivo de proliferación y como 

control negativo se usaron células sin estimular. Después de 96 horas, las células se analizaron por 

citometría de flujo. Como lo muestra la figura 17, Las células de bazo del ratón del grupo α-

DEC205:HACD4 proliferan casi un 16%, que se hace evidente por la disminución de fluorescencia 

comparado con las células que no recibieron estímulo. Esta respuesta es similar a lo que se obtiene 

cuando las células son estimuladas con líquido alantoideo infectado con virus influenza H1N1, la cual 

solamente se observa en este grupo experimental (α-DEC205:HACD4) y correlaciona con la cantidad 

de IL-2 que secretan estas células en comparación con los grupos controles. 

De manera similar, se analizó la proliferación de células de bazo de ratones vacunados con α-DEC-

205:NPCD4/HAB, péptidos NPCD4/HAB, α-DEC-205HACD4/M2e, péptidos HACD4/M2e y PBS, 

retados con A/H3N2/NT/60/68. A diferencia del experimento anterior en donde las células de bazo se 

recuperaron al día 8 post-infección, estas fueron obtenidas hasta el día 50 p.i. (reto subletal, 

A/H3N2/NT/60/68), con el objetivo de evaluar si el direccionamiento de antígeno de epitopos para 

células T CD4+ promueve la generación de memoria a largo plazo. La figura 18 resume los resultados 

de proliferación para cada grupo experimental con los diversos estimulos empleados. Cuando se 

analizó la proliferación 50 d.p.i. del epítopo NPCD4 al ser direccionado hacia DEC-205 junto con el 
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epítopo HAB se encontraron niveles basales de proliferación, similares a los que se obtuvieron con los 

controles experimentales negativos (Sin estimulo y líquido alantoideo negativo a VIA). Sin embargo, 

cuando fueron administrados como péptidos libres, estos indujeron un aumento en la proliferación de 

esplenocitos, particularmente cuando fueron estimulados con el péptido NPCD4, el cual alcanzó 

aproximadamente un 15% de proliferación (Fig 18-A).  

Por otro lado, en este mismo experimento al analizar la proliferación específica de células específicas 

de M2e en esplenocitos recuperados de ratones vacunados con los epitopos M2e y HACD4 

direccionados hacia DEC-205 de manera conjunta, se obtuvo una proliferación de aproximadamente 

el 25%, el cual está por encima de la respuesta policlonal heterosubtípica que se obtiene cuando se 

estímula con líquido alantoideo H1N1+ (aprox. 20%) (Fig 18-B), pero por debajo de la que se obtiene 

con el estímulo de líquido alantoideo H3N2+ (por encima del 30%), el cual es el virus que se usó para 

el reto subletal. La respuesta hacia M2e cuando fue direccionado hacia DEC-205 es sustancialmente 

mayor a la que se obtiene cuando los ratones fueron vacunados con los péptidos M2e y HACD4 

(<20%). En el mismo experimiento se analizó la respuesta de proliferación hacia el epítopo HACD4, 

el cual permanece en niveles basales después de 50 d.p.i en los grupo de ratones con 

direccionamiento y sin direccionamiento hacia DEC-205, sin embargo aquellos ratones que no 

recibieron tratamiento alguno con HACD4 durante el esquema de inmunización (PBS), se detectó un 

aumento en la proliferación por el encima del 15%, el cual fue inducido sin duda por el reto subletal. 

  



 
 

83 
 

 

Figura 17. Proliferación de células de bazo procedentes de ratones inmunizados con anticuerpos conjugados y retados con 
dosis subletal de A/H3N2/NT/60/68. Se realizó un pool de células de bazo con dos ratones por cada grupo experimental 
(8 d.p.i;, reto subletal H3N2) y se tiñeron con 50 uM de CFSE. Las células fueron estimuladas con el péptido NPCD4 por 
96 horas y posteriormente se analizó la proliferación específica por citometría de flujo (A), los porcentajes de proliferación 
para cada grupo se muestran en una gráfica de barras en (B). La imagen es representativa de un experimento. 
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Figura 18. Proliferación de células de bazo de ratones inmunizados con anticuerpos conjugados y retados con dosis subletal 
de A/H3N2/NT/60/68. Se realizó un pool de células de bazo con dos ratones por cada grupo experimental (50 d.p.i;, reto 
subletal H3N2) y fueron teñidas con 50 uM de CFSE. Las células fueron estimuladas con el péptido NPCD4 ó HAB (A) o con 
HACD4 ó M2e (B) por 96 horas. Como controles positivos de proliferación se usó líquido alantoideo infectado con virus 
H1N1 ó H3N2, y concavalina A, y como controles negativos se usó líquido alantoideo sin infectar y células sin estimular. 
Posteriormente se analizó la proliferación específica por citometría de flujo, se muestran los porcentajes de proliferación 
en cada caso. La imagen es representativa de un experimento.   
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Conclusiones de la prueba de concepto 

En conjunto, estos resultados preeliminares sugieren que a pesar de no tener respuesta protectora 

ante el reto letal con IAV cuando los epitopos NPCD4 y HACD4 fueron direccionados hacia DEC-205, 

es muy probable que hubiera más células específicas previo y durante el reto, comparado con el grupo 

de ratones fueron inmunizados con los péptidos sin direccionamiento hacia DEC-205.  

Por otro lado, el direccionamiento hacia DEC-205 del epítopo M2e, resultó en un aumento en la 

respuesta de anticuerpos específicos y en la sobrevida ante un reto letal con IAV. Además, el 

direccionamiento hacia DEC-205 de M2e promovió una respuesta de larga duración, que se evidenció 

con los niveles altos de proliferación cuando células de bazo fueron estimuladas 50 d.p.i, sugiriendo 

que esta estrategia de vacunación empleada con el epítopo M2e incrementa la generación de células 

específicas de memoria.  

Aunque los resultados obtenidos con los experimentos empleando los epitopos HACD4 y NPCD4 son 

interesantes desde el punto de vista inmunológico, nos inclinamos en caracterizar mejor la respuesta 

protectora aumentada que induce M2e al ser direccionado hacia DEC-205.  

Direccionamiento de M2e hacia DEC-205 

Caracterización de anticuerpos entrecruzados con antígeno 

Los anticuerpos α-DEC-205 y el control de isotipo purificados mediante el cultivo de los hibridomas 

NLDC145 y III-10 se entrecruzaron bioquímicamente con M2e y OVA, como antígeno irrelevante. Los 

anticuerpos libres y conjugados a antígeno se resolvieron en un gel 10/15% de acrilamida bajo 

condiciones reductoras y no reductoras y se analizaron por Western blot usando un anticuerpo anti-

IgGs de rata. Como se esperaba, en condiciones no reductoras el anticuerpo no conjugado α-DEC-

205 apareció como una banda de 150 kDa, mientras que los anticuerpos conjugados con M2e (α-
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DEC-205:M2e e isotipo:M2e) mostraron dos bandas predominantes: una de aproximadamente 150 

kDa y la otra con un peso máximo de alredor de 180 kDa (Figura 19, izquierda). Cuando se usó un 

anticuerpo específico para M2e, ambas bandas fueron detectadas (Figura 19, derecha).  

Estos resultados indican que los anticuerpos se conjugaron exitosamente a los antígenos, siendo el 

entrecruzado de α-DEC-205 e isotipo a M2e heterogéneo, ya que la banda de 150 kDa parece estar 

compuesta del anticuerpos unido a pocos péptidos M2e, aunque la presencia de anticuerpo libre no 

se descarta. Mientras que la banda de 180 kDa representa el anticuerpo unido a aproximadamente 12 

moléculas del péptido. Cuando las muestras se resolvieron bajo condiciones reductoras y se revelaron 

con un anticuerpo anti-IgGs de rata, se observó una completa reducción, ya que aparecen dos bandas 

únicamente de 25 y 55 kDa, correspondiendo a las cadenas ligera y pesada respectivamente(Figura 

19). Por otro lado, los conjugados reducidos generaron las badas de 25 y 55 kDA, así como otras 

bandas con pesos que variaron de 130-160 kDa, desapareciendo la banda de 180 kDA, sugiriendo 

que los conjugados no fueron reducidos completamente. Cuando el anticuerpo anti-M2e se usó, se 

observó un patrón similar pero con una banda discreta de aproximadamente 2.7 kDa correspondiendo 

al péptido libre M2e (Figura 19). Estos resultados indican que el enlace tioeter entre el anticuerpo y el 

péptido es altamente resistente a agentes reductores y que el péptido unido puede estar protegiendo 

los enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo. Sin embargo, es claro que 

las cadenas ligera y pesadas se pueden entrecruzar con al menos un péptido.  
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Figura 19. Caracterización de anticuerpos monoclonales conjugados con antígeno. El péptido M2e y OVA se conjugaron al 
anticuerpo monoclonal α-DEC-205, mientras que el control de isotipo se conjugó solamente con M2e. Los anticuerpos 
conjugados se resolvieron en un gel de acrilamida 10/15% bajo condiciones reductoras y no reductoras y se analizaron por 
Western blot. (izquierda) la membrana se trató con un anticuerpo policlonal de conejo anti-IgGs de rata, seguido de un 
anticuerpo policlonal de cabra anti-IgGs de conejo conjugado a peroxidasa. (derecha)La membrana se trató con un 
anticuerpo monoclonal de ratón anti-M2e (14C2), seguido de un anticuerpo de cabra anti-IgG1 de ratón-HRP. La señal se 
desarrolló por quimioluminiscencia. La presencia o ausencia de 2-SE ME indica arriba de cada carril con símbolos (+ y -, 
respectivamente).  
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Con el fin de conocer la cantidad exacta de péptido M2e que se unió a cada anticuerpo se realizaron 

ensayos de slot blot, en los cuales se cargaron a una membrana de nitrocelulosa cantidades conocidas 

de cada anticuerpo y se reveló con el anticuerpo anti-M2e. La cantidad de M2e unido se determinó 

comparando con la curva que se generó con la señal de péptido libre. De esta manera se determinó 

que el péptido M2e representa de 4 al 10% de la masa total de los conjugados (Figura 20). 

Para determinar si los conjugados mantuvieron su especificidad a DEC-205, se derivaron células 

dendríticas de médula ósea y se tiñeron con anticuerpos contra CD11c, α-DEC-205, α-DEC-205:OVA, 

α-DEC-205:M2e o isotipo:M2e, y se analizaron por citometría de flujo. El anticuerpo α-DEC-205 tiñó 

aproximadamente el 27% de las células dendríticas cuando se usó un anticuerpo policlonal anti-rata 

(Figura 21). Un porcentaje similar se tiñó con α-DEC-205:OVA, seguido de un anticuerpo policlonal 

anti-OVA, o con el α-DEC-205:M2e seguido del anticuerpo anti-M2e. El anticuerpo isotipo:M2e tiñó a 

niveles basales. De esta manera, aunque ambas cadenas del anticuerpo α-DEC-205 se pueden 

conjugar con M2e, no tiene un efecto en la especificidad del anticuerpo hacia DEC-205. 
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Figura 20. Cuantificación de M2e unido al anticuerpo α-DEC-205 e isotipo. Se realizaron diluciones seriales de los anticuerpos 
α-DEC-205:M2e y α-DEC-205 (A) e isotipo:M2e e isotipo (B) y se inmovilizaron en una membrana de nitrocelulosa, la cual 
fue tratada con el anticuerpo anti-M2e, seguido de un anticuerpo de cabra anti-IgG1 de ratón-HRP. La cantidad de péptido 
M2e unido a cada anticuerpo se extrapoló de la curva estándar que se construyó con la señal del péptido solo. El péptido 
HA331-355 se usó como control negativo. La señal se desarrolló por quimioluminiscencia y se analizó con el software ImageJ.  
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Figura 21. Los anticuerpos conjugados a antígeno mantienen su especificidad por DEC-205. Se derivaron células dendríticas 
de médula ósea de ratón y se usaron para verificar la especificidad de los anticuerpos conjugados por citometría de flujo. 
Las BMDC se tiñeron con el anticuerpo α-CD11c-biotina (seguido por streptavidina APC) y 5 ug de α-DEC-205 y sus 
conjugados. El anticuerpo α-DEC-205 se detectó con un anticuerpo policlonal anti IgGs de rata conjugado a Alexa488. Los 
anticuerpos acoplados a M2 (α-DEC-205:M2e e isotipo:M2e) se detectaron con el anticuerpo 14C2 seguido de un 
anticuerpo policlonal de cabra anti IgG de ratón marcado con FITC. El anticuerpo α-DEC-205:OVA se detectó con un 
anticuerpo policlonal de ratón anti-OVA seguido del mismo anticuerpo policlonal de cabra anti IgG de ratón marcado con 
FITC.    
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 El direccionamiento de M2e hacia DEC-205 generó una mejor 

respuesta inmune comparada con péptido libre M2e 

Para evaluar la inmunogenicidad del anticuerpo conjugado, ratones BALB/c fueron inmunizados tres 

veces s.c. con α-DEC-205:M2e o isotipo:M2e equivalentes a 1ug/ratón de péptido M2e, 5 ug de 

péptido M2e ó 10 ug de α-DEC-205:OVA total, todos en presencia de 50 ug de poly I:C como 

adyuvante. Cuando se analizó el título de anticuerpos IgG específicos de M2e, el conjugado α-DEC-

205:M2e generó 40 veces más anticuerpo que los controles, y los anticuerpos IgG1 fueron 

predominantes sobre los anticuerpos IgG2a (Figura 22). Estos resultados demuestran que el 

direccionamiento de M2e a DEC-205 induce una respuesta de anticuerpos IgG mayor que el péptido 

M2e, aún usando 5 veces menos antígeno. También sugiere que, debido a que los anticuerpos IgG1 

son predominantes, una respuesta preferencialmente tipo Th2 es inducida.   

Para determinar si α-DEC-205:M2e induce protección heterosubtípica hacia una infección por IAV, los 

ratones fueron inmunizados como se describió anteriormente. Dos semanas después de la última 

inoculación, los ratones fueron infectados con una dosis letal de A/H1N1/New Caledonia/20/99 o 

A/H3N2/NT/60/68. Los ratones mostraron prácticamente la misma morbilidad (evaluada como perdida 

de peso) que los controles (Figura 23-A). Sin embargo, los que fueron inmunizados con α-DEC-

205:M2e mostraron un aumento significativo en la sobrevida (>76%) después de ser infectados con 

A/H1N1/New Caledonia/20/99 o A/H3N2/NT/60/68, comparado con lo mostrado por los controles de 

péptido libre M2e o isotipo:M2e, los cuales tuvieron un aumento en la sobrevida que varió del 20-40% 

(Figuras. 23-B y C).  
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Figura 22. Título de anticuerpos anti-M2e en ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e. Se realizó un pool de suero de ratones 
inmunizados con α-DEC-205:M2e y los grupos control, se hicieron diluciones seriadas para cada uno en PBS (1:500 a 
1:128,000).Se realizó un ensayo de ELISA para detectar anticuerpos séricos específicos para M2e, como se describe en 
materiales y métodos. Los títulos de anticuerpos se expresan como la mitad del valor máximo de absorbancia para cada 
grupo experimental y representado como la media ± SD de dos experimentos independientes (cada uno con 6 ratones por 
grupo). Las diferencias estadísticamente significativas se simbolizan como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; 
****, < 0.0001)      
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Figura 23. El direccionamiento de M2e a DEC-205 aumenta la protección heterosubtípica en contra de Virus Influenza A. Ratones inmunizados 
fueron retados i.n. con 30LD50 de A/H3N2/NT/60/68 ó A/H1N1/New Caledonia/20/99 en el día 57 de acuerdo al esquema de vacunación. Se 
construyeron gráficas de pérdida de peso (A) y sobrevida (B) con datos de dos experimentos independientes (cada uno con seis ratones por 
grupo). Las barras verticales indican la desviación estándar de la media del peso diario para cada grupo experimental. (C) Sobrevida total de 2 a 
5 experimentos independientes en contra de A/H1N1/New Caledonia/20/99 (izquierda) ó A/H3N2/NT/60/68 (derecha), representada como 
números absolutos acumulados de ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Las diferencias estadísticamente 
significativas se simbolizan como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; ****, < 0.0001).   
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 Estos resultados indican que el direccionamiento de M2e, aunque no previene la enfermedad, 

potencia una respuesta protectora heterosubtípica que mejora la sobrevida, en comparación con el 

uso de cinco veces más péptido M2e ó con el anticuerpo control de isotipo conjugado con M2e.  

Diferentes rutas de administración de α-DEC-205:M2e inducen altos 

niveles de protección 

Con el objetivo de evaluar otras rutas de administración, ratones hembra de la cepa BALB/c fueron 

inmunizados con el conjugado α-DEC-205:M2e via subcutánea, intraperitoneal ó intranasal siguiendo 

el esquema de inmunización antes descrito. La figura 24 describe la pérdida de peso y la sobrevida 

que registró cada grupo experimental posterior al reto. En este ensayo. todas las vías de 

administración registraron altos grados de sobrevida, siendo las más altas las alcanzadas con la vía 

i.n y la s.c. (100%), mientras que la vía intraperitoneal registró un 75%. En cuanto al progreso de la 

enfermedad, todos los grupos perdieron peso de manera similar hasta el día 7. En este punto, el grupo 

que recibió la vacuna vía i.n. comienza un ascenso en el promedio de su peso, y el grupo de la vacuna 

administrada de manera s.c. lo estabilizó permanentemente. Por otro lado, el grupo que recibió la 

vacuna i.p.retrasa su recuperación un día con respecto a los demás, y el grupo de PBS presenta una 

pendiente permanente hasta el día 10, el cual es el último registro debido a que todos los ratones 

murieron o se sacrificaron debido a que perdieron más del 25% de su peso y se consideró como 

muerte relacionada a infección por IAV. Estos resultados sugieren que múltiples vías de inmunización 

pueden ser utilizadas con esta estrategia de vacunación.  
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Figura 24. Diferentes vías de inmunización con α-DEC-205:M2e inducen protección 4 Ratones por grupo 
inmunizados por diferentes vías fueron retados i.n. con 30LD50 de A/H3N2/NT/60/68 ó A/H1N1/New 
Caledonia/20/99 en el día 57 de acuerdo al esquema de vacunación. Se construyeron gráficas de 
pérdida de peso (A) y sobrevida (B). Las barras verticales indican la desviación estándar de la media del 
peso diario para cada grupo experimental  
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Los anticuerpos séricos anti-M2e inducidos por el direccionamiento a 

DEC-205, pero no las células T CD4+ efectoras, son los responsables 

de la protección 

Estudios previos han mostrado que la respuesta inmune protectora inducida por el péptido M2e se 

debe principalmente a anticuerpos séricos (133-135), aunque recientemente se publicó en otro estudio 

que las células T CD4+ anti-M2e efectoras también están implicadas (125). Con el objetivo de 

determinar si los anticuerpos séricos son responsables de la protección observada, ratones fueron 

inmunizados con el anticuerpo α-DEC-205:M2e, y dos semanas después de la tercera inmunización, 

se colectó el suero y se transfirió a ratones naive, seguido de un reto letal con IAV H3N2/NT/60. Como 

controles positivos de protección se utilizó un grupo de ratones inmunizados con el anticuerpo 

conjugado α-DEC-205:M2e, mientras que como controles negativos, ratones naive se transfirieron con 

suero de ratones inoculados únicamente con poly I:C, o ratones naive sin transferencia. Solamente 

los ratones naive que recibieron suero procedente de ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e 

presentaron una sobrevida similar que los ratones inmunizados de la misma forma (Figura 25). Como 

era esperado, los anticuerpos anti-M2e séricos no fueron neutralizantes in vitro (Figura 26), ya que 

está reportado que ejercen sus funciones protectoras debido al reconocimiento de M2e en la 

membrana de células infectadas y a la cooperación con macrófagos y células NK por la región Fc del 

anticuerpo (136, 137).  
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Figura 25. La transferencia adoptiva de suero anti-M2e induce protección en contra de la infección por IAV. Sobrevida total 
en contra del reto letal con 30LD50 de A/H3N2/NT/60/68 (derecha) representada como números absolutos acumulados de 
ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Los grupos experimentales representados incluyen 
ratones naive que fueron transferidos i.p. con 350 uL/ratón de un pool de suero obtenido de ratones inmunizados con α-
DEC-205:M2e (post tercera inmunización) (Títulos de anticuerpos anti-M2e Abs; IgG: 1:52,000, IgG1: 1:15,000 and IgG2a: 
1:3,750 ), como controles negativos, ratones naive recibieron suero de ratones inmunizados con PBS más poly I:C, y ratones 
naive sin transferencia de suero, como control positivo de protección se usaron ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e. 
La figura representa la sobrevida total de 1 a 3 experimentos representada como números absolutos acumulados de ratones 
vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Las diferencias estadísticamente significativas se simbolizan 
como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; ****, < 0.0001).  
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Figura 26. Los anticuerpos anti-M2e generados ante la inmunización con α-DEC-205:M2e no son neutralizantes in vitro. 
Diluciones seriadas en medio DMEM de un pool de suero obtenido de ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e (post 
tercera inmunización) se mezclaron con 100 pfu de IAV H1N1/New Caledonia/20/99 y se incubó por 1h a 37°C. Como 
controles de neutralización se usaron suero de ratón pre-inmune (negativo) y un anticuerpo de conejo anti-FLU (positivo) y 
se trataron en las mismas condiciones. Después del periodo de incubación, la mezcla se añadió a una monocapa de células 
MDCK en placas de 96 pozos y se incubó otra hora a 37°C. Después de este periodo, el inóculo se remplazó por medio 
DMEM fresco que contiene 1ug/mL de tripsina tratada con TPCK y se incubó por 18-20 horas a 37°C. Posteriormente, las 
placas se congelaron y descongelaron tres veces y el lisado resultante se usó como antígeno en un ensayo de ELISA para 
determinar carga viral, como se describe en materiales y métodos. La gráfica muestra la media del porcentaje de 
neutralización de tres experimentos independientes, el cual fue calculado considerando 0% el valor de absorbancia 
obtenido de células MDCK sin suero. Las barras representan la ±SD para cada valor de media de absorbancia obtenida en 
cada grupo a determinado tiempo   

D ilu c ió n  d e  s u e ro  (1 /x )

N
e

u
tr

a
li

z
a

c
ió

n
 (

%
)

2
0

0

4
0

0

8
0

0

1
6

0
0

3
2

0
0

6
4

0
0

1
2

8
0

0

2
5

6
0

0

5
1

2
0

0

1
0

2
4

0
0

S
in

 S
u

e
r
o

0

5 0

1 0 0
R a b b it p o lic lo n a l  -F L U  d e  c o n e jo

S u e ro  d e  ra tó n  -M 2e

S u e ro  d e  ra tó n  p re in m u n e



 
 

99 
 

Para determinar si las células T CD4+ estaban involucradas en la protección como células efectoras, 

a ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e se les eliminó la población de células T CD4+ con el 

anticuerpo monoclonal de rata GK1.5 administrado en los días -3, 0 y +3, con respecto al día del reto 

con virus A/H3N2/NT/60/68. Para este anticuerpo (GK1.5), se reportaron niveles de eliminación muy 

cercanos al 100%, en ratones BALB/c naive después de la última administración de GK1.5 con el 

mismo esquema que se usó en el presente ensayo (Figura 27-B). Como control positivo de protección 

se usaron ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e sin tratamiento, y como control negativo, se 

usaron ratones naive. Como se observa en la figura 27-A, la eliminación de células T CD4+ no tuvo 

efecto en la protección inducida, lo que indica que las células T CD4+ efectoras no participan en la 

protección inducida por el direccionamiento de M2e a DEC-205.  

El direccionamiento de M2e a DEC-205 no es efectivo en ratones 

C57BL/6 

Trabajos previos con diferentes estrategias de vacunación basadas en M2e han mostrado que la 

inmunidad hacia M2e varía entre animales con diferente fondo genético (63).Para determinar si el 

direccionamiento de M2e a DEC-205 tiene efectividad en un modelo de ratón con un fondo genético 

diferente que el de BALB/c (H-2d), ratones C57BL/6 (H-2b) fueron inmunizados con α-DEC-205:M2e, 

péptido M2e o PBS en presencia de 50 ug/ratón de poly I:C y retados con 30LD50 de A/H3N2/NT/60/68. 

Como se aprecia en la figura 28, el direccionamiento de M2e a DEC-205 no proporcionó protección, 

ya que el total de los ratones murieron al día 8 p.i, similar a lo ocurrido con el grupo de ratones 

inmunizados con PBS. Mientras que los animales que recibieron 5 ug de péptido M2e sobrevivieron 

un 33%, similar a lo que se reportó anteriormente con ratones BALB/c innmuizados y retados de la 

misma manera. 
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Figura 27. Las células T CD4+ efectoras no son responsables de la protección inducida por α-DEC-205:M2e. (A)Sobrevida 
total en contra del reto letal con 30LD50 de A/H3N2/NT/60/68 (derecha) representada como números absolutos 
acumulados de ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Los grupos experimentales 
representados incluyen ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e a los que se trataron con anticuerpo GK1.5 en los 
días -3, 0 y +3 con respecto al día del reto. Como controles se usaron grupos de ratones inmunizados con α-DEC-
205:M2e y ratones naive. La figura representa la sobrevida total de 1 a 3 experimentos representada como números 
absolutos acumulados de ratones vivos y muertos, graficados en barras normalizadas al 100%. Las diferencias 
estadísticamente significativas se simbolizan como valores P (*, < 0.05; **, < 0.01; ***, < 0.001; ****, < 0.0001). (B) 
Eliminación de células T CD4+ en ratones BALB/c. Para corroborar la funcionalidad del anticuerpo GK1.5, ratones BALB/c 
fueron tratados vía i.p. con diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD4 purificado del hibridoma GK1.5 en tres 
dosis separadas por tres días cada una. Posterior a la tercera dosis se extrajo el bazo a cada ratón y se tiñeron los 
esplenocitos con un anticuerpo anti-CD4 marcado con APC y se evaluó por citometría de flujo la presencia de células T 
CD4+. El control negativo de este experimento fue un ratón tratado con PBS. Este resultado fue tomado de la tesis de 
la M. en C. Yunuen Acevedo Betancur.  
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Figura 28. En ratones C57BL6 el direccionamiento hacia DEC-205 no induce protección 3-4 ratones C57BL6 por grupo inmunizados 
con α-DEC-205:M2e, péptido M2e y PBS, todos en presencia de poly I:C fueron retados i.n. con 30LD50 de A/H3N2/NT/60/68 en el 
día 57 de acuerdo al esquema de vacunación. Se presenta los datos de un experimento representativo en donde se grafica la curva 
sobrevida con respecto al tiempo para cada grupo experimental. 
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DISCUSIÓN 

Los IAV son responsables de aproximadamente medio millón de muertes cada año, y en la actualidad 

existe el riesgo de que nuevas cepas surjan debido a sus mecanismos de evolución, causando una 

pandemia mundial. A pesar de la existencia de vacunas estacionales, su eficacia depende de la 

exactitud de la elección de las cepas de IAV cada año, y por ende pueden tener poco o nulo impacto 

sobre los virus ocasionantes de pandemias (138). Por lo tanto, existe un gran interés en el desarrollo 

de una “vacuna universal” que pueda proteger en contra de cualquier cepa de IAV mediante la 

implementación de antígenos altamente conservados junto con estrategias que incrementen su 

inmunogenicidad. Acorde con esto, en el presente trabajo, epítopos altamente conservados (de células 

T CD4+ y B) de proteínas de IAV fueron direccionados hacia DC mediante un anticuerpo específico 

para el receptor endocítico DEC-205 conjugado químicamente a péptidos sintéticos derivados de cada 

epítopo, en presencia de poly I:C como adyuvante, con el fin de aumentar la respuesta inmune 

protectora heterosubtípica. 

DEC-205 está altamente expresado en la superficie de DC, y su función es internalizar antígenos y 

entregarlos a endosomas que contienen moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), 

promoviendo su presentación a células T CD4+ o presentación cruzada a células T CD8+. Por lo tanto, 

direccionar antígenos a DEC-205 ha sido usado para inducir respuestas de células T, ya sea 

inflamatorias, para enfermedades infecciosas o cáncer (con adyuvante) o tolerogénicas para el caso 

de enfermedades autoinmunes (sin adyuvante) (ver tabla 1) (88, 91, 94, 97, 105, 139-143). Además, 

distintos estudios han mostrado que el direccionamiento de antígenos a DEC-205 puede también 

inducir respuestas protectoras de anticuerpos (92, 93, 98, 106).  
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Direccionamiento de HAB, HACD4 y NPCD4 a DEC-205 

En resultados preliminares, el direccionamiento de los epítopos HAB y los epítopos para células T 

CD4+, aunque no fueron los esperados, son interesantes para el análisis y la formulación de nuevas 

hipótesis. Cuando estos epítopos se direccionaron a DEC-205, no resultó en respuesta de anticuerpos 

(para el caso de HAB) ni en aumento de la sobrevida. Además, cuando los epítopos para células T 

CD4+ se direccionaron parecieron tener un efecto que contrarrestó la protección inducida por la 

administración de cada péptido libre, o cuando se administró en conjunto con α-DEC-205:M2e. Sin 

embargo, al analizar la respuesta específica de proliferación y liberación de IL-2 en esplenocitos de 

ratones vacunados (pre y post-reto con IAV) estimulados con los péptidos, en todos los casos hubo 

proliferación específica de cada epítopo, lo que sugiere que el direccionamiento de antígeno a DEC-

205 probablemente si está presentando antígenos a células T, sin embargo, no están adquiriendo un 

fenotipo protector, o están provocando mayor patología por la sobreproducción de citocinas pro-

inflamatorias. 

Es probable que la respuesta obtenida sea consecuencia de la naturaleza de cada epítopo 

direccionado. Acorde con esto, los diversos epítopos capaces de montar respuesta de células T CD4+ 

presentan diferentes grados de vida media de unión a moléculas de MHC clase II, y esto está 

directamente relacionado con la intensidad de señal que inducirá sobre el TCR durante la activación. 

Está reportado que la fuerza de señalización por el receptor de células T es determinante para su 

diferenciación a un fenotipo en particular(144). En general, una fuerte señalización por el TCR favorece 

la diferenciación de células T cooperadoras al fenotipo Th1(145). Además, la señalización diferencial 

que tiene lugar durante el primer encuentro con el antígeno, tiene repercusiones sobre la sensibilidad 

a antígeno durante el reto con IAV. En este sentido, Nagaoka et al (146), encontraron que la 

inmunización de ratones con péptidos de baja estabilidad al TCR indujeron células T CD4+ efectoras 
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que proliferaron y produjeron IL-17A después del reto con IAV. En contraste, células efectoras 

inducidas con péptidos de alta estabilidad se mostraron un fenotipo terminalmente diferenciado y no 

proliferaron ante el reto.  

Direccionamiento de M2e a DEC-205  

El resultado más sobresaliente de este estudio fue la protección incrementada que se obtuvo al 

direccionar el ectodominio de la proteína M2 (M2e) de IAV a DEC-205 en presencia de poly I:C, como 

adyuvante. A pesar de no obtenerse diferencias significativas en la pérdida de peso entre el grupo de 

ratones inmunizados con α-DEC:205:M2e y los grupos control (PBS e isotipo:M2e), se registró un 

aumento de sobrevida total de 76% cuando se direccionó el péptido de M2e (3 ug/ratón administrado 

en tres dosis) a DC vía DEC-205, lo cual contrasta con el 20-40% de protección que se logró con 

cantidades equivalentes de M2e unido al anticuerpo control de isotipo, o cuando se administró cinco 

veces más péptido libre M2e.   

En respuesta a la infección por IAV en humanos, los niveles de anticuerpos específicos de M2e son 

bajos o nulos (64). Sin embargo, estudios experimentales en modelos animales con diferentes 

estrategias de vacunación basados en M2e han determinado que los anticuerpos anti-M2e tienen una 

alta reactividad cruzada entre cepas de IAV, y por ende, inducen altos niveles de protección 

heterosubtípica (134). A pesar de que estos anticuerpos no son neutralizantes, contribuyen a la 

protección uniéndose a M2 expuesto en la superficie de células infectadas, y cooperando con 

macrófagos o células NK vía receptores Fcϒ (FcRϒ) (136, 137, 147, 148). De manera similar en 

nuestro trabajo, el direccionamiento de M2e a DEC-205 incrementó la producción de anticuerpos IgG 

séricos específicos, y como era de esperarse no fueron neutralizantes in vitro. Además, los anticuerpos 
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anti-M2e resultaron ser el mecanismo protector efector de esta vacuna, como fue evidenciado por 

experimentos de transferencia de suero. 

Los subtipos de anticuerpos anti-M2e IgG1 e IgG2 han sido asociados con la protección inducida por 

M2e, ya que ambos son capaces de unirse a FcRϒ (148). El subtipo IgG2a se une preferencialmente 

a FcRϒI, III y IV, mientras que IgG1 solo se une a FcRϒIII (147). Estudios previos sobre la 

inmunogenicidad de M2e usando diversas plataformas de vacunación han mostrado resultados 

variados con respecto a la predominancia de anticuerpos anti-M2e IgG1 e IgG2a (66, 149-154). En 

nuestro modelo de vacunación, el subtipo IgG1 fue predominante sobre los anticuerpos IgG2a en 

ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e, isotipo:M2e o péptido libre M2e. Por lo tanto, es muy 

probable que la actividad protectora del suero de ratones inoculados con el conjugado α-DEC-205:M2e 

se debió principalmente a la acción de anticuerpos anti-M2e del subtipo IgG1.  

Contrario con nuestros resultados, reportes previos indican que bajo ciertas condiciones 

experimentales, la protección inducida por M2e depende principalmente de células T CD4+ efectoras 

pro-inflamatorias (125). En nuestro trabajo, cuando a ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e se les 

eliminó las células T CD4+ previo al reto con IAV, la protección inducida por el direccionamiento no 

disminuyó. El papel de las células T CD4+ en nuestro modelo de vacunación podría estar relacionado 

mayormente a la cooperación en la producción de anticuerpos, ya que la proporción anticuerpos anti-

M2e IgG1:IgG2a sugiere que una respuesta Th2 fue predominante durante la fase inductora de la 

respuesta inmune específica a la vacuna.  

En nuestro modelo, altos títulos de anticuerpos anti-M2e séricos se presentaron después de la 

segunda inmunización con α-DEC-205:M2e, mientras que con el grupo control isotipo:M2e se 

detectaron niveles bajos de anticuerpos anti-M2e posterior a la tercera inmunización. Estudios previos 

han mostrado que el péptido M2e contiene epítopos B y T dentro de su corta secuencia (63). De 
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manera más específica, M2e contiene un epítopo para células T CD4+ (70, 125) restringido a la 

molécula de MHC clase II I-Ad, el cual está presente en el modelo animal usado en este estudio 

(BALB/c; H-2d). Por lo tanto, es muy probable que la respuesta de anticuerpos incrementada en 

ratones inmunizados con α-DEC-205:M2e fue el resultado de una eficiente inducción de células T 

CD4+ específicas de M2e por células dendríticas vía DEC-205 (88), las cuales subsecuentemente 

cooperaron con células B específicas. Además, el conjugado α-DEC-205:M2e no solo participaría 

dirigiendo a M2e a DC, también podría estar actuando como un complejo acarreador, el cual puede 

ser captado por células B a través de su BCR. Después del procesamiento, estas células podrían 

presentar péptidos derivados de M2e a células T CD4+ de memoria en el contexto de moléculas de 

MHC clase II (Figura 29). 

En contraste, aunque el conjugado isotipo:M2e podría actuar como un complejo acarreador a células 

B estimuladas, los títulos bajos de anticuerpos podrían ser explicados por una pobre inducción de 

células T CD4+ de memoria. De acuerdo a esto, Amorim et al mostraron la importancia de tener 

epítopos B y T dentro de una secuencia peptídica dirigida a DEC-205 con el fin de inducir una 

respuesta potente de anticuerpos (93), ya que cuando direccionaron el polipéptido MSP42 de 

Plasmodium vivax a DEC-205, el cual contiene epítopos B y T se indujo una potente respuesta de 

anticuerpos. Por el otro lado, cuando un fragmento de este polipéptido que solo contienen epítopos B 

(MSP19) se direccionó a DEC-205, no hubo respuesta.  

El papel de DEC-205 en células B activadas durante la inducción de altos títulos de anticuerpos séricos 

en ratones inmunizados con el conjugado α-DEC-205:M2e no puede ser descartado. Aunque las 

células B expresan niveles bajos de DEC-205 comparado con las DC, su expresión se incremente en 

ellas cuando se activan, así como su potencial para capturar y presentar péptidos a células T (155). 

Además, células B de centro germinal direccionadas con antígeno vía DEC-205 incrementan su 
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potencial para interactuar con Tfh y, por ende, aumenta la generación de células plasmáticas (156, 

157). Por lo tanto, es probable que el conjugado α-DEC-205:M2e no solo estimuló células B a través 

de sus receptores de antígenos específicos, sino que también lo pudo haber realizado a través de 

DEC-205, presente en células B activadas, lo que resultó en una incrementada presentación de 

antígeno a células T CD4+ de memoria y generación de células plasmáticas. 

Como se mencionó anteriormente, ante una infección natural la respuesta humoral hacia M2e en 

humanos es pobre, sin embargo en aquellos individuos que presentan anticuerpos séricos (aún bajos), 

la respuesta aumenta ante una segunda infección, como lo evidenció Zhong et al (158), cuando analizó 

la respuesta de anticuerpos pre y post pandemia del año 2009, encontrando que individuos con títulos 

bajos de anticuerpos anti-M2e preexistentes tuvieron una respuesta más potente después de la 

infección con el virus ocasionante de la pandémia del 2009 (A/H1N1pdm09). Estos anticuerpos 

tuvieron reactividad cruzada con proteínas M2 de múltiples IAV estacionales. Esto sugiere que una 

vez establecida la memoria inmune hacia M2e (de células T y B), es muy probable que la respuesta 

protectora específica sea más eficiente. De acuerdo a nuestro trabajo, el direccionamiento de M2e 

aumenta la generación de células de memoria, que se evidenció cuando células de bazo de ratones 

inmunizados y retados con una dosis subletal de virus influenza A/H1N1/New Caledonia/20/99 

recuperadas 50 días después de la infección y estimuladas con el péptido M2e, se indujo una 

respuesta proliferativa más potente que en células procedentes de ratones de grupos control.  

Trabajos previos con diferentes estrategias de vacunación basadas en M2e han mostrado que la 

inmunidad hacia M2e varía entre animales con diferente fondo genético (63). En este sentido, Wolf et 

al (159) reportó que ratones C57BL/6 (H-2b), C3H (H-2k), CD1/ICR, y Swiss Webster inmunizados con 

una vacuna basada en M2e tuvieron una carga viral significativamente mayor que ratones BALB/c (H-

2d), y esto correlacionó con una respuesta disminuida de anticuerpos y células T en dichos ratones, 
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comparada con la potente respuesta que se obtuvo con los ratones BALB/c. Estos resultados 

concuerdan con lo que se obtuvo en el presente trabajo cuando se direccionó M2e a DEC-205 en 

ratones C57BL/6, en los cuales no hubo respuesta protectora, esto sin duda está relacionado a la 

ausencia del epítopo CD4 en la secuencia de M2e, el cual está presente en ratones BALB/c, restringido 

al haplotipo H-2d. Aunque para este experimento no se evaluó respuesta de anticuerpos, los datos 

contribuyen a reforzar la hipótesis de Amorim et al(93), de la importancia de tener epítopos T CD4+ y 

B dentro de un antígeno direccionado a DEC-205 para la inducción de anticuerpos específicos, debido 

a que el mecanismo efector de nuestra vacuna se debe a respuesta humoral específica.  

La ruta de administración es importante en el desarrollo de nuevas vacunas, y en nuestro modelo es 

de particular relevancia debido a los niveles de expresión variables de DEC-205 en diversos subgrupos 

de DC, a sus distintas localizaciones y a la variedad de funciones biológicas a las que cada subgrupo 

se especializa. Cuando el anticuerpo conjugado α-DEC-205:M2e se administró por diversas vías 

(intraperitoneal, subcutánea e intranasal) altos niveles de protección se encontraron en todas ellas. 

Trabajos previos sugieren que los anticuerpos anti-DEC-205 conjugados con antígeno pueden 

movilizarse a órganos linfoides periféricos. Bonifaz et al (88) mostró que el anticuerpo α-DEC-205 

conjugado con Alexa488 pudo ser encontrado en células dendríticas CD11c+CD8+ de nódulos linfoides 

periféricos y bazo después de 6 horas de su inoculación s.c.. Debido a que las células dendríticas de 

piel no expresan CD8, estos datos sugieren que el conjugado viajó a vía linfa y/o sangre periférica. De 

manera similar, cuando se inoculó el conjugado α-DEC-205-OVA, el mismo subgrupo de DC pudo 

teñirse en los mismos órganos linfoides con un anticuerpo anti-OVA.  

El ectodominio de la proteína M2 ha sido direccionado hacia otros dos receptores endocíticos de DC 

(Clec9A y XCR1). El receptor Clec9A se expresa específicamente en el subtipo de DCs 

convencionales CD8+ de ratón, en su equivalente migratorio CD103+, y en las DCs CD141+
 de humano. 
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El direccionamiento de antígenos a este receptor ha mostrado inducir respuestas potentes de células 

T citotóxicas, mediante una eficiente presentación cruzada de antígenos en moléculas MHC-I a células 

T CD8+; asi como respuestas incrementadas de anticuerpos, por una eficiente presentación de 

antígenos vía MHC-II, que inducen células Tfh y memoria, inclusive en ausencia de adyuvantes. De 

manera relevante, Park et al., encontraron que la inmunización de ratones (BALB/c y C57BL/6) con 

una única dosis de 2 ug de un anticuerpo de rata anti-Clec9A fusionado a 3 moléculas de M2e 

(equivalente a 0.21 ug de M2e) indujo títulos altos y duraderos (> 42 días post inmunización) de 

anticuerpos específicos anti-M2e. Interesantemente, en los ratones C57BL/6 que recibieron la vacuna 

sin adyuvante, se registraron niveles altos de Abs comparables al grupo que recibió CpG como 

adyuvante. Por el contrario, cuando se direccionó M2e a Clec9A en ausencia de adyuvante se 

registraron títulos de anticuerpos anti-M2e diez veces menores que los que se registraron con la 

inmunización con adyuvante. Esta estrategia de direccionamiento resultó en 90% de protección 

cuando ratones BALB/c se retaron con una dosis letal de virus PR8 (160). El receptor XCR1 también 

se expresa en células dendríticas convencionales y fue direccionado con M2e por Deloizi et al en un 

modelo de cerdos (161). Los autores encontraron que el direccionamiento de M2e a XCR1 incrementó 

la respuesta de anticuerpos IgG anti-M2e en ausencia de adyuvante. 

Conjuntamente estos resultados sugieren que el direccionamiento de M2e a receptores endocíticos 

de células dendríticas como DEC-205 es una estrategia eficiente que permite aumentar su 

inmunogenicidad y podría ser una alternativa para el desarrollo de nuevas vacunas contra IAV.  
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Figura 29. Modelo hipotético propuesto. FASE INDUCTORA. El anticuerpo α-DEC-205:M2e fue internalizado por células dendríticas 
y M2e presentado a células T CD4+, las cuales cooperaron en la producción de anticuerpos IgG1, mediante la liberación de citocinas 
Th2. Al mismo tiempo, el anticuerpo conjugado pudo funcionar como un complejo acarreador, siendo reconocido por células B 
naïve mediante su BCR dando lugar a células B plasmáticas productoras de anticuerpos, o bien presentando M2e a células T CD4+ 
proveyendo ayuda intermolecular para la generación de anticuerpos. El conjugado también pudo ser captado vía DEC-205 por 
células B activadas, resultando en una presentación incrementada de M2e a células T CD4+. FASE EFECTORA. Ante el reto, los 
anticuerpos IgG1 reconocen M2 en la membrana plasmática de células infectadas, los cuales fueron reconocidos por células NK y 
macrófagos alveolares vía su receptor Fcγ, limitando la infección por mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos (ADCC), y fagocitosis dependiente de anticuerpos (ADP). 

.
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CONCLUSIÓN Y PERSPECTIVAS 

El direccionamiento de M2e a DEC-205 potenció la respuesta de anticuerpos y generó mayor 

sobrevida ante retos heterosubtípicos que los ratones que recibieron cinco veces más péptido libre, 

por lo que parece ser una eficiente herramienta para incrementar respuestas inmunes protectoras, y 

provee una nueva alternativa para el desarrollo de una vacuna universal heterosubtípica.  

Estudios futuros deberán enfocarse a investigar la fase inductora de la respuesta inmune, más que la 

fase efectora, determinar que subgrupos de DC son las responsables de captar y presentar antígeno 

a células T, que tipo de respuesta de anticuerpos se promueve cuando se direcciona M2e (folicular vs 

extrafolicular), el papel de las células B en la captación de antígeno vía DEC-205, duración de la 

memoria inmune generada (corto o largo plazo), el patrón de citocinas en células Th, la optimización 

del diseño experimental de la vacuna (número de dosis, curva de antígeno), así como el efecto que 

tienen otros adyuvantes en la respuesta inmune. 

Por otro lado, esta herramienta parece no ser eficiente contra todos los antígenos, como fue 

evidenciado por experimentos preliminares con el uso de epítopos de células T CD4+ y de la vacuna 

estacional trivalente, sugiriendo que esta herramienta tiene que ser investigada para cada antígeno 

propuesto. Es necesario confirmar los resultados preliminares con estos epítopos y TIV, y formular 

nuevas hipótesis basados en ellos. Es probable que la implementación de ciertos epítopos con el uso 

de ciertos adyuvantes puedan desarrollar un aumento en la patología por la sobreproducción de 

citocinas pro-inflamatorias, por lo que el uso de nuevos adyuvantes o la implementación de estrategias 

sin adyuvante podrían ayudar a contestar estas interrogantes, además de generar nuevo conocimiento 

del mecanismo de acción de vacunas basadas en DEC-205.
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ANEXOS 

Anexo A. Artículo de investigación original publicado 
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and Iheir subsequenl ",lease into Ibe cytoplasm 15J. Moreover. 
M2 e balances the pH in lile ITOns-Golgi network (TGN ). thus pre­
venling an early hemagg1utinio (HA) membrane fusion conforma­
tion 16J. 

Experimental daU have revedled thal M2e Can ioouce prolec­
live Ileterosubtypic immune re'iponses. Even Ihough M2e­
specific-Abs a", non-neutralizing. IIle~ Can Ilelp eliminate infecled 
cells by recognizing M2e on their surface. They engage macro­
phages Or NI( cells via Fcy recepIOr:s. promoling phagocytosis 
andJor antibody..dependenl cell cylotoxicity (ADCC) 17- 91. Fur­
Ihermare. several sludies have "'ported specific T cell epilopes 
(CD4 aoo (08) within M2e. which may contribute lo tlle proteclion 
11G-13J. 

However. immunogenicily lo M2e is very poor wilhin tlle 
COIJr:5e of a nalural lAV infeclion. and specific Abs a", inefficient 
in recognizing tlle few molecules present on lile virion membrane 
(aboUl 16). due lo tlle sleric hindrance exerted by majormembrane 
glycoproteins IHAarn1 neuraminidase(NAlI I141 . To overCome this. 
M2 e-b,ased vaccines have been tesled in differenl animal models 
(mice. fer",ti. aoo rllesus monl<eys ~ Differenl approaches have 
also been Iried to increase ilS immunogenicily. like coupling it lo 
catrier proteins 12J, including il in virus-like particles (VlPs) 1151, 
rodifying it in DNA vaccines 1161. and using a variely of adjuvanls. 
In general. Ihese vaccines have been S,10wn lo induce high levels of 
heterosubtypic proleclion. 

In Ihis conlexl. largeling antigem lo anligen-presenting cells 
(APC). aoo especially lo De. is a slratexylhal could be used lo boaSI 
cellular aoo humoral immunity lo M2 e. On lheir surface. De a", 
equipped with endocytic receplor:s . .... hich I'romole anligen inlN­
nalization and the subsequent I'rocessing and presenlalion to T 
cells. These fedlUre'i have been used for designing experimenlal 
vaccines lhat polentiale immuoogenicity againsl particular anli ­
gens. when Ihey a", linked to receptor-specific mAbs. thus opli ­
mizing Iheir deliveT)' lo De 1171 . 

Among these TKeptOTS. OH: 205 is ""'rticul~rly ~ttT~ctive fOT 
OC-b,ased vaccines. OEC-205 is a C-type leclin predominantly 
expressed on Ihe surface of skin De ¡nd wilh a millOf expTession 
reponed on B cells. NI( cells. T cells and plasmacytoid De (pOC) 
118.191. lt appear:s lhal the main biologic role ofOEC-205 is 10 pro­
mote tolerance by sensing apoplOlic (ells and the subsequenl pre­
sentalion of self-anligens 10 T cells 120.21]. However. when the 
antigen is largeted lo Ihis receptor ampled 10 mAbs in lile pres­
enCe of adjuvant. Ihe delivery aoo !he potential presentation of 
OC to CD4 T cells (via MHC-ll ) Or Ihe cross-p",sentation to COS 
cells (via MHC 1) are greatly enhanCl"d. with minimal quantities 
of antigen compared lo a IlOn-ld rxeted antigelL Funhermare. 
evidence suggests that targeting antigens 10 OEC-205 Ihrough par­
enteral immunization leads to slrong¡ OO prolecliveT-all mucosal 
responses. which is particularly ",lev.nt for Ihe design of vacci nes 
againsl viruses Ihat infecl mucosa 121.221. Moreover. uooer exper­
imental conditions. activaled S cells are capable ofpresenting anli ­
gen to T cells via OEC-205 aS efficiently as De. On Ihe other haoo. 
germinal center (Ge ) B cells largeled via OEC-205 inc",ase Iheir 
potenlial to interact with follicular helper T cells (Tfh ). aoo Ihey 
generate plasma cells or reenterthe dlri< zone oflhe CC for funher 
proliferation aoo maluration 123.241. 

The aim of Ihis wOTk was to investigate whether laTgeting the 
M2e peptide. which contains epitopes of bolh B and T cells. lo 
OC via DEC-205 could improve ilS immunogenicity compared lo 
M2 e-free peptide. We found thal M2e targeted 10 OEC-205. in 
Ihe p",sellCe of adjuvant. greatly enhanced Ihe heterosubtypic pro­
leclion against an lAV infeclion compared to M2e-fTee peptide or 
M2 e peplide conjugated to an iSOiype control mAlI. We also found 
Ihat Ihis proteclion waS dependent on non-neutralizing serum 
antibodies bUl iooependenl of effeclor C04' T cells. 

2 M .. IeÑl .. nd melhods 

2.J. Mic~ 

Specific-palhogen-f= 4 to 8weeks old female BAtB/c mice 
we", provided by the BiotechllOlogy lnslitute (1ST. UNAM. Cuer­
navaca. Mo",los. Mexico). For experimental procedUTes. mice weTe 
housed eilher in the 1ST OJ in the Farulty ofMedicine(UAEM. Cuer­
navaca. Morelos. Mexico) uooeT slandard light/dark cycle 
(12 h/12 h) and provided wilh food and water ad libirum. 

2.2. Cells 

Madin-Darby Cdnine kidney cells (MDCK: ATCC CCL-J4) weTe 
m~inMined in O"lbecco's modified Eagle'< medi"m (OMEM ). <"1' 
plemented wilh 102: of Ileal-inactivaled fetal bovine Serum (FBS ). 
2 mM L-glulamine. and 100 UJmL penicillin/ l00l'gJml slrepto­
mycin (GIRCO). n.e hybridomas NlDC145 (rat anli -mOlJse OEC-
205. IgG2a ). lll -1O (control of rat iSOiype. IgG2a). CI( I .5 (ral anti ­
mouse CD4. IgG2b) (ArrC TIB-207) and M2- 1C6-4RJ (mouse 
anli -Ml of innuenza. IgGl: ATCC H864) were maintained in RPMl 
medium. sUPl'lemented with 102: heal-inaclivated FBS. 2 mM l ­
glulamine and 20I'8/mL genlamycin (G1SCO ). The hybridomas 
NlDC145 and lll -1O w= kindly donaled by Ralph Sleinman's 
group (laboratoT)' of Cellular Physiology. The Rockefeller Univer­
sity. New York) 125J. OCs weTe deTive<! from 9 to 12 days CUltUTes 
of mouse bone marrow cells in Ihe preseoce of GM-CSF (lnvitro­
gen). as p",viously described 122J. 

2.3. Viruses 

lnnuenza virus A/H1Nl /New Caledonia/20J99 and A/HJN2/ 
NT/60/68 were kindly donaled by Carlos Arias (lBT. UNAM. Cuer­
navaca. Morelos. Mexico) and Jack Bennink and Jonalhan Yewdell 
(laboratoT)' ofViral Immuoology. NlAIO. N1H. 8ethesda. Marylarn1 ). 
respectively. Viruses weTt expanded in vilro in MDeK cells. Or in 
10days old chicken embryos (Alpes. Mexico) infecled and iocu­
b,aled for 48 h al 34 "C. For in vivo infeclions. viruses were adapted 
10 mouse by serial pass"les (14 limes ) in BALB/c mice aS previ ­
ously described 126.271. Cell lysales. allantoic Ruid. and lung 
homogen.ales weTe aliquoted and Slored al - 80"C unlil Iheir use. 

2.4. f'l>plides and antibodies 

l'eptides derive<! fmm a consensus human virus sequellCe of 
M2 e (aa 1-24: MSlLlrVEIl'lRNEWGeRCNDSSO) 1141 and a B cell 
epitope from HA of A/Hl .ll l /New Caledonia/20/99 virus (aa 331 -
355: VfGlRNIPSIQSRGlFGAlACFlEG; HA'"_1") were synthesized 
by FZbiolab (Carmel. CA~ Hybridomas producing mAlIs OI-OEC-
205. isotype conlrollll -l0. anli-CD4 and anti -Ml ofinnuenza weTe 
cultured. and Ihe mAb prtsent in lile supeTnalantS was purified aS 
previously described by BadiJlo-Godinez el al. 122J. A polyclonal 
anli -inRuenza virus Ah waS produced in rabbil by immunizing 
wilh a mixlure of Ihe innuenza viruses A/HINl fNew Caledo­
nia{20/99 and A/H3N2 /NT/GO/68 (anli -FLU ~ A I>omemade mouse 
anli -OVA polyclonal Ah waS described pTeviously 1221. Anti ­
inn uenza M2e mAb 14Q (lgGl ) wdS purchased fmm ABCAM. 
The polyclonal secondaT)' anlibodies rabbil anti-Tal 19G (Sigma). 
hor:seradish pemxidase (HRP¡...conjugaled rabbit anti-mouse IgGl 
and IgG2a-HRP (2ymed~ goat anti-mOlJse IgG-HRP Uackson 
Immuno Research) and goal anli-rabbit IgG-HRP(Dako) weTe used 
fOT diffe",nt experimentol procedUre'i. For now cylometT)'. the 
mAb anli-mOllse CDllc (H13}-biotin. slreplavidin conjugated to 
APC or FrrC and polyclonal goal anti -mouse IgG-Frrc weTe 
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IHl _~itwt~ .. ol fVat:rittt 17 (20J9)1624_16JJ 

acquire<! fmm Biolegend: ¡KIlyclonal goat anti -ral IgG-Alexa 488 
amibody waS fmm (j fe Teehnologies. 

2.5. Virus titro/ion 

Focus-forming uniU (ffu) we", evalualed in lung Ilomogenales 
infected with IAV. Homogenales we", serially diluled in DMEM 
medium conlaining II'g/mL of L-(lo¡ylamido-2-phenyl) elhyl 
ehloromethyl kelOne (ll'CK)- t",aled trypsin (Sigma). and 100 I'l 
of edeh dilution wdS used 10 infect MDCK-cell monolayers in 96-

well plates for 1 h al 37·C AfI~ thi, lime, infeelion medium 
waS replaced with fresh DMEM and iocubaled for 16 h al 37 ·C 
(ells we", fixed wilh 8M acelo"" in PBSaoo incubated with a rab­
bil anli-FlU ¡KIlyclonal Ab for 1 h al 37·C ( ells we'" washed aoo a 
goal anli-rabbit IgG-HRP ¡KIlyclonal Ab waS added aS secoooary Ab 
and illCUbaled for 1 h al 37·C After washing, the substrale (3-
amirw-9-ethyl earbazole in 0.1 M acetale buff~: Sigma)was added 
and afler S min at room temp"ralure, plales we", washed wilh dis­
lilled wat~. Infection fOO were counte<! on light microscopyand 
expressed as ffu/mL n.e lethal dese SO{LO",) oflung Ilomogenales 
in mice was performed following 1M Reed Muench's method 
described elsewhere [281. 

Plaque fonning unils (pfu) we", e\'aluated in allanloic lluid 
infected wilh IAV. Allamoie lluid waS IO-fold-diluted in DMEM 
medium conlaining II'g/mL ofll'CI(-lr~aled Irypsin. aoo 1 mlof 
each dilution waS used 10 in(eet MOCK-cell mooolayers in 6-w~1I 
plates (or 2 h al 37 "C Afier Ihis time. infection medium was dis­
carded aoo 3 ml ofO.5:1: agar ooble (Difm) in DMEM medium sup­
plememed wilh 1"'nicillin/sl",plomycin and II'g/ml o( ll'C1(­
Irealed Iry]>Sin waS overlaid lo lhe cells. After 2- 3 days ofincubd­
lion at 37 "c. I .S mL of parafonnaldehyde 22: in PBS waS added 10 
each well for 2 h al room lemperatu"" Afler washing wilh PBS, 
fixed cells were slained with 12: cry,lal violet in ethanol for 
S mino washed wilh distilled waler and in(ection plaques were 
counJed under ~n inverted mio-o«:ope. The infection pl~ques were 
expressed aS pfu/mL 

2.6. Chemically cross-linking ofmollOClonal antibodies wilh M2e Or 

0"' 

MOllOClonal anlibodies were cross-linked with amigen aS previ­
ously described [221. Briefty, the mAbs or -DEC-205 aoo iU isolype 
conlrol were individually aClivaled wilh succinimidyl-4 -(N-malei 
midomelhyl) ryclohexane-l -carboxylate (SMCC) (Pieree): wh il e 
M2e 1"'plide and avalbumin (Sigma) were independemly aClivaled 
wilh Traut's redgenl (2 -iminolhiolane) (Pieree). Afier Ihis process. 
mAbs and anligens were dialyzed sepaTillely (excepl for the short 
M2e peplide) and mixed (1:1) for two days al 4·C Afler this lime, 
Ihe non-bound amigen was ",moved passing o-oss-linked mAbs 
(or a 100 kDa -ultra-cenlri(uge filler (Amieon). The resulling eonju­
gates. 1lI-DEC-205:M2e. isoty1"':M2e a~d 1lI-DE(-205:0VA were 
subjecled lo SDS-PAGE, Weslern blol and dOI blol analysis. 

2.7. Wes/ern /tIOI 

To confirm thal anlibadies we", eross-linked wilh anligens, and 
in order lo inelude free M2e peptide (2.7 kDa) as control for the 
ami-M2e mAb, lhey we", resolved in a 10/152: SOS-PACE To this 
end. a third of the lolal volume waS I",ded wilh 152: acrylamide 
and On IOp the rest of lhe volume wilh 1M aerylamide. Samples 
we", resolved under non-reducing Or reducing condilions, using 
144 mM 2-Mercaptoelhanol (2 -ME). and transferred lo nilrocellu­
lose membranes (Perking Elmer) for 1 h al 200 V, using a 
Mini-Trans blot (Bio-Rad). Membranes .. ere blocked wilh blocking 
buffer(S2: fat -free milk and 0.052: Tweeo-20 in PBS) for 1 h al room 
lemperalu",. Afler washing wilh 0.052: Tween-20 in PBS, the 

membrar>es we", ineubated for 1 h al J7 ·C with a polyclonal Ab 
rabbit anli -ral IgG Or with a mouse anli-M2e mAb (140) diluled 
1: 1000 in blocking buffer. TI-.. membranes were washed and a see­
ondary polyclonal Ab goal anti-rabbil IgG-HRP or goal ami -mOlJse 
IgGl -HRP diluted in blocki", buffer 1:2500 we", added and incu­
baled (or 1 h al 37 "C. After \Vashing. lu.minol (Pe rking Elmer) waS 
added lo eaeh membrane lo develop s ignal and caplured with an 
Odyssey Fc (U-COR). 

2.& 510t blol 

Toealculale Ihe amoum d1"'plide M2e bound 10 anlibadies(1lI­
DEC-205:M2e and isoty1"' :M2e) a slot blol asSily waS perfonned. 
Serial dilulions ofM2e aoo tlle HA", _, .. 1"'ptide, aS well as conju­
gates. were immobilized in a nitrocellulose membrane using the 
Hybri-Slot Mani(old (Biometra ). The membranes were trealed with 
lhe Western blol procedure prmously described. using the mAb 
mouse anli-M2e (140) as primary anlibady and the polyclonal 
Ab goat anli -mouse IgGl -HRP as secondary Ah. The amounl of 
M2e peplide bottnd lo lhe conjugales was ext rapolated from the 
slandard CUrve of free M2e peptide. lñe HA,"_1 .. peplide waS 
used aS negalive COntrol. 

2.9. lmmunizotion ami chollerrge 

Gmu]>S of 4- 6 mice wer~ inoculaled s.c. Ihree times. 3 weeks 
apart with One of the follov;ing lrealments: 1lI-DEC-20S:M2e. iso­
lype:M2e or 1lI-DEOOS:OVAwilh lile equivalenl of Il'gof anligen. 
5 I'g of free peplide M2e, or PBS alone. all in p",senee of 50 I'g of 
poly I:C (Amers han BioScieoces) as adjuvant. Be(ore each immu­
nizalion (days O. 21 and 42 ~ mice we", bled lo analyze levels of 
anli-M2e anlibodies in sera. Two weeks afler lhe third immuniza­
lion (day 57). mice were anesthetized wilh isollurane (Sollorane 
Ve!. PiSA laboralory) and inlranaSillly (i.TL) challenged wilh SO I'l 
of PBS ~ont~in ing JOw"., uf IAV H3N2/NT/60/68 or HIN1/New 
Caledonia/20f99. Mornidity (weighl loss) and mortality we", mOn­
ilore<! daily for IOdays. For elhieal redsons, mice thal 10Sl more 
lhan 252: of Iheir inilial we.ghl were euthanized and considered 
an inlluenza-relaled dealh. 

2./0. Eliminatioo ofCD4' T c.lls 

For evaluating Ihe role ~f effector (04' T eells on prolection 
against IAV lethal ehallengt, immunized miee wilh tl-DEC-205: 
M2e were inoculaled inlraperilonedlly (ip.) wilh 2.S mg of purified 
anli-C04 mAb CK1 .5 On days - 3, O and+3 with respect 10 the 
ehallenge day wilh IAV. This Irealmenl induced aboye 902: deple­
lion ofC04' T eells in lile sp:""n as detennined by fIow rylOmetry 
(dala rwI shown). Mortality o(mice was seore<! as iooiealed abo"". 

2./1. Pr:rssive tromfer of $eru .. 

Naive mice were transfelTed with 3S0 I'L of pooled Sera fmm 
miee irnmunized wilh 1lI-DE(-20S:M2e (post Ihird immunizalion). 
or pooled sera from conlrol mice inoculated with PBS plus adjuvanl 
(mock ser~). Mortality of mice was scored as indicaled above. 

2.12. Det...:tioo of M2e-sperifir Serum an/ibodies by EUSil. 

High binding 96-well plates (Costa r) we", coaled wilh 400 ng 
per well of lile M2e synlhetic peplide. diluted in 0.1 M carbonale 
buffer (pH 9.6). ovemight al 4 "C. Then. wells were blocked with 
blocking buffer (S2: w/v fat-free milk in PBSfO.052: Tw""n-20) (or 
2 h al room temp"ralure. After this, ~ pool ofsera from immunized 
miee waS diluled 1 :200 fOl se"'en ing Ab le""ls regarding each 
immunizalion. or I:SOO 10 1: 128.000 for tilralion purposes. in 
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blocking buffe r ~nd 50 "Lofllle dilulion~ ~dded per well ~nd incu­
bdled for 2 h al 37 oC PI~I.-s were wd~1led with PBS{fween-20 
0.05% ~nd 50 ¡.tL of seeonodary Ab goal anti-mouse IgC-HRP 
(1:2500). rabbil anli -mouse IgCl -HRP ( 1:500) Or rabbil anli ­
mouse IgC2~ (1:500) diluted in blocking buffe r wa~ added and 
incubdled for 1 h al 37 oc. Afler w~lhing. SO ¡.tL of sub~trale (o­
phenylenediamine: Sigma) waS added ~nd incubaled for 15 min 
al room lemperalun::. llle n::dclion wa~ slopped wilh H,SO. 2 M 
and plal.-s wen:: read ~I 492 nm in a 96-well plale spectmpho­
IOmeter (BIOTEK. In~lrumenls~ 

2.13. InJlurnza virus Ih'ulmlizalion ass~y 

L.evel~ of neulralizing antibodi.-s agaiml IAV in experimenlal 
sera wen:: an~lyzed by an EUSA-based antigen reduction neulr~l ­

izalion dssay(NELISA~ A pool ofserd from immunized mice or rdb­
bil anti -AlJ polyc1onal anlibody wer. 2 -fold serially dilUled wilh 
DMEM in 96-well pl~I.-s. and SO ¡.tL oC each dilulion w~s mixed 
wilh SO ¡.tL of DMEM conla ining lOO tfu oflAV HIN1/New C~ledo­
nid/20f99 (all~nloic nuid~ Afler 1 h ofincubation al 37 oC lile mix­
lure waS added lo a mol>Ol~yer of MDCK cell in tissue culture n~l ­

bottomed 96-well plales. and incubaled for 1 h ~t 37 "C. After Ihis 
lime. Ihe illOCulum waS replaced with fresh DMEM wilh l¡.tgjmL 
TPCK-treated Iry]>Sin anod incubated for 18- 20 h 37 "C. Plal.-s wenl 
Ihmugh Ihree cycles of freezing and Ihawing ~ndllle viral load in 
Ihe a:lIlysales delermined by a sandwich ELISA a~say. For thisend. 
high binoding 96-well pl~t.-s were Co.lled wilh rabbit anti-AlJ poly­
clonal Ab (1:8000) in PBS overnighl al 4 "C. Wells were blocked 
wilh blocking buffer for 2 h al room lemperalure ~nd SO ¡.tL of 
Ihe celllysal.-s ~dded and incubdled for 1 h ~I 37 "C. PI~I .-s wen:: 
washed and SO ¡.tL of mome mAb anti - IAV MI diluled in blocking 
buffer (1:100) waS ~dded and incub,¡led for 1 h at 37 "C. Finally. 
50 ¡.tL of rabbil ~nti- mouse IgC l -HRf (1:500) diluted in blocking 
bufferw~~ ~dde-d ~nd in~ub."e-d for 1 h ~I 37 oc. Sub<lr~le ~ddition 
and Ihe pl~le reading wa~ done aS inodicale-d above for lile anli ­
M2e peptide ELlSA. 

2.14. f10w cyromelry 

Bone marrow-derived Des wen:: colleeted and w~she-d twice 
wilh binding buffer (8B: 0.01 % sodium azide. 2 mM EDTA. and 2% 
FBS) conlaining 2% of r~bbil serum (for blocking Fe receplo~~ 
resu~pended in Ihe Same buffer and Lncubaled for 30 min al 4 "C. 
Cells wen:: wa~hed wilh 88. n::suspended in lOO ¡.tLofB8conlaining 
Ihe mAbs anli -CDllc-Biolin and 0!-DEC-205 and incubale-d for 
20min al 4 "C. After w~shing. cells were resuspended in l00¡.tL 
of 88 conlaining streplavidin-APC. and a goal anli -ral IgC-Alexa 
488 polyc1onal Ah and incubaled for 20 min al 4 OC. Finally. cell~ 
were wa~hed. fixed wilh lOO "L of 2% p.1raformaldehyde ~I room 
lemper~lure for 20 min and 10.000 cells per sample were ~cquired 
and analyzed wilh a FACS Aria- II f10w cytometer (BecklOn Dicki ll­
son~ Cating ~nalysis w~s done wilh Aow Jo Softw~n:: (Tree SI~r. 
loc~ When lile 0!-DEC-205 conjug.al.-s were used. Ihey were fol ­
lowed by a mouse anti -M2e mAb Or, mouse anti..QVA polyc1onal 
Ah ~nd a goal anti -mouse IgC-FrrC palyclonal ~nlibody. following 
Ihe prolocol dL"SCribed ~bove. 

2. 15. Sloli5ncal ana/ysis 

One-way ANOVA. Dunnelt"~ multiple comp.lrison le~I~. ~nd lile 
Fi~her·~ exact l.-sl~ were performed using Cr~phfad Pri~m ve~ion 
6.0 (CraphPad Software Inc. La Jolla CA~ Differeoces in p v~lue~ 
equ~1 or minor 10 0.05 were considered slalislically signific~nt. 

l. RHults 

J.J. (bam(ferizotion ofrnAbs rross-linted/o antigen 

Ral mAbs anlibodies o-DEC-205 ~nd lhe isotype conlrol were 
purified from cultures ofhybridomas NtDI 45 and 111- 10 respec­
tively. and ~fterward. Ih<y were cllemically c~~-linked to lile 
synlhetic peptide M2e orOYA. aS ~n irrelevanl anligelL Free mAbs. 
freo: M2e peptide. and Ihe conjug.ales were resolved in a 10/15% 
SDS-PACE under oon-redocing and reducir>g conoditions and ana­
Iyzed by Westem blot using~n anli -r~IAb. As expected. Ihe uncon ­
jugaled 0!-DEC-205 mAb gave a major bdnd of 150 kDa. whereas O!­

DEC-205:M2e ~nd isotypt:M2e showed Iwo predominant band~: 
one of amund I SO ~nd lhe olher of 180 kDa (Fig. l A. IOp~ Wllen 
an anti-M2e mAb was used. bolh band~ were also deleeted 
{Fig. l A. bonom~ Although il i~ rwt slwwn here. 0!-DEC-205:0VA 
showed Iwo band~ of ISO and 195 kDa: Ihe fim one colT<"Sponding 
10 Ihe free antibody and Ibe second one lo Ihe ~nlibodyconjug.aled 
10 one molerole of OVA. as prmou~ly reported 122J. lllese results 
indicale Ih~1 ~nlibodies _re succ.-s~fully cralS-linked 10 lile anti ­
gells. bul in lile case of OI-DEC-205 and lile isotype COntrol. lile 
cross-linking 10 M2e lumed oul lo be Ilelerogeneous. 111e band 
of amund lSOkDa ~ppeared lo be compased of Ihe mAb c~~­
linked 10 few M2e peplides. although Ihe presence of freo: mAb 
could 1>01 be discarded. and Ihe band of 180 kDa was likely 10 n::p­
resenl Ihe mAb cross-linked lo ~pproximalely 12 moleeul.-s ofllle 
peptide. When samples wen:: resolved under reducing conodilions 
a nd developed with ami -Roal Ab. a complete reduction waS 
observed wilh Ihe 0!-DEC-205 mAb since only Iwo band~ of 25 
and 55 kDa correspondin& lo Ihe lighl and heavy chain. respec­
lively. appeared (Fig. l A. lop~ 

On lile olher hand. Ihe reduced conjugal.-s gener~led lhe 25 ~nd 
55 kD~ band~. aS well aS other banods araund 130-160 kDa. disap­
pearing lile band around 180 kDa. suggesling Ihal Ihe conjug.ales 
wcrc nol rcdu~cd complctcly. When Ihe anti -M2e mAb w ... uk"d 
a similar panem w~s ob",rved bul with a new discrele band of 
around 2.7 kllil correspondir>g to freo: M2e {Fig. l A boltom~ lllese 
result~ indic~le Ih~t. a~ expected. lile Ihioetller bond belween lile 
mAb~nd lile peplide is highly n::siSlant lo reducingagenlS and Ihal 
lhe c~s-linked peptide "",yIx: prolecting lile di~ulfide bonds of 
lhe he~vy and lighl chailL However. it is c1e~r Ihal bolh Ihe lighl 
and lhe hedvy chain~ can be c~s-linked wilh ~I le~sl one M2e 
peptide. Using~ dOl -blot an~lysis. il waS possible lodetennine Ihal 
lhe M2e peptide represenle<! from 4% lo 102: of the tolal m~SS of 
lhe conjugale~ {Fi g. l B~ 

To delennine whetller conjugal.-s mainlained Iheir ~pecificily 
10 DEC-205. BM-derived OC wen:: slained wilh ~ against 
CDllc. 0!-DEC-205. 0!-DEC-205:0VA and 0!-DEC-205:M2e or 
isotype:M2e conjug.ales. ~nd an~lyzed by flow cytometry. n.e 
0!-DEC-205 mAb waS found to ~tain aboul 271: of lhe De wllen 
an anti -r~1 polyclonal Ab waS used {Fig. Iq A simil~r percent.Ige 
of De wa~ slained with Ihe 0!-DEC-205:0VA conjugale followed 
by an OVA-~pecific polyclon~1 Ah or with Ihe 0!-DEC-205:M2e 
conjug.ale followed by an M2e-specific mAb. lsolype:M2e ~tained 
only al background level,. In Ihis way. altl>ough bolh ch~ins lile 
0!-DEC-205 mAb Can be crMs-linked wilh lhe M2e peplide. il does 
nOI have a ~ignificant effeel on lile specificity of Ihe mAb 10 

DEC-205. 

J.2. Targeting M2e ro DEC-105 induud on enhonad immune .... spoll5e 
compa .... d ro fru M2e 

To evalu~l e Ihe immlDOgenicity of lile conjugale. mLCe were 
inoculaled Ihree times H. wilh 0!-DEC-205:M2e. equivalenl to 
1 ¡.tg of Ihe M2e peplide. in lile presence of poly I: C aS ~djuvant. 
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"f&. 1. o...r><1fti.ution ofmAbi coojU&o>'«I with ' nti __ ~idr M2. ~od OVA ~ cooj!C"'«I lo ~_[){C_20S mAb. whil< iootyp< control w .. <ooi .... '«I ooly ro M2 •. (A) 
Croo .... ¡_ mAbs _. <=>1_ in • 10/15t: .a}'L>midr COl unórf .«Ioo"!: ~od ooo-r«lucinJ; oooditioo> .00 . ... Iyz«l by W ... .", bIoI. (r",,) lb< m<mbr~ .. w .. tr.~,«I 
with ,.IIbi, .nti_ ... tIC po/ydo ... , Al> fol_ ~ ~ _ , . "ti ..... llbit_~ poIy<loo.Il Ab-KRP: (lIottont) Th< .....-. .. w a t=t<d with.""""" ."tLM1~ mAl> (140) 
foI_ by _, .nti......,..,., ~1 poIy<loo.Il Ab-HRP. SiJ:IloI' w .. <IrYriop<d by cI>mliJwni"...,"nce. lb< p~ or . b..,.xo <JI 2_ME i. iOO;" .. I1«1_ ~_ .... with 
oy_ ( •• 1Id _. =PKtiYriy). (B) ~I dilutioo< of _ ~_DK_205: M2. or a-OEC·205 ~Ion< «<>pI'OO i""YP'"oM2< or i>o<ypoo.1oor ("""om)......, immobiJi=l onto ~ 
nitroc<lJulos< mombr~ .. ,Iu, w .. tr~ .. «I wi'h the mou>< ~nti-Ml~ mAl> (140) foI_ b~ ~ _ , ~n,i_...,...., IIC 1 po/ydm;Il Ab-HRP. lb< ~mount ofMl~ _idr boulld 
w~. """poI.l'«I1'rom ,1>< .. ~IId~rd "Ir .... or(~ M1~ poptido. ~1Id , 1>< tIA,,,...,. _idr w~. <=d ~u ~'i .... con'roL Si¡ .. 1 w~. d ..... 1op<d by ch<milumi....-.nc~ ~1Id 
~ .. Iyz<d witll the lrnqrJ «Jftw~",. (C) Bol>< nufWN~ OC. ~ """ ro .... ify ,1>< <¡>KifiaIY of ,1>< ,,-DEC_lOS ooo~'« by fIow <)'I"_IY. Bol>< m.m"w __ 
OC • .....-. dooblr .. ~inrd wi'h ~ mAl> ~nti'{:DII<-lioIin «(<>1_ by """,UYidi ... APC) ~n 5 !'1: of a_DEC_105 '" il< conj_ '",. ,,-DEC·lOS w~. <10<<<1<<1 witll ~n ~nti· .. , laG 
poiy<.1<>R>l AI>-AIrx> 488. ,,_DEC_lOS:Ml~ ~1Id __ "..: M1~ ~~ <101«,«1 w t h ~ ""'"'' .nt~1aG1 mAI>( 14C!) (<>1_ by '1<'" .n'i_""""" I¡G poIyclolul _me a·DEC_ 
(NA w .. d",«,«I witll ~ mou>< ~",i-OVA poI~d.r ... 11Ib foI_ by ~ _ , .nti-moo .. laG poIyclon.llllb-fTTC 

As contmls. mi~ were inoculaled wilh 5"g of frff M2e pep!ide. 
isotype:M2e. 1:I-DEC-205:0VA Or P8S. al", in Ihe p",sena of adju­
vant (Fig. 2A~ The level of Ihe anli -M2 e IgG Abs waS eva)uated 
Ihree weeks afler each inoculalion (al ~ fixed serum dilution of 
1:200~ The 1:I-DEC-205:M2e conjug.¡tte waS fOlmd 10 induce high 
levels of anlibodies afler lhe second inoculalion. In conlraSI. free 
M2e pePlide and Ihe isotype:M2e con;ug.¡tte induced antibodies 
only afler Ihe Ihird iooculalion (Supplernenlary Fig. I ~ However. 
when lhe liler of Ihe lotal anti - lgG antibody waS analyzed afler 
Ihe Ihird immunizalion.. lhe tl-DEC-2OS:M2e conjug.¡tle generated 
up lo 10 limes mo", antibody lhan tbe controls. aoo Ihe IgGI 
Abs were highly predominanl <>Ver Ihe IgG2a Abs (Fig. 2B~ These 
results show lhal targeting lile M2e peplide 10 DEC-2OS induces 
a higher IgG anlibody response Ihan Ihe free M2e peplide aoo. 
since Ihe IgGl sulxype is predominan!. il suggesls Ihal a higher 
Th2-type response is induced. 

To determine whelher lhe 1:I-DEC-205:M2e conjug.¡tle could 
induce a heterosublypic prolection agai nsl Ihe IAV infeclion.. mice 
we", immunized aS d~ribed aboYe. Two weeks afler Ihe lasl 
inoculalion. mice were infecled with a lelhal dose of lile IAV 
New Caledonia/HINI or NT/60/H3N2. ),1i~ we", found lo show 
Ihe 5ame morbidity (evalualed aS body weight loss) aS Ihe conlmls 
(Fig. 3A~ However. lile mi~ immunized wilh lhe 1:I-DEC-2OS:M2e 
ronjugale showed significant higher heterosubtypic prolection 

l.-vels againsl mortality Ihan lhe contmls (Fig. 38 and q Mice 
immunized with lile 1:I-DEC-2OS:M2e conjugale showed up lo 
762: of survival afler being infected wilh Ihe IAV New Caledoniaf 
HI NI or NTf60/H3N2. com~ared lo a 202: lo 402: survival among 
mice immunized wilh Ihe free M2e peplide or Ihe isotype:M2e 
conjugale. Mice iooculaled wilh Ihe 1:I-DEC-205:0VA conjug.¡tte 
or P8S did rwI show any prolectiOlL These results iooicale Ihat 
the 1:I-DEC-205:M2e conjugate does nOI prevent morb idity. bul il 
does polenliate Ilelerosubtypic pmtection ag.¡tinsl mortality. in 
comparison with Ihe frff peptide or Ihe isotype:M2e conjug.¡tle. 

3.3. J\nti-M2~ St'rum antibodirs prnle.:-I againsllhe infe.:-tion unlik~ 
eJfe.:-lor CD4' T rells 

Previous Sludies have ,hown lhal Ihe prnlective immune 
response induced by lhe M2~ peplide is mainly medialed by Serum 
Abs 129- 311. although effector CD4' T cells have also been impli­
caled 1111. In order 10 detenni"" whelher Ihe 5erum Abs are 
responsible for tlle prolection observed. mia were immunized 
wilh lile tl-DEC-2OS:M2e conjug.¡tte. aoo two weeks afler lhe Ihird 
iooculation. Ihe sera were collected and Iransferred 10 naive mice. 
followed by a lelhal challenge of the JAV NTf60/H3N2. As posilive 
controls. mice immunized wilh Ihe conjugale we", used. A!; nega­
live conlrols. ""ive mice wete transferred wilh 5erum fmm mice 
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A Subcutaneous immunization In transallnfluenza Virus challeng!" 

~-----, 1 Mice were challengec wilh 30LOS() 

I I 
of A/111Nl/New Ca led01ia/20/99 Or 

r'> ~ ,1 __ ---r'---_--,'-_---l,'-__ N_"_'_N_'_/N_T_60_f_'_' _c,,,, 
~ r I I I 

21 42 57 Weighl loss and ;urvival 

were monitored daily. 

d.~ 

Mice were bled pr ior each 
imm un i¡ation 10 oblain serum 

B 
:;¡ • « -OI:C-WS:M2. , 
• -~M2e , 
~ 00 1>OIype:M2e 

¡ "" «-OEC-20S,OV.o. 

O ~, • , 
~ 

fIs. 2. Expffi ..... II:'1 ~n~od ~nti-Ml~ Abs ti'on. (A) Exprti""'n ... 1 <Io<i", r..- ,r.. ochrm< ot • .oc<i .... tion. bIood ",mpli"," ~OO IAV c .... I .. _ . (B) ..... 'i_M2< =wn Abs ti'on. 
l'o5t_third immulliutioo ift~ (d.ly 57) fmm v;occln.lt«l mi« ofrv«y .. pffimrtl'~1 ,rwp -.. pooled ~OO ifti.Illy d~"t«I in PBS( 1 :'iOOto 1:128Jn1) ~OO t«t«I by EUSA ro.. 
<Iot«tinl o¡>«i~c M2< iftUm ~ntibodi«.~. ~b«I in m.:Itffi.ll ~od m<thods. Ab ti' .... ......., <X¡I=>«I .. t1>< hoóIlf-nuxi .... l .~1"" of ~_I>C~ of .. eh <X¡I<I"im<n"'1 curw 
.00 "","....,,«1 .. ,r.. """,n • SI) oftwo iod<lJffi<Ient ...... imm .. (<>eh wi'h ti mic~ .... ,rwp). St:I'iitic.lly .ipific.on' 4i""""", ... ", .ymboIiz«l ... P .. 1 .... ('. < 0.05: ". 
< 0.01, •••. < 0 .001 : ••••. < 0.0(01 ). 

inoculaled only with ¡KIli I:C or le(t unlrealed. Only lhe naive mic~ 
u ansferred wilh serum (rom immunized mi", wil h (f-OEC-205: 
M2e _ re (ound 10 prese m a similar ¡urvivallevel aS mice immu­
nized wilh liJe same conjugale (Fig. 4 ~ As expected. Ihe serum 
antibodies (rom mi", immunized wilh liJe (f-OEC-205:M2e conju­
gale were oon-neulralizing in an in vitro assay (Supplemenla ry 
Fig. 2 ~ To delermine wiJelher tiJe C04' T cells were also involved 
in liJe prolection aS effedor cells. mice immunized wilh liJe (f­
DEC-205:M2e conjugale were depleted o(lhis cell JIOpulalion wilh 
lhe rnAb GK 1.5 and challenged with alelhal dose o(lhe !AV NT/GOI 
H3N2. As p<>Sitive conlrols. mi", w¡¡houl rnAb Irealmenl were 
immunized wilh liJe conjugale. and as negalive conlrols. naiv~ 
mice were used. C04' T cells were (ound 001 lo have a role in 
lhe prolection as effeclor cells since the immunized mic~ ue aled 
wilh Ihe rnAb showed similar 1"""ls of prolection as liJe immu­
nized mice withoullrealmem ( Fig. 5~ These resullS indicale Ihal 
lhe proleclion induced by Ihe (f-DEC-1OS:M2e conjugale is depe n­
denl on non-neulralizing serum Abs and independem of effeclor 
C04' T cells. 

4. Discussio n 

Seasonal IAV is res¡KInsible for hal( a mili ion dealhs annually. 
and Ihere is a cominuous COnc~ lhal lolally new slrains ~merge 
due 10 Iheir mechanisms o( evolulion. causing worldwide p.ln ­
demics. [)espile lhe exislence of seasonal vaccin~. Iheir efficacy 
depends on liJe acruracy o( Ihe selection o( liJe IAV slrains eveT)' 
year. and Ihey may have liule Or f}() imp.lCI on p.lndemic viruses 
I1 J. Consequently. imeresl in developing a heterosubtypic "univer­
sal vaccine" Ihal could prolecl againslany IAV slrain$. using highly 
conserved anligens along wilh stralegi~ 10 inerease lheir 
immunogenicity. has ari sen. 

In Ihis study. Ihe jIOOrly immuOOienic bul hii:hly conserved 24 
aa ectodomain of M2 (M2. ) (rom Ihe IAV waS targeled lo DEC-2OS 
(presem mainly in OC~ ir. Ihe presenee of poli I:C as adjuvanl. in 
order lo enhanee ilS immunogenicity in a mouse model. To Ihis 
end. M2e waS ciJemicall)' cross-linked lo an (f-DEC-2OS specific 
rnAb or 10 iSOlype conlrol This approach did r>Ol prevem morbid ­
ity. bul i1 did induce ul' 10 76% survival agaiml a iJelerosubtypic 
lethal challenge when minimal quanlili~ o( M2e were largeted 
10 OEC-2OS (3 "g/mouse delivered in Ihree doses~ Th is conlraSIS 
wilh liJe 2en: lo 402: pnlleclion achieved in mice receiving liJe 
equivalem arnoum o( M2e conjugaled lo isotype comrol or five 
limes aS much (ree M2. peptide. h is wonh rwting lhal liJe 
cross-linking of lhe M2e peplide lo txxh chaim o( liJe (f-DEC-205 
rnAb did nOI alter liJe cap.lcity of Ihe mAb lo recognize DEC-2OS 
on liJe surface of OC. TIte prolection waS dependenl on non ­
neulralizing Serum anlibodies and independenl o( effeclor (1)4' 

T cells. 
OEC-205 is highly npressed on Ihe surface of OC. and ilS (UflC­

lion is 10 inlernalize anligens and deliver lhem 10 endosornes COn ­
laining major hislOCOmp.llibilily complex (MHC) dass 11 molecules. 
promotmg IhetT presenlallon lo L U4 ' T cellS or cross-prese nlaltOn 
10 CDS' T cells in liJe comexl o(lhe MHC dass 1 molecules. There­
(ore. largeling anligens loDEe-2OS has been used mostly lo induce 
T cell resJlOns~. eilher in~ammal0T)' (or in(eclious diseases (wilh 
adjuvam) Or lolerogenic (or aU1oimmur>e diseases (willloul adju ­
vanl ) 12 1.22.25.32- 38J. However. several sludies have sl>own Ihal 
largeting anligens lo DEC-205 can induce an ~nhanced prolective 
anlibody res¡KInse 139--421. 

Ab levels againsl M2 are low Or absenl in res¡KInse lo liJe !AV 
infection in humans 114 J •• nd Iheir role in pr01ecling againsl a nal ­
ural in(edion has yel nút been elucidaled. However. bdsed en 
experimental Sludies o( several M2e-bdsed vaccinalion approach~ 
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,unriv. 1 of 2 to 5 ."p<rim .... , _ i"" IAV H 1 Hl¡N<w Col<doni.>flOl99 (Itft) . oo H1H2INTI60/68 (rizht). ~....,t«l .. ",mol.lm.. ._u ... 'UI"ob<I, or "'1ViYinf:'OO DOO_ 

, urvivi"l: mic<. , ,.pbrd in <txk«l 1>0 .. oorm.oliztd to 1~ SUh<ti<.lIy ",.me ... di~.", ,yrnOOtiztd .. P •• 1 .... ( •. ' 0.05: ••. ' 0.01, •••. ' 0.001: ••••. ' 0.(001). 

in animal models. it has been determine<! thal spe<:ific M2e-Abs are 
extremely cross-reacti"". and they induce high levels ofprotection 
against multiple innuenza strains [301. AUllough M2e-Abs are non­
m:utralizing. they contribule 10 tlle protection by bir>ding to tlle 
M2 exposed On tlle surface of infected cells arn1 by coopc:rating 
with macrophages and NK cells via tlleir Fcl" recepton (FcRl") 
[7.8.43.441. Acco.-dingly. tar¡;c.in¡; M2c •• DEC -20.5 in OUr work .ig­
nificanlly increase<! the production of spe<ific anti -M2e IgG Serum 
antibodics. ando aS ex pe<:led. they were IlOn-neutralizing in vi/ro. 
Nonethelcss. M2e-Ahs tumed oul lo be 111<: critical protecli"" effe<:­
lor mechanism ofthis vaceinc. aS evidenced by serum transfcrence 
expc:nments. 

Ah subtypes IgCl and IgC2a ha"" bctn associaled wilh the pro-­
tection induced by M2e sina: both subtypes are able lo bind FcRl" 
171. IgG2a can bind FcRH 111. and [AV. whereas [gCl only binds 
FcRHII [4JJ. Previous studies on the immuoogenicity ofM2c using 
different vaccine platfonns ha"" sllown variable results with 
respect: 10 the predominance of [gCl - and IgC2a-M2e spc:cific 

Abs 110.45- 50J. In Our mod.1. anti-M2e [gGI Ahs were predomi­
nanl over IgC2a antibodics in mia: inoculaled with tlle OI-DEC-
205:M2e conjuga te. iSOIYJK' control or wilh free M2e pc:plide. 
Therefore. it is like[y that tM protecti"" activity ofthe Serum from 
mice inoculaled wilh the 0I-DEC-2o.5:M2e conjugate waS due 
mainly 10 the action of the . nti-M2e IgCl Ahs. ThUs. it would be 
cxpcctcd tha. the 20--4 M protcction obscrvcd in micc illOCUlatcd 
with isotypc:.M2e or wilh free M2e pc:ptidc waS also due the 
anti-M2e [gCl Abs. as they presented ""ry [ow [evels of anti-M2e 
IgC2a Abs. In fact. in preliminary rcsults (data nol soown). we 
found thal sera from lhese mic. can also indoc. proteclion against 
IVA infeclion in naive mice. 

Contrary to our results. prcvious reporti ha"" indicaled tha!. 
under certain condilions. th. protection induced by M2e depc:nds 
mainly on pro--inflammatory effector CD4 ' T a:lIs ¡ 111. The ratio 
IgCl: [gC2a found in Our sludy suggcsts Ihal a Th2-type response 
was predominant compared to a pro--inflammatory Thl -typc: 
response. This could explain the facl thal the protection aga inst 
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Ihe IAV in(ection observe<! in mice inoculaled with Ihe (r-DEC-20S: 
M2e conjug.lI~ wa~ nO! abrogated by lhe in vivo depletion o( C[)4' 
T cells previou~ lo Ihe IAV challenge. Thi~ suggesls a major role o( 
C[)4' T cells.IS helper cell~ for antibody production. 

In our model. high tilers of serum anti-M2e A~ were presenl 
afier lhe second immunizalion wilh lile (r-DEC-20S:M2e 
conjug.lle. whereas only low titers o( serurn Abs were delected 
afier the third inoculation in lhe group o( mia: irnmunized with 
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Ihe iSOlype:M2e ronjugale. Previou~ ~Iudie~ have ~oown lhal lile 
M2e peplide conlain~ both B and T ull epilopes wilhin its ~hort 
sequence '51 ,. More spe<ifically. M2e ronlairn a CD4 ' T cell epi­
tope ' 11.13J restrined lo Ihe MHC cla~1 11 molecule lAdo which is 
presenl in Ihe BALB/c (H-2") mice used in Ihis worl<. Thm. il is 
likely thal Ihe enhanced Ab response in mire immunized wilh 
Ihe 0I-OEC-20S:M2e ronjugale was Ihe result of a ""ry efficienl 
indunion of anti-M2e CD4 ' T cell~ by OC via OEC-2OS '251. which 
subsequently cooperaled with M2e-spO'Cific B ceH~. 111us. Ihe 01-

OEC-20S:M2e ronjugale would nOI only play a role targeting 
M2e 10 OC bul would also act aS ~ carriercomplex SO specific B cell 
recep¡ors are able to recognize M2e. After proces~ing. Ihese rells 
would presenl Ihe M2e-<1erived peplides lo memory (1)4' T cells 
in lile contexl of lile MHC class 11 molecules. 

In ~nnrr~<I . ~Irhnneh Ih .. i<oryl""·MJ .. ~nnjne<>rp rnnl<1 ~I<o ~r"I 

aS a carrier complex lo stimulaled B ceHs. Ihe low Ab~ titen 
observed rould be explained by a pror induction of memory 
C04' T cells. Accordingly. Amarin et al. ~oowed Ihe importance 
ofhaving B and T ulls epilopes wilhin a pep¡ide sequence largeted 
to OEC-205 in order 10 induce slrong lpecific antibady response 
,4 I J. sinee wllen Illey largeted lile pol}'pep¡ide MSP., from Pla~­
modium vivax lo OEC-2OS. which ronUins bolh B and T cell epi­
topes. a ~trong anlibady ~pon5e wa~ induced. On Ihe olher 
hand. a fragmenl of Ihis polypeptide conlaining only B cell epi­
topes (MSP,g) failed 10 do so. 

The role ofOEC-20S On activaled B cells during lile induction of 
high lilers of serum Ab~ in mice immur.ized wilh Ihe 0I-OEC-20S: 
M2e ronjugale should nol be discarde<1. Although B cells ]IOOrly 
exp~~ OEC-205 rompared to OC. its expression i~ enhanced when 
Ihey become aClivated. a~ is their polemial 10 caJKure and p~enl 
peplides lo T ceHs 1521. Moreover. germinal center B ceHs largeted 
with antigen via OEC-20S inerease Ihei, polential lo inleran with 
Tfh ando IIle,efore. lo enhance Ihe generalion of plasma cells 
[23.24J. Thus. il is likely Ihal lile 0I-OEC-205:M2e conjugate nol 
only ~timulated B cells Ihrough antigen ·specific receplors bul also 
largeled M2e lo OEC-205. p,esem on lbe activaled B cell~. which 
resulted in an iocreased anligen presenlation lo memory CD4 T 
rells and tlle generalion of plasma ceHs. 

Finally. largeting M2e lo OEC-205 ~mS lo be an efficienl way 
to enhance lile protective immune response against heterosub­
typic infections by lAVo which p rovides a new altemati"" for lile 
de""lopmem of t>eterosulxypic -universal vaccines.- Fulure exper­
iments are needed to idenlify Ihe prec;se immunological mecha­
nisms involved. 
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OPEN ACCESS .-.. 
'"""''­

~"'-'-'" -. --.... ...-­-----jI'IOC!/. .... 

------" --._ ...... --"--»_:.". _ ..... "''' 
_ro ... "'" --~ 
-~ ......... _.­

_ .. o • • , ... ", --------","". _ .. -= •• ,,'" 

Protective Antibodies Against 
Influenza Proteins 
l*boyo._~"".Do/io\(l~·.~~"~' 
_F_E~~ 

'L\(_"'_",",,*-__ "'_"'_"*'-_'-""' __ 
~--"'-~-'-"''-''-'''''--'''­"'-"'--"00*0"'-----_ .. ----
n.o i'dIuonza A ....... ~ C<lf"IIir-.- 10 bO a _t lo thO !-unan p<lplJIation n.o 
......."...,. -"'tioo 01 thoI ...ru. a-'d thO _ 01 porio<lblI pordoorics CIIUS<!d t>¡ 
C<Jr1llIoIIoIy.-...ru. _ """'" ~ <fl!'KUl1o ~ __ that ~ prOItICt 

............. ttio ~ __ 1AbIl .... ~ ~ .. ~i'Ig thO nI..::IOO "'"' 

.. bbdóng ...ru. P<OP"9"tim """" thO i'IIecIion 11M _ pIaUt. ¡--..,.. thO pmOioe 
prOItICtoo """""""" ~ t>¡ U-Abs otiI r180ds 10 be __ F-....mon.. 

"""'...-.:/lha:O """-:lon 1Ib$<hcttIdlo th!! ¡;¡j<ltxJor _dOmIIinOl ~ 
(HA:¡. ¡--..,.. """"" domIIins 01 HA (IkI> th!! 0lt!rTi a-'d _ prOt .... "'" .., _ lo 

lIidI prOItICt;'" Al> ~_ "' ttio a-tioIo. _ ....- th!! <UTtInI ~ abrul 

thO reto 01 bctI1 ~ "'"' ~ ~ proIfIRo Abs Ihat pOoy a 
prolodMo"'" <kri-lg in!tIcIion or ~ -_._-------.-----
INTIlOOUCTION 

no. id",,,,", p«>«io • ..-. ,<,«?óu.! .. iorriso by "'" imm_ '1""<m. ....... _ (Abo) 
............... ~"'.!w<nl...m.wion .. ofotr • ..,..-.1 ~_ no. Ah "'P""" un" 

"",..-;m., ...... -.....""'-,-. . "",,,01_ ,,1ft • ., "'" .... "" .... of "'~ iDfrctmtr <=Wd 
by .. Ah -..hm bmd~ lo ........ """"""""'r .... inhibo _ «il "'Irf b=o ... ""'" <pitopn .. , !oc.'" __ "'" ~_~ ... , tUS) ........ po¡..¡... ..... 01 HA. Thrr < __ 

int<rift. _ "'" <onfonna.-.J m.,.............-y.o .... r-- "'" fu ..... ¡qtid< .. HA 1"";-
...,¡, Abo~ Dnp;k ,''' f.o<, ..... _talU~ Abo ... pn>«cb-« ..... "'m , ... ",oIiw>oo Iuo .... 
o~'" ""-«1 .. . '1"""Y'" of...--o-_ ArnooIIr. ti .... ""'" 1"""'" -rddfn ... ¡oro«"D<O' 
wIottt ...... tr~w"S Abo "" -..... by ........... yo (, .... htm.gI"' ....... ¡nb_ ..... 
.. «ronn>t.-.lWt .... .... yo) ........... proI«bOft .. ..-iottd ,. "'" .... U<boo 01 .....mdity ..... 
m<>rtolitf .. .n... l. duo <ont<n ......... _ of .... _"""noIi.-; ....... tI.., "" !<""". trd "p"" 

.... ~ 01",,,,,, mol 'F"topn <M< ...... prnt«tiw by ""'" ...m. ....... ""'" .. .-
""'010 ___ 1 .... """' .......... "'..,...intft.ru...!W;"cr ...... ~ 

octm.tin!"""pkmmt.,.. f"""""U'I"'tihodr~ «I ..... ~ (ADIX) (1) 

Influenza Virus 
no.l-"""A \ " ..... (IAV) ... _"'""_"" .. oinpt_ .......... lt.'lA vi .... oftl.<~..,,; ...... 
fumJy_ n.. ...... ""' ....... tW-' 11"'" _....00",& ro. " ka .. 1 1 ..,~ I"_~ no... _ 
_ "" oooo<iotrd , . "'" nudtopn><rin (SP1 .... tht poIrma-... (PB1. PB>.""¡ PA). _ 
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_ .. 
... ,...J;u .... IAV dirtcdy .... .,... <dlo br bins oompl<mm< 
<'''j. Ho ............ In-do of ......... Abo ... .....u,. Iow, 
and _ I"'Ihocnu .... <>WKOOD< lIUo o.m., ...... .-.. 
... inf« __ 

f.o< ... inll _ _ ..,.oIK ~d1 "'P"'"" .. OCCU< ........... 

_ In'" "oooonduylymph_ (SW)liUdWn.n,lymph 
_ and/ .. m........--io .... lympIooid ........ (MALT). 
n..r.. >p«i/i< B ,d. <nroo>otft "" ....... ¡". .... _ ID<: 
thm. lIo.y ... diSft"' ............ ~-"S aIb (ASe) 

(" 1 o.... iD .... 11<l ...... opIrrn. .... """r....,. b< ............ 
by two m&io lJp<> of cdb, ...oc..,..... Iinu> ""'nJPIUIa 
(SSM) and _oIuy dmdrib< "lb (MDC). ..- ooptur< 
...... ,... .... ..,. opooniu<I by mmplm>mt mm.,....,. .. .... 
th ... bol; ...... """"" .... wrth .... 8 "' ... n..... .......... .. 
........-.'" and hand<d ro .... 1oI;c,w" ~ ,d. (I'OC). 

"""'" , ....... lo< roo ................. po""""'"'" d .......... , 
p<rioo<I. of _. n.n. ,rI. _ .. ...¡or pro_'" of «,,", 
""" .... __ (1" ,.) 

o.... .... inll ................ ,,",,, .... dr ....... 1fmI>Io _ 
_ 'fP<' 01 8 <di '''P''''"'' takt ~ .... ""...r..a;...w 
(EF) and .... """ .... <_ (Gel '-' ",<hin .... 
fu>< ...,.. of Udm ... ( ..... 12 ""1. Abo "'" -=t..J by 
......r..IlKuIapWmabb ... ( ...... _In-N.-...,.~' ... ). 
no... rarlr >p<rifo< Abo rbr .............. rol< .. _, 
.,.;11. primuy u.krt_ b<a.... ....,..- lo ............ 
.... _ ... ouIoom<. T1uo .. mainIy. T~ ,_o 
alIhooch _ m .... T~nd<pmdmt """' ..... """" btm 
doocwntnotd (17). 

o.. ......... , hond. ...... __ """dK 8 aIb m", . .. -..d 
.... muJinaI ..... of .... 8 _ ........ t h<y;"1<nd .... h 

C04+ T aIb lrig<rinfI • ~ ,,"'''' O<Ort""" (GCR) .... , 
lrado. lo .. durinf¡ ...... krnoon, ...... 1' ........... al .... , -
_ pIaomo «lb ..................... In-d. of ...... -diotitr 
AIoo, """" .......... , dHi<abI< ""''''f''''« of...rn.utiooo .. 
o.kruooo. aIons _ Ioos-IWN """'''T B "lb (11) BndIy. 
...... Gel.. ~ bdpn- T <do (TIh). ..- "", ... 
C040l ..... <y<okin<o bU 1L-4, IfN _y ...... TGF-f. Ond"" 
..... ~ duo ._, ofactmood 8 cdb ........... 
'!Ih and 8 , d. phyW<dy _ vio 1(X)S¡lUlSJ.. P1>-IIPl>-
1l.CD11/B' and ....... <0-............ ~ _, .. IL-ll 

-=-- """'Ir. Ihn< """" ro- ...... '" h1J'<""'w. ..... 
..,.¡ .....,. ... , .... _ ........ 1 ;" inII ....... >p<ri&< ..... -

~_ASCo. A' ......... ,""' ............ GCR. """" ASCo 
~ ..... ;" .. """""l' B , .... ..- 'M ... _ .. tdIo 
.... , ...... ___ -...-...... ond ...... ' hm 

~ ..... -p .... ¡,¡""1infI «lb. n...,. ....... ind",«I br "'-
npoour< ro ................ ~ po<>b/«. ", ..... """'" -- ("~ 
~ """'-, IAV ~ GC '''f''''M< rro.. GC-

doriv..J ""'"""T B tdIo donrin&", .... """".... ............ 
.... rol< of .... EF B ,d. annot .......... <1«1 ""', • 
hoo botn ,¡""." ;" an ...... _OPrOIK ............... """'" 
mooId .... , , '" GC-.dniwd """""T B ,d. ¡-.I tan ~ 

.. I'.F in • oooondo<y .......- (" ). In ............ hWo 

............... "'f""""I of .... B «il .......... ' oft .. iaItrnoon 
or...rnno""" ,.,..... "'lr' • ..,.¡, ...... , '" dynamo< of EF ..... 
~~ 

• 

-----
ANTIBODIES AGAINST IAV EXTERNAL 
PflOTEINS 

HA-5pecific Antibodies 
HA ...... """""" ........... 'f"&<-.... p<d ......... 'Iu' .......... 
_ .... ....-of .......... ThtHA~(HAO) _ 

in .... EIl ..... in .... _....- .. procno<d br .... '" "J'F"'n 
P'''''' ''''' two poIyp<p<id<o< HA! ..,.¡ HAl • ..- ,"""", 
throush......,&dt I>ood.. HA! romprion .... p.louIu '<Pon of 
.... moItcuIt ("'ad) • ..- roo .......... JtBS. ..,.¡ .... "W" 
p&rt of lb< dcm tqioo. IIA.l «Mn Ibo: mojo< ~ of .... "'''' 
"Il .... ond • , ............ r....... p<pti<k. Canmllr. ! . ddfn< .. 
.....,¡"p .. IAV HA..Dtypn Iuw b«.. dont..- ond ''''rw.. 
botn dmdtd in'" 'wo ~"' _ ,~ ! (indudinl 
H! . H'. H')""¡ _' (md...w.. H' ..... Hl). I~ h_ • 
H! ond H' ............. ~ HA. 1'"""";" riKuIotinl 
... _ ..... ....,.", ' ''' ...... ..........-. of''''''' ... >«I .......... 
YO<rinn. How.v..; ""'" HA. from ............. ...do. .. H5""¡ 
H7 ('.J-. H'N! ond H7N.) ...... =-<d .... """'f'<rin borntr 
ink<tinc h ........ ond ....... occ"""'" ""tbr.aU (lO. , l ) 

Antibodieo Auai1st1htt GIoIlu .... Domain 01 HA 
~,.¡ "",INIW"I' .n~ ,,",,"0140';'<"", NO 
""* of .... ti"", .. nndroliDnl ............ '011 ........... 
di<<<t<d ro .... ,_...,.,.¡ """"" on HA. partKuIarly 
.... p.louIu _..- .... b«.. _~ .. .... 

............dominaN ..po. ofthu ro-'"- Sint, .... ouIy"P .... . 
"""s .......donoI Abo (mAIoo) ... ''''' 6 ...... ~ 
..... (SI.. So. Cal . Ca> .... a.. .. A_E .,,) _'" odmom.d ...... 
...¡.or ..pon. troopiz<d br nndroI""'s Abo (" _1'). Sdn So 
ond Sb ... Iocat<d" .... 'op of .... polouIu domain oIHA._ 
Ca! . CaL and G ... Ioat<d al .... bott ... of .... htad i" ~ 

u.u,. ........ modd. • _ ........ br ...... Irtti « .... that 

"",,, ... Iun ..... y ........... r... an_ ..... ot .... HA 
aooioocuk of PU _ (HINl). Ihot dotp<nd. on ......... _ 

onpono< l""V"'o .... ,.-bodvound and , '" "'y in ..-
.... M","" ....... uIot<d .... _ a,..p<ri/i< ~ ... ... 
po«lominan< in .... _, ""P"""' ...... inItt_ but ....,. 

", ....... _brSb-oporifo< ~db" day 11. lbiolun"'by .... 
... inII"",,«I brCI>4' T ........... .....,. m..p' withddfn< .. 
..... ..... _ ....... andddfn< .. _of-.('.~Ut.r.liu 

« al. anaIyzod .... Iunardoy of .. .........oom'"""', ior , '" HA 

ot . poot.,.,... """""" ~ """'. "'.'bd .. " ..... ",." 
(M!N!) in ........ op<rin ind...w.. h........., _ no oproIK 
..... ......oo....n.n po""'" .... 0-..1 ... th ........ I"P- Sb""¡ 
Co-'F""_ Abo _1«1 .............. ..-- in -. ..,.¡ 
.... ~ .. So wa. dom ...... ' ... _ . Forh ......... " .... ~ 
• ,ompI<tdf ddfn"" 1'""'''' in _ So ond Sb-oproIK Abo 
donrino>«l , '" ontiIoodf ... _ (17). Similulf. lar M'_. 
8.."<1,,. " ... iound Ihot .... B ~ .. (~ ., ..... So ..,.¡ 
g, ;" M! HA) in .... HA prnOrin of .... M'S, ""'" that 

ciKubt<d in .... ""_1100 ".""' ......... ......00..0 .... pr< 
ond poot_.acrinabon ,. h ......... Ihot ... riw<I " ....... "",<in< 

n.. ...... po""" of ...... --......., .... 0-..1 with """. 

bu! _ «pKIod by """""ti" .... ;, .... indtp<n<I<nt of 
P'''''"' b&<qrn.-¡ ond ..... uniz&tion ""'''' ('''19~ 
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