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Asunto: jurado de examen

Onfiveros Padilla Luis Alberto
Estudiante de Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Presente

Los miembros del Subcomite Academico en reunion ordinana del dia 17 de mayo
del presente arfio, conocieron su solicitud de asignacion de JURADO DE EXAMEN
para optar por el grado de Doctor en Ciencias, con la réplica de la tesis “Estudio
de la respuesta de células T de memoria inducida por las porinas de

Salmonella enterica”, dirgida por elfla Dr|a). Lépez Macias Constantine Il Roberto.

De su andlisis se acordd nombrar el siguiente jurado integrado por los doctores:

PRESIDEMTE Edmundeo Calva Mercado

WOCAL Fernando Roger Esquivel
Guadarama

WOCAL Edda Lydia Sciutto Conde

WOCAL Leonor Huerta Hernandez

SECRETARIO Maria Glona Soldevila Melgarejo

Sin ofro partficular por el momento, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial
saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA, HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 17 de mayo de 2021
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RESUMEN

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es un patdogeno que representa un
grave problema de salud publica, especialmente en los paises en vias de desarrollo;
el desarrollo de vacunas seguras y eficaces contra S. Typhi es de gran importancia
en la investigacién médica. Las porinas de S. Typhi, OmpC y OmpF, son potentes
inductores de la respuesta inmune protectora contra S. Typhi en ratones y humanos.
La vacunacién con porinas induce proteccién contra 500 DLso de la bacteria S.
Typhi, la presencia de anticuerpos bactericidas de duracion vitalicia y una respuesta
efectora de células T en ratones; sin embargo, se desconoce si existe induccion del

compartimiento de células T de memoria, asi como su contribucién a la proteccion.

En el presente trabajo, primeramente, observamos que la inmunizacién con porinas
es capaz de inducir respuesta de células T CD4+ y CD8+ in situ en el sitio de
inmunizacion. El analisis de la respuesta funcional especifica contra porinas por
parte de las células T CD4+ y CD8+ de la piel inmunizada mostré células
productoras de IFN-gama e IL-17 en ambas poblaciones de células T. El fenotipo
de memoria de las células T indicaban la presencia de células T CD4+ y CD8+ de
memoria residente y de memoria efectora en la piel inmunizada, mientras que en el

ganglio linfatico drenante se encontraron células con fenotipo de memoria central.

De igual forma se demostr6 que la inmunizacién con porinas por via intradérmica,
redujo la carga bacteriana después del reto con S. Typhi, y finalmente, evaluando
el papel de la subpoblacion circulante de las células T de memoria en la proteccién,
se demostré que las células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante son cruciales

en la proteccion mediada por la inmunizacién con porinas en contra de S. Typhi.

En su conjunto, nuestros resultados resaltan la importancia de inducir una respuesta
de células T de memoria circulante para alcanzar la optima proteccién conferida por
la inmunizacion con porinas, mostrando un mecanismo importante a analizar

durante el desarrollo racional de vacunas.
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ABSTRACT

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) is a pathogen bacteria that represents
a severe public health problem worldwide, specially in the low and middle income
countries; the development of safe and more efficient vaccines against S. Typhiis a
very important topic in medical research. S. Typhi porins, OmpC and OmpF, are
potent inducers of the immune response against S. Typhi in mice and humans.
Vaccination with porins induces the protection against 500 LDso of S. Typhi, life-
lasting bactericidal antibodies and effector T cell responses in mice; however, the
nature of the memory T cell compartment and its contribution to protection remains

unknown.

In this work, we firstly observed that immunization with porins induces in situ (skin)
CD4+ and CD8+ T cell responses. Analysis of the porin-specific functional
responses of skin CD4+ and CD8+ T cells showed IFN-gamma- and IL-17-producing
cells in both T cell populations. The memory phenotype of porin-specific T cells
indicated the presence of resident and effector memory phenotypes in the skin, and

a central memory phenotype in the skin-draining lymph node.

In addition, we demonstrated that immunization with porins via skin reduces the
bacterial burden following challenge. Finally, evaluating the role of the circulating T
cell memory population in protection, we showed that circulating memory CD4+ and

CD8+ T cells are crucial in porin-mediated protection against S. Typhi.
Overall, this study highlights the importance of inducing circulating memory T cell

responses in order to achieve the optimal protection provided by porins, showing a

mechanism that could be sought in the rational development of vaccines.
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INTRODUCCION

Porinas de Salmonella Typhi como vacuna contra la fiebre tifoidea.

Salmonella enterica es una bacteria patdgena para el ser humano y representa un
grave problema de salud a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud ha
declarado a Salmonella sp. como una bacteria de alta prioridad contra la cual
desarrollar vacunas, debido a la creciente resistencia a antimicrobianos que
presenta (WHO, 2017). Salmonella enterica serovariedad Typhi (S. Typhi) es
causante de la fiebre tifoidea, de la que se reportan entre 11 y 21 millones de casos,
asi como entre 117,000 y 161,000 muertes anuales a nivel mundial (Stanaway et
al., 2019). El desarrollo de vacunas contra Salmonella enterica continda siendo un
reto para la investigacion clinica, actualmente sélo se han licenciado 3 vacunas
contra fiebre tifoidea, algunas de ellas tienen limitaciones de efectividad en nifios
menores de 5 afos, otras requieren de varias dosis de administracién, y ninguna de
ellas es capaz de inducir proteccion cruzada contra las serovariedades no tifoideas,
las cuales también son de relevancia médica debido a que causan mas de 150
millones de infecciones y cerca de 57,000 muertes anualmente en el mundo (Gayet
et al., 2017; Jessica M. Healy, 2019). Por las anteriores razones, la busqueda de
vacunas efectivas contra la enfermedad es prioritario en la investigacion médica y
por ello es que la busqueda de vacunas efectivas contra la infeccion por S. Typhi

esta en continuo avance.

En nuestro grupo de trabajo se encontré que los sueros de pacientes con fiebre
tifoidea en fase aguda y convaleciente contenian altos titulos de anticuerpos IgG e
IgM (respectivamente) especificos para proteinas de membrana externa (Omp) de
Salmonella Typhi. Estas Omp’s corresponden a un peso molecular de 34 y 37 KDa

y se habian descrito anteriormente como porinas (Ortiz et al., 1989).

Las porinas son las proteinas de membrana externa mas abundantes en bacterias

Gram negativas, cada bacteria expresa aproximadamente 10° moléculas en su
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superficie. Su principal funcién es facilitar el transporte de solutos hidrofilicos con
un peso molecular menor a 600 Da a través de la membrana externa (Nikaido, 2003;
Welte et al., 1995). Estas proteinas fueron purificadas de Salmonella Typhi
mediante el método de Nikaido y se inmunizaron ratones con las porinas purificadas.
Los ratones inmunizados con porinas purificadas fueron protegidos ante un reto de
500 DLso de ésta bacteria (Armando Isibasi et al., 1992).

Las porinas purificadas con estandares de buenas practicas de manufactura,
pasaron los exdmenes de toxicidad y preclinicos. En el ensayo clinico fase 1, se
encontré que las porinas fueron seguras, bien toleradas e indujeron proliferacion de
células mononucleares de sangre periférica y linfocitos T productores de Interferén

gamma (Salazar-Gonzélez et al., 2004).

Por otro lado, se evalud la respuesta de anticuerpos en los voluntarios del ensayo
clinico 11 afios después de la administracion de una sola dosis de 10 microgramos
de porinas, y se encontr6 la presencia de 4 titulos de anticuerpos I1gG e IgM contra
la bacteria por encima de los titulos del grupo control (Perez-Shibayama et al.,
2014).

En estudios preclinicos hechos en ratones inmunizados con dos dosis de 10
microgramos de porinas, en los que se encontré que la inmunizaciéon con porinas
indujo anticuerpos bactericidas y que estos anticuerpos se mantenian a lo largo de
toda la vida de los ratones (Secundino et al., 2006). Esta respuesta de anticuerpos
inducida por la inmunizacion con porinas sin adyuvante es un comportamiento poco
comun ante inmunizaciones con otras proteinas bacterianas, por ejemplo, otros
estudios de medicibn de anticuerpos tras inmunizaciones con proteinas de
superficie externa (Osp) de otras bacterias Gram(-) como Borrelia burgdorferi, en
los que la respuesta de anticuerpos decae antes de los 30 dias después de la Ultima

inmunizacion (Padilla et al., 1996).
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En su conjunto, los resultados obtenidos sefialan que las porinas son potentes
inmunoégenos capaces de inducir de manera segura anticuerpos bactericidas de
larga duracion, propiedad de suma relevancia para el disefio racional de nuevas
vacunas y adyuvantes, ya que se buscan inmundgenos seguros que induzcan
proteccién de larga duracidon. Se podria pensar ésta respuesta tan robusta de
anticuerpos seria suficiente para inducir proteccion por si sola, sin embargo, se
demostré que la inmunizacion activa protege contra 500 DL50, mientras que la
inmunizacion pasiva con anticuerpos anti-porinas demostré proteccion hasta con
100 DL50 (A. Isibasi et al., 1988). Esto indica que existen mecanismos adicionales
a la inmunidad humoral que participan en la proteccion contra la bacteria inducida
por porinas. Por lo anterior, se han seguido buscando diversos mecanismos del
sistema inmune involucrados en la proteccion de larga duracién inducida por las
porinas, para conocer cuales son las caracteristicas a buscar en el desarrollo de

nuevas vacunas.

La inusual capacidad inmunogénica de las porinas hacia evidente la participacion
de la respuesta inmune innata y una probable actividad adyuvante intrinseca de las
mismas. Debido a lo anterior, se investigo si las porinas pueden ser reconocidas por
el sistema inmune innato, para ello se utiliz6 un modelo de células HEK
transfectadas con los receptores TLR2 y TLR4, las cuales, al ser estimuladas con
porinas, produjeron citocinas, lo que indicaba que las porinas son capaces de ser
reconocidas por estos receptores del sistema inmune innato (Pérez-Toledo et al.,
2017). Ademas de ello, se ha reportado que la co-inmunizacion de las porinas como
adyuvantes de virus de influenza inactivado, antigeno Vi, ovoalbumina, inducen un
efecto adyuvante sobre la respuesta de anticuerpos especifica contra los antigenos

co-inmunizados (Moreno-Eutimio et al., 2013).

Otro mecanismo importante en la proteccion que fue investigado, fue la respuesta
efectora de células T ante porinas, ya que se ha demostrado que las porinas son un
blanco importante de la respuesta de células T en personas inmunizadas con la

vacuna viva atenuada contra S. Typhi (Carrend et al., 2017). De igual forma, existen
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reportes que demuestran la activaciéon ex vivo de linfocitos T CD4+ humanos por su
estimulacion con péptidos inmunogénicos de la porina OmpC, los cuales son
conservados dentro de la diferentes serovariedades de Salmonella enterica;
sugiriendo que los linfocitos T CD4+ juegan un papel importante en la proteccion

inducida por las porinas (Diaz-Quifionez et al., 2004; Valero-Pacheco et al., 2020).

Por otra parte, se encontré que las porinas son capaces de activar una respuesta
efectora de células T en ratones, ya que tras su inmunizaciéon se indujo la
proliferacion de linfocitos T CD4+ en ratones inmunizados y se observd que estas
células se encargaban de producir IFN- y (Perez-Shibayama et al., 2014). El mismo
efecto se observd en humanos vacunados con porinas, encontrando un incremento
significativo en el indice de proliferacion de células mononucleares de sangre
periférica caracterizada por la presencia de IFN-y (Blanco et al., 1993; Salazar-
Gonzalez et al., 2004).

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado ampliamente la capacidad de
las porinas para activar linfocitos T y su funcion efectora tras la inmunizacion, sin
embargo, se desconoce si estas proteinas son capaces de inducir compartimento

de memoria o larga vida en los linfocitos T especificos contra porinas.

Linfocitos T de memoria

Al momento de la seleccidn timica, los linfocitos T se pueden diferenciar a células
efectora con capacidad citotéxica (en el caso de las células T CD8+) o con
capacidad de producir citocinas que atraeran y activaran otras células de la
respuesta inmune (en el caso de las células T CD4+). Para ambas poblaciones de
linfocitos T, se ha descrito que tras una funcion efectora contra un antigeno o un
patogeno, poseen capacidad de convertirse en células de memoria de larga vida
con capacidad funcional cuando han sido activadas y se reestimulan
especificamente (Seder & Ahmed, 2003).
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Los Linfocitos T de memoria (LTM) generados tras el primer encuentro con un
patogeno se dividen en tres subpoblaciones: ya que algunos pueden mantenerse
en circulacion sistémica (linfocitos T de memoria efectora 0 memoria circulante -
LTME), otros se quedan residiendo en un tejido especifico para montar una
respuesta inmune local ante el patégeno (linfocitos T residentes de memoria -
LTRM) y otros permanecen en el ganglio linfatico drenante (GLD) para servir de
provision para los LTM o LTRM que se iran a circulacion o tejidos (Di Meglio et al.,
2011).

Estas células se pueden identificar principalmente por su inmunofenotipo, mediante
la expresion diferencial de moléculas como CD44, CD62L y moléculas que inhiben
el regreso a GLD o las mantienen en otros tejidos, como CD69 y CD103. Se ha
definido a los LTMC como una poblacién celular CD44+, CD62L+ y CD103-; a los
LTME como una poblacion CD44+, CD62L-, CD103- y a los LTRM como una
poblacion CD44+, CD62L-, CD103+ (Gray et al., 2018; Steinbach et al., 2018).
Ademas de ello, las células T de memoria residente se encuentran en érganos y
tejidos que son dificiles de alcanzar por las células T de memoria circulante o

efectora, como la mucosa intestinal o de pulmén (Szabo et al., 2019).

Existen varios reportes en los que se trata de dilucidar la participacion de las
poblaciones de células T de memoria circulante o residente en la proteccion contra
diferentes patdgenos y contra cancer. Se ha reportado que vias de inmunizacién
como la intradérmica son capaces de inducir LTRM en sitios distantes al sitio
inmunizado, y a su vez, éstos LTRM estan involucrados en la resolucion de
inmunopatologias como el melanoma (Ledn-Letelier et al., 2020), ademés se ha
comprobado que su transferencia singénica puede inducir presencia sistémica de
LTRM y un estimulo antigénico es capaz de expandir las clonas presentes en las

zonas distintas a la originalmente trasplantada (Beura et al., 2018).

De igual forma, se ha descrito que la transferencia de LTM circulante especificos

contra Yersinia pseudotuberculosis de tejido adiposo en ratones deficientes de Rag

Pagina | 17



(recombinasa que genera a los linfocitos T y B) es capaz de proteger al 70% de los
ratones ante un reto con la bacteria, observando que la proteccién se pierde al
eliminar dichas células (Han et al., 2017). Por otra parte, existe evidencia de que los
LTRM también contribuyen a la proteccion contra el virus de influenza (Teijaro et al.,
2011). Esto demuestra que las células de memoria tienen un papel fundamental en
la proteccion inducida contra una infeccion. En el caso propio de la infeccion por S.
Typhi, se ha demostrado que la proteccion Optima inducida por la vacuna viva
atenuada de la bacteria requiere de la participacion tanto de la poblacion circulante

como de la residente de tejidos (Benoun et al., 2018).

La inmunizacion de antigenos en piel por la via intradérmica es un modelo
ampliamente usado para el estudio de la induccién de células T de memoria
después de la inmunizacion. Esta ruta de inmunizacion ha probado ser util para
evidenciar la presencia de las tres subpoblaciones de LTM descritas anteriormente
(LTMC, LTME, LTRM) (Antonio-Herrera et al., 2018; Garcia-Lozano et al., 2018),
por lo que se empleara en éste proyecto como ruta de inmunizacion para identificar

y evaluar la respuesta de células T de memoria inducida por las porinas.

En el presente proyecto se desea conocer si la inmunizacion con porinas es capaz
de inducir subpoblaciones de LTM, asi como la probable contribucién que tienen en

la proteccién conferida por las porinas contra el reto de S. Typhi.

Il.- JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las células T de memoria son un elemento importante de la protecciéon contra
diferentes microorganismos, en el caso de la inmunizacion con porinas se
desconoce si se puede generar el compartimento de memoria de células T y si dicho
compartimento contribuye en la proteccién inducida por estas proteinas. Se desea
generar este conocimiento ya que es de gran importancia para conocer los

mecanismos de proteccion e inmunidad de larga duracion contra S. Typhi.
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[ll.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha reportado previamente que la inmunizacion con porinas es fuertemente
protectora e induce mecanismos como la generacion de anticuerpos bactericidas de
larga duracién y una respuesta efectora de células T especificas. Se desconoce si,
después de dicha respuesta efectora de linfocitos T, estas células tienen capacidad
de permanecer en el organismo como células de memoria y si contribuyen

directamente a la proteccion contra S. Typhi.

IV.- OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el compartimento de memoria de linfocitos T inducidos por las porinas

y su contribucion en la proteccién contra S. Typhi.

V.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar si la inmunizacién con porinas via intradérmica induce una respuesta
celular de linfocitos T CD4+ y CD8+ en un modelo de ratén.

2.- ldentificar la presencia de linfocitos T de memoria residente y efectora CD4+ y
CD8+ inducidos por la inmunizacion con porinas en un modelo de ratén.

3.- Identificar la presencia de linfocitos T de memoria central CD4+ y CD8+
inducidos por la inmunizacién con porinas en un modelo de raton.

4.- Determinar la inmunogenicidad y capacidad protectora de las porinas de S. Typhi
al ser inmunizadas por via intradérmica en un modelo de raton.

5.- Evaluar la contribucion de los linfocitos T de memoria circulante y residente CD4+
y CD8+ en la proteccién contra S. Typhi inducida por la inmunizacién con porinas

en un modelo de ratén.
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VI.- HIPOTESIS

La inmunizacién intradérmica con porinas inducira linfocitos T de memoria circulante
y residente CD4+ y CD8+ que estaran contribuyendo directamente a una respuesta

protectora contra S. Typhi.

VIl.- DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS

Animales de Laboratorio

Los animales que se usaron en el desarrollo de este proyecto fueron ratones
machos de 6-8 semanas de la cepa C57BL6/J, los cuales se adquirieron de la casa
comercial Bioinvert® y se mantuvieron durante la duracién de los experimentos en
el bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la
UNAM.

Bioldgicos

Porinas purificadas por el método modificado de Nikaido previamente descrito
(Salazar-Gonzalez et al., 2004) a partir de la cepa de Salmonella Typhi ATCC 9993,
son producidas en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIQ)
del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI. Cada lote es
producido bajo las buenas préacticas de laboratorio y se le realiza un control de
calidad al producto terminado, incluyendo la deteccion de endotoxina

(Lipopolisacarido) mediante la prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus.

Salmonella Typhi ATCC 9993, conservada en la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica (UIMIQ) del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional

Siglo XXI. Para los experimentos de reto, se crece la bacteria en medio LB liquido
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hasta tener una concentraciéon de 10’ UFC / mL, alicuotas con esta concentracion
de bacteria se usaron para la inyeccion de la bacteria en el reto. Como control
positivo de los experimentos se hicieron inmunizaciones con Salmonella inactivada
por calor (HIS), en el que se crece la bacteria hasta tener una concentracion de 107
UFC/mL y se calienta cada alicuota de 1 mL a 60°C por 2 horas para inactivar a la

bacteria.

Porinas digeridas con proteinasa K (PorK), el cual es una preparacién usada como
control negativo en los experimentos para evidenciar el potencial efecto que tiene el
lipopolisacéarido que estuviera debajo del limite de deteccién de la prueba de Lisado
de Amebocitos de Limulus (0.2 ng LPS / mg proteina), para prepararla se mezcla 1
Hg de proteinasa K (New England Biolabs cat. 8102, Ipswich, MA, USA) con 100 pg
de porinas y se incuban a 37°C por 2 horas, transcurrido dicho tiempo se calienta la

preparacion a 60°C por 10 minutos.

Inmunizaciones

Se inmunizaron ratones en un esquema de dos inmunizaciones al dia 0y 14 con los

controles y problemas descritos a continuacion:

a) Vehiculo (Veh): Buffer Tris en el que son inmunizadas las porinas, se

inyectaron10 L de este buffer por via intradérmica en la oreja del raton.

b) Porinas digeridas en proteinasa K (PorK): Inmunizacion con 10 pg de porinas

de S. Typhi digerida en proteinasa K por via intradérmica en la oreja del ratén.

c) PorID: Muestra problema que consiste en la inmunizacion via intradérmica
de 10 ug de porinas en la oreja del raton.

d) PorlP: Inmunizacién via de 10 pg de porinas por via intraperitoneal en el
raton.

e) HIS: Inmunizacién intraperitoneal de 10’ UFC de S. Typhi inactivada por
calor. A todas las dosis inmunizadas se le hizo la prueba de crecimiento en

placa y resultd negativa para crecimiento bacteriano.
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Hipersensibilidad de Tipo Retardada (DTH)

La evaluacién de la respuesta de DTH se llevé a cabo realizando mediciones del
grosor de la oreja inmunizada del raton a las 0, 24 y 48 horas después del refuerzo

con ayuda de un micrometro (Truper cat. 14401, Mexico City, Mexico).

Extraccion y estimulacion de células T

Las células totales de la piel inmunizada y del ganglio linfatico drenante de los
ratones inmunizados se extrajeron de los 6rganos completos, los cuales fueron
macerados en medio de cultivo RPMI suplementado (Gibco cat. 1640, Waltham,
MA, USA) e incubados por 24 horas a 37°C. Tras la incubacion las células se
extrajeron del cultivo mediante centrifugacion a 2500 rpm por 5 minutos. Se hizo el
conteo de las células extraidas con azul tripano al 0.4% y una camara de conteo de
Neubauer. 10° células vivas extraidas de la piel y el ganglio fueron estimuladas con
los péptidos OmpCaz41-255 (0.5 pg) y OmpF201-215 (0.5 pg) por 6 horas a 37°C para

evaluar la produccién de citocinas.

Inmunofenotipificacion de las células T

Después de haber concluido el tiempo de estimulacién. Se realiz6 una tincion
extracelular con los anticuerpos anti-raton TCR-B (Biolegend cat. 109228, San
Diego, CA, USA), CD4 (Biolegend cat. 100414, San Diego, CA, USA), CD8-a
(Biolegend cat. 100725, USA), CD44 (BD cat. 563114, Franklin Lakes, NJ, USA),
CD62L (Biolegend cat. 104408, San Diego, CA, USA) y CD103 (Biolegend cat.
121426, San Diego, CA, USA), realizada por 20 minutos a 4°C en oscuridad en
suero fetal bovino (Sigma cat. 2442, St. Louis, MO, USA) al 10% en PBS 1X. Se
realiz6 una tincion intracelular con el kit “fix and perm” (BD cat. 554714, Franklin
Lakes, NJ, USA) y los anticuerpos anti-ratén IFN-y (Biolegend cat. 505806, San
Diego, CA, USA) e IL-17 (Biolegend cat. 506916, San Diego, CA, USA) por 45
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minutos a 4°C y en oscuridad. La identificacién y cuantificacion de las células se
realizé por citometria de flujo en el citdmetro BD FACS Canto Il (BD, Franklin Lakes,
NJ, USA) del centro de instrumentos del Hospital de Especialidades del Centro

Médico Nacional “Siglo XXI”, Instituto Mexicano del Seguro Social.

Cuantificacion de titulos de anticuerpos IgM e IgG.

Los ratones inmunizados fueron sangrados por puncion en la vena submandibular
al dia 28 post-inmunizacién, la sangre se centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos y el
suero fue recolectado. Los titulos de anticuerpos especificos contra porinas se
evaluaron mediante ELISA en una placa de 96 pozos fondo plano (Corning cat.
3590, Corning, NY, USA), en la que se sensibilizd6 1 pg de porinas en 100 pL de
buffer de carbonatos pH=9.6 por pozo. El suero se diluyé en proporciones 1:2 en
una solucion de leche en polvo baja en grasa al 5% en PBS 1X a lo largo de la placa.
Los anticuerpos presentes en el suero se detectaron con los anticuerpos
secundarios anti-ratébn HRP IgM (Invitrogen cat. 62-6820, Waltham, MA, USA) o IgG
(Invitrogen cat. 62-6520,Waltham, MA, USA) en diluciéon 1:400 en leche al 5% en
PBS 1X. Las placas se revelaron con 10 pg de o-fenilendiamina (Thermo Scientific
cat. 34005, Waltham, MA, USA) y 10 uyL de peroxido de hidrogeno (Sigma cat.
H1009, St. Louis, MO, USA) en 100 pL de buffer de citratos (pH = 4.5) por pozo por
20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se adicion6 a cada
pozo 10 pL de &cido sulfurico 2.5 N y se leyeron las absorbancias de los pozos a
492 nm en un lector de placas (Thermofisher Multiskan 355,Waltham, MA, USA).

Eliminaciéon de células CD4+y CD8+
A tres grupos de ratones inmunizados con PorlD se les administraron
intraperitonealmente los anticuerpos monoclonales anti-CD4 (clona GK1.5, 400 ug

/ dia), anti-CD8 (clona TIB-210, 200 pg / dia) y el control de isotipo (clona 111-10, 400
Hg / dia) a los dias 25, 28 y 31 post-inmunizacion.
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Reto con S. Typhi y conteo de carga bacteriana

Los diferentes grupos de ratones fueron administrados intraperitonealmente con 10°
(Fig. 4) 0 108 (Fig. 5) UFC de S. Typhi al dia 28 post-inmunizacién. Un dia (Figura
4) o cinco dias (Figura 5) después del reto, se extrajo el bazo y el higado de los
ratones y se maceraron los 6rganos en PBS 1X estéril. EI macerado de diluy6 1:10
y 1:100 en PBS 1X estéril y se cultivaron las diluciones en placas con medio LB
(Sigma cat. L2897, St. Louis, MO, USA) por 14 horas a 37°C. Después de la

incubacién se contaron las UFC / g de érgano de cada raton.

Ensayo de supervivenciay escala clinica

La supervivencia de los ratones retados con 108 UFC de S. Typhi se siguié durante
los 5 dias siguientes al reto, en ese tiempo se registraron los signos clinicos que
presentaban los ratones y de acuerdo al nimero de signos presentados se le asigno
a cada grupo de ratones una escala clinica del 1-5 previamente descrita (Burkholder
et al.,, 2012), en el que la escala de 5 era la de peor diagnéstico para la

supervivencia.

VIIl.- RESULTADOS

La inmunizacién con porinas de S. Typhi induce una respuesta de células T
CD4+y CD8+

Para probar si la inmunizacion con porinas podria inducir respuestas de células T
gue nos permitiria buscar diferentes subpoblaciones de células T de memoria,
inmunizamos ratones usando una estrategia de inmunizacion y refuerzo seguida de
una prueba de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH). Para evidenciar la
presencia de una respuesta celular local contra las porinas, la prueba de DTH se

llevé a cabo en un grupo de ratones que fueron inmunizados dos veces con porinas
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por via intradérmica (PorID). Por otro lado, otro grupo fue inmunizado primero con
porinas intraperitonealmente (PorlP) y reforzado con PorID, donde una respuesta
de DTH positiva indicaria que la primera inmunizacién con PorlP cre6 una respuesta
celular sistémica que llegé a la piel y luego se expandié siguiendo una respuesta
local. Todos los grupos experimentales se reforzaron con PorlD (Figura 1A). La
prueba DTH mostré una respuesta celular sostenida en ambos grupos, denotada
por un persistente aumento del grosor de la piel a las 24 y 48 h posteriores al
refuerzo en el sitio inmunizado (Figura 1B). La respuesta DTH positiva en ambos
grupos de ratones inmunizados con porinas sugirio la presencia de una respuesta
celular local y sistémica independientemente de la ruta de inmunizacion utilizada

para en la primera inmunizacion.

Luego se quiso corroborar que la respuesta DTH después de la inmunizacion fue
una consecuencia de un aumento en el niumero de células T en el sitio de
inmunizacion. Usando citometria de flujo, se encontraron poblaciones mas
abundantes de células T CD4+y CD8 + en la piel de ratones vacunados con porinas,
especialmente en el grupo PorID (Figura 1C). Las cuantificaciones celulares
mostraron que el conteo total las células T CD4+ en la piel de ratones vacunados
fueron tres veces mas altos en comparacién con los grupos control negativo
(Vehiculo y PorK) (Figura 1D). Un incremento parecido se encontro para el caso de
las células T CD8+ de la piel inmunizada, en el que se observé un incremento en el

namero total de estas células en los ratones inmunizados con porinas (Figura 1E).

Para comprobar si la respuesta DTH positiva y el aumento de linfocitos T CD4+ y
CD8+ en los ratones inmunizados con porinas, estaban relacionados con la
presencia local y sistémica de células T de memoria (residentes y circulantes), se
procedi6 a caracterizar el fenotipo de la memoria y la funcionalidad de las células T

presentes en la piel.
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Figura 1. Lainmunizacion con porinas de S. Typhi induce unarespuesta de células T
CD4+ y CD8+. Ratones C57BL/6J fueron inmunizados intradérmicamente en la oreja con
vehiculo (Veh), porinas digeridas con proteinasa K (PorK) y porinas (PorlD),
intraperitonealmente con porinas (PorlP) o S. Typhi inactivada por calor (HIS) al dia 0.
Todos los grupos recibieron un refuerzo al dia 14 con porinas via intradérmica en la oreja
(A). El grosor de la piel (DTH) se midi6 a las 24 and 48 h post-refuerzo (hpr) (B). Plot
representativo (C) del numero total de células T CD4+ (D) y CD8+ (E) presentes en piel al
dia 28 (n=7; 2 experimentos independientes; diferencia significativa para una prueba

Kruskal-Wallis **p < 0.05 * p < 0.1 con comparacién multiple de Dunn).
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La inmunizacién con porinas de S. Typhi induce una respuesta funcional de

células T CD4+y CD8 + de memoria residente y efectora

Primero se evalué la especificidad y la funcionalidad de las células T CD4+ y CD8+
de la piel a través de la expresion de IFN-y e IL-17, citocinas producidas como
consecuencia de una respuesta de recuerdo especifica de la porina (Perez-
Shibayama et al., 2014; Pérez-Toledo et al., 2017). El perfil especifico de citocinas
de las células T en la piel inmunizada de los ratones revel6 la expresion de IFN-y e
IL-17 por parte de las células T CD4+ después de la estimulaciéon con los péptidos
OmpCaa1-255 Y OmpF201-215 (Figura 2A). En concordancia, el numero total de células
T CD4+ productoras de IFN-y en la piel de los ratones inmunizados con porinas se
encontraba incrementado cerca de siete veces con respecto a la cantidad de células
IFN-y+ en los controles negativos (Figura 2B). Del mismo modo, el nimero total de
células T CD4+ positivas para IL-17 representd un aumento de cinco veces en los
ratones inmunizados con porinas en comparacion con los controles (Figura 2C).
También fue evidente la presencia de células T CD8+ funcionales en la piel; se logro
observar un aumento en el ndmero total de células T CD8+ productoras de IFN-y
(Figura 2D). Por otro lado, aunque en el porcentaje de células T CD8 + que expresan
IL-17 no se obtuvo diferencias significativas en comparacién con los controles
negativos, si se observd un incremento en el numero total de células T CD8 +

productoras de IL-17 en la piel de los ratones inmunizados (Figura 2E).

Para evaluar si las células T especificas contra porinas que se encontraron en la
piel de los ratones vacunados tenian un fenotipo de memoria, analizamos la
expresion de los marcadores CD62L y CD103 en las células T CD44+ productoras
de IFN-y e IL-17 de la piel (Figura 2F). Se pudo observar la presencia de células T
CD4+ y CD8+ especificas de memoria residente (Figura 2G y 2H) y memoria
efectora (Figura 21 y 2J) en la piel de los ratones inmunizados con porinas, mientras
gue estas subpoblaciones de células T de memoria estuvieron casi ausentes en los
grupos de controles negativos. El numero de células T CD4+ y CD8+ de memoria

central no se encontré incrementado en la piel de los ratones inmunizados, debido
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a que las células T de memoria central se encuentran localizados principalmente en
organos linfoides, su presencia en el ganglio linfatico drenante de la piel (GLD) fue

investigado més a fondo.
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Figura 2. Lainmunizacion con porinas de S. Typhiinduce unarespuesta funcional de
células T CD4+ y CD8 + de memoria residente y efectora. Ratones C57BL/6J fueron
inmunizados intradérmicamente en la oreja con vehiculo (Veh), porinas digeridas con
proteinasa K (PorK) y porinas (PorID), intraperitonealmente con porinas (PorlP) o S. Typhi
inactivada por calor (HIS) al dia 0. Todos los grupos recibieron un refuerzo al dia 14 con
porinas via intradérmica en la oreja. Se extrajeron las células de la piel y se evalud la

produccion de IFN-y e IL-17 (A) como medida de la funcionalidad de las células T CD4+
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(B,C) y CD8+ (D,E). A las células funcionales CD44+ se les determiné su fenotipo de
memoria mediante la expresion de CD103 y CD62L (F), evaluando la cantidad de células T
CD4+ y CD8+ de memoria residente RM (CD103+ CD62L-) (G,H) y la cantidad de células
T CD4+ y CD8+ de memoria efectora EM (CD103+ CD62L-) (1,J) (n=7; 2 experimentos
independientes; diferencia significativa para una prueba Kruskal-Wallis **p <0.05*p < 0.1

con comparacion multiple de Dunn).

La inmunizacion con porinas de S. Typhi induce una respuesta funcional de

células T CD4 +y CD8 + de memoria central

Para evaluar la presencia de células T de memoria central, se obtuvieron las células
del GLD de la piel inmunizada de los ratones y se llevo a cabo el mismo andlisis de
datos que para las células T de la piel. En primer lugar, analizamos la presencia de
linfocitos T CD4+ y CD8+ en el GLD de la piel (Figura 3A) y encontramos un
aumento en el numero total de linfocitos T CD4+ (Figura 3B), pero no ocurrio lo
mismo en el numero total de linfocitos T CD8+ del GLD, ya que no se obtuvo un
incremento significativo con respecto a los grupos control (Figura 3C). Siguiendo la
misma estrategia utilizada para analizar las células de la piel, evaluamos la
funcionalidad y la especificidad de las células T del GLD de la piel inmunizada
mediante el analisis de la expresion de IFN-y e IL-17 (Figura 3D). Se observo un
incremento significativo en el nUmero total de linfocitos T CD4 + productores de IFN-
y (Figura 3E), mientras que un incremento similar se encontré en el nimero total de
células T CD4+ productoras de IL-17 (Figura 3F). Al contrario de lo observado en la
piel, la presencia de células T CD8+ funcionales fue claramente evidente, el nimero
total de células T CD8+ productoras de IFN-y fueron significativamente mayores en
comparacion con los controles (Figura 3G); se observo un hallazgo similar en el
namero total de células T CD8+ productoras de IL-17 (Figura 3H). Finalmente,
evaluamos el fenotipo de memoria de células T especificas en el GLD de la piel
inmunizada (Figura 3l), en donde se logré observar una presencia predominante de
células T CD4+ (Figura 3J) y CD8+ (Figura 3K) de memoria central, mientras que
esas células T de memoria estaban practicamente ausentes en los grupos de control

negativo. Por otro lado, no se encontré que las células T de memoria residente y
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efectora se aumentaran para ninguna de las poblaciones de células T en el GLD de

la piel inmunizada para ninguno de los grupos experimentales. Hasta este punto, se

logré detectar la presencia de las diferentes subpoblaciones de células T de

memoria residentes y circulantes después de la inmunizaciébn con porinas; a

continuacion, se buscara evaluar su papel en la proteccion contra el reto de S. Typhi.
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Figura 3. Lainmunizacion con porinas de S. Typhi induce unarespuesta funcional de

células T CD4 + y CD8 + de memaria central. Ratones C57BL/6J fueron inmunizados

intradérmicamente en la oreja con vehiculo (Veh), porinas digeridas con proteinasa K (PorK)

y porinas (PorID), intraperitonealmente con porinas (PorlP) o S. Typhi inactivada por calor

(HIS) al dia 0. Todos los grupos recibieron un refuerzo al dia 14 con porinas via intradérmica
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en la oreja. Se extrajeron las células de ganglio linfatico drenante de la piel inmunizada
(GLD) y se hizo el conteo de las células T CD4+ y CD8+ totales (A-C). Se evalud la
producciéon de IFN-y e IL-17 (D) como medida de la funcionalidad de las células T CD4+
(E,F) y CD8+ (G,H). A las células funcionales se les determind su fenotipo de memoria
mediante la expresion de CD44 y CD62L (l), evaluando la cantidad de células T CD4+ y
CD8+ de memoria central CM (CD44+ CD62L+) (J,K) (n=7; 2 experimentos independientes;
diferencia significativa para una prueba Kruskal-Wallis **p < 0.05 * p < 0.1 con comparacién

multiple de Dunn).

La inmunizacion con porinas de S. Typhi reduce la carga bacteriana después
del reto

Se ha demostrado que las porinas son protectoras cuando se administran por via
intraperitoneal, pero en este estudio, para evaluar el papel de las subpoblaciones
de células T de memoria en la proteccion, era importante determinar si la
administracion de porinas a través de la piel también podia inducir proteccion y si
pudiera ser igual o mas inmunogénica que la via intraperitoneal. La inmunizacion
intradérmica con porinas (PorID) en un esquema de inmunizacion y refuerzo (Figura
4A) logro inducir titulos de anticuerpos IgM (Figura 4B) e IgG (Figura 4C) especificos
contra porinas a niveles similares a la inmunizacion intraperitoneal (PorlP) o al grupo
inmunizado con bacteria inactivada (HIS), y a niveles significativamente mas altos

en comparacion con los controles negativos.

Después se evalud si ambas vias de inmunizacién con porinas (PorlD o PorlP)
pueden controlar la carga bacteriana en el bazo (Figura 4D) y el higado (Figura 4E),
observandose que ambas vias de inmunizacion con las porinas dejan dichos
organos de la mayoria de los ratones inmunizados con porinas a niveles de carga
bacteriana por debajo de nuestro limite de deteccion, similar a los niveles
observados en ratones inmunizados con HIS. Por lo tanto, confirmamos que las
rutas de inmunizacién que inducen subpoblaciones de células T de memoria son

capaces de controlar la carga bacteriana después del reto con S. Typhi.

Pagina | 31



A

Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 29

Conteo de carga
bacteriana

Inmunizacion Refuerzo Reto v medicion de
titulos de anticuerpos

oy
(@

=
=
i
—_
=
i

-

L]
i
o

i

Titulos de Ighl (-log2 x 40)
:
Titulos de IgG (Hlog2 = 40)

=
I

& & qés Qufg *®

QD

w

; E

1_5.1n1_ ; .‘quiul L
! —
(=]

2 = 3010 .
@ 1010 . alm 2 -
(=1 (=] -1 -
: .
[l
S 50«10 us 5

n ‘::‘ | . 1.4:,1:1- % %_,f ;;"?-

o & @ o > & L@
& & & & L v

Figura4. Lainmunizacidon con porinas de S. Typhireduce lacargabacterianadespués
del reto. Ratones C57BL/6J fueron inmunizados intradérmicamente en la oreja con
vehiculo (Veh), porinas digeridas con proteinasa K (PorK) y porinas (PorlD),
intraperitonealmente con porinas (PorlP) o S. Typhi inactivada por calor (HIS) al dia O.
Todos los grupos recibieron un refuerzo homologo al dia 14 (A). Al dia 28 se midieron los
titulos de anticuerpos séricos IgM (B) e IgG (C) contra porinas y todos los ratones se retaron
con 10° UFC de S. Typhi, 24 horas después del reto se evalud la carga bacteriana en bazo
(D) e higado (E) (n=7; 3 experimentos independientes; diferencia significativa para una

prueba Kruskal-Wallis **p < 0.05 * p < 0.1 con comparacion multiple de Dunn).
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Las células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante son cruciales en la

proteccion inducida por las porinas de S. Typhi

Finalmente, se decidi6 evaluar si las células T de memoria circulantes y residentes
tienen una contribucion relevante a la proteccion inducida por la inmunizacion con
porinas. Para ello se desarrollé un modelo de eliminacion de células T CD4+y CD8+
mediante la administracion intraperitoneal de los anticuerpos monoclonales GK1.5
(anti-CD4) y TIB-210 (anti-CD8) en ratones inmunizados con porinas al dia 28
después de la primera inmunizacién (Figura 5A). Tras la eliminacién de las células
T CD4+ y CD8+, evaluamos si las células circulantes y/o células residentes de
ambas estirpes de células T se lograban eliminar. El analisis por citometria de flujo
del modelo de delecidon arrojé que la eliminacion de las células T de memoria se
lograba sélo en la poblacion circulante, mientras que las células T residentes de la

piel no pudieron eliminarse (Figura 5B).

Posteriormente, evaluamos si la ausencia de las células T CD4+ y CD8+ de
memoria circulante tiene un impacto en la proteccion contra el reto con S. Typhi en
ratones inmunizados con porinas. Los ratones deficientes de células T CD4+ y
CD8+ que fueron inmunizados con porinas fueron retados con una dosis letal de S.
Typhi y durante el experimento de eliminacion se midieron los titulos de anticuerpos
especificos contra porinas, con el fin de asegurar que el efecto visto en la proteccién
se diera debido sélo a la ausencia de dichas poblaciones de células T. En primer
lugar, observamos que las respuestas de anticuerpos IgM (Figura 5C) e IgG (Figura
5D) no se vieron afectadas por la eliminacion de las poblaciones de células T CD4+
o CD8+ de memoria circulante, lo que confirma que pudimos evaluar el papel
especifico de la ausencia de las células T circulantes de memoria en el control del

reto contra la bacteria.

De igual forma, se encontrd que la ausencia de células T CD4+ y CD8+ de memoria
circulante dio como resultado un aumento significativo en la carga bacteriana en el

bazo en comparacion con los controles negativos (Figura 5E). Se observo un efecto
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similar en el higado, donde la ausencia de células T CD4+ y CD8+ de memoria

circulante aumenté el numero de bacterias encontradas en este 6rgano (Figura 5F).

Finalmente, se reporta que la falta de células T CD4+y CD8+ de memoria circulante
en los ratones vacunados con porinas tuvieron un efecto perjudicial importante en
la proteccion contra el reto con S. Typhi. Se observo una disminucion del 50% y del
80% en la supervivencia de los ratones deficientes de células T CD4+ y CD8+ de
memoria circulante, respectivamente, en comparacién con los ratones vacunados

gue poseian ambas poblaciones de células T de memoria circulante (Figura 5G).

Las escalas clinicas asignadas durante el curso del reto también mostraron que la
ausencia de células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante tuvo un impacto en el
aumento de la severidad de los signos clinicos observados en esos grupos de
ratones. Los ratones deficientes de dichas poblaciones celulares tuvieron
puntuaciones clinicas mas altas (mayor gravedad en los signos clinicos) en
comparacion con los ratones inmunizados que poseian sus poblaciones celulares
completas (Figura 5H). Estos resultados finales proporcionan evidencia del papel
crucial de las células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante en la proteccion frente

a S. Typhi inducida por la inmunizacion con porinas.

Pagina | 34



A

Dia 0

Eliminacian §

d

{

Inmunizacion

Dia 14 Dia 25 Dia2s  Dia 31 Dia 33
Refuerzo Inicio del reto y Fin del reto v
medicién de titulos conteo de carga
de anticuerpos bacteriana
B - a-CD4 a-Coa Isotipo
oy 3 ] s S
,.] ! " : ’ Sangre
A = w 4
e : Piel
|'|Il| "|I
g 3 1 3 e
= . | ] A o T . I
! o) fin 0 O I A

. i -

Titules de Ight {og2 x 40}

o ¢

"lF. ?é‘: .1"9’ ‘f @Cﬂo de

E

& o

T S I

R
et

@

g

% supervivencia
2

e Stk LTS TOS

q

@---a

"

Aas

[
i

Dizs post-reto

-

Wi

- P
~&- PiD + a-C08

Poill + &-C08

+- Pl + i=ofipo

Poiril

§~1E-

o

)

e

$

= o
FFFTELS

& & &

; = 110 "
10:10% o— — - wer
£0.1074
£0.107
40.107
"
20.10' - -
o

£*] -

ezcala clinics

Pagina | 35



Figura 5. Las células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante son cruciales en la
proteccion inducida por las porinas de S. Typhi. Ratones C57BL/6J fueron inmunizados
intradérmicamente en la oreja con vehiculo (Veh), porinas digeridas con proteinasa K (PorK)
y porinas (PorID) al dia 0. Todos los grupos recibieron un refuerzo homologo al dia 14 (A).
Los ratones inmunizados con PorlD se dividieron en 4 condiciones: anti-CD4 (a-CD4), anti-
CD8 (a-CD8), control de isotipo y los ratones no tratados (PorID). Al dia 25, 28 y 31 las
células T CD4+ y CD8+ se eliminaron administrando los anticuerpos monoclonales GK1.5
y TIB-210 en los grupos a-CD4 y a-CD8, respectivamente (A,B). Al dia 28 se midieron los
titulos de anticuerpos séricos IgM (C) e IgG (D) contra porinas y todos los ratones se retaron
con 108 UFC de S. Typhi por 5 dias. Al término del reto se evalud la carga bacteriana en
bazo (E) e higado (F) (los ratones que murieron durante el reto se representan en color
negro). Finalmente se evalud la supervivencia de los ratones (G) y su escala clinica (H) a
lo largo del reto (n=10; 3 experimentos independientes; diferencia significativa para una

prueba Kruskal-Wallis **p < 0.05 * p < 0.1 con comparacion multiple de Dunn).

IX.- DISCUSION

Los mecanismos involucrados en la proteccion contra la infeccion por S. Typhi
inducida por la inmunizacion con porinas aun no se comprenden completamente,
los mecanismos ampliamente descritos involucraban la potente respuesta de
anticuerpos bactericidas y la presencia de células T efectoras contra las porinas.
Sin embargo, se desconocia la existencia de la respuesta de células T de memoria
gue la inmunizacion con porinas es capaz de inducir, el cual podria representar un
componente importante en la proteccion contra la infeccion por S. Typhi. Por lo
anterior, en el presente trabajo, evaluamos la induccion de las diferentes
subpoblaciones de células T de memoria después de la inmunizacién con porinas,
asi como el papel de las células T de memoria circulantes en la proteccion mediada

por porinas contra el reto con S. Typhi.

En este trabajo, se muestra que las porinas de S. Typhi indujeron una respuesta

DTH especifica contra si mismas después de un régimen de inmunizacion y
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refuerzo. Las proteinas de la membrana externa de S. Typhi se habian utilizado
anteriormente en pruebas de DTH, sin embargo, sélo se habia evaluado su papel
como adyuvantes cuando se co-inmunizan con Mycobacterium sp. y no la induccion
de una respuesta DTH contra si mismas (Alurkar & Kamat, 1997). De igual forma,
se describe un aumento en el numero de células T CD4+ y CD8+ en el sitio
inmunizado con porinas, lo cual concuerda con informes anteriores que
correlacionan una prueba DTH positiva con un aumento de las células T en el sitio

donde se realiza la prueba DTH (Belson et al., 2016).

Después, se observl la presencia de células T CD4+ y CD8+ funcionales y
especificas en la piel inmunizada a través de la expresion de citocinas después de
la estimulacion especifica para las porinas. Es importante mencionar que, aunque
se encontraron células T CD4+ funcionales en la piel y en el GLD, las células T
CD8+ funcionales se encontraron principalmente en GLD y no en la piel. De manera
inicial, no se encontré incrementado el nimero de células T CD8+ en el GLD,
probablemente por esa razén solo un pequefio nimero de células T CD8+
funcionales lograron llegar a la piel y ser detectadas en el momento en que se realizd

el estudio en este sitio.

El estudio de la respuesta de células T CD4+ y CD8+ funcionales y especificas
contra las porinas en la piel, mostr6 que ambas poblaciones de células T
expresaban a las citocinas IFN-y o IL-17; sin embargo, diferentes patrones de
expresion de IFN-y e IL-17 se encontraron dependiendo del sitio analizado. Las
células T del GLD de la piel fueron mas propensas a expresar IFN-y, lo cual
concuerda con informes previamente descritos por nuestro grupo (Perez-
Shibayama et al., 2014).

Por otro lado, aunque existen descripciones de la presencia de un perfil Thl/ Th17
después de la inmunizacién con proteinas bacterianas (Ferraro et al., 2019), en éste
trabajo se encontr6 una poblacion abundante que expresa IL-17 en piel. Este patron

en particular se puede explicar porque las células Th17 son una fuente importante
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de células T residentes de memoria a largo plazo después de la inmunizacion, las
cuales pueden responden inmediatamente contra patdégenos bacterianos (Amezcua
Vesely et al., 2019).

La inmunizacion con porinas indujo la presencia de células T de memoria circulante
y residente antigeno-especificas. Las poblaciones de células T CD4+ y CD8+ de
memoria residente y efectora se encontraron en la piel, mientras que la presencia
de células T CD4+ y CD8+ de memoria central fue evidente en el GLD de la piel
inmunizada. La induccién de las tres subpoblaciones de células T de memoria por
la inmunizacion con antigenos no adyuvantados no es un fenémeno cominmente
descrito; dicho fenomeno ha sido reportado principalmente para antigenos
adyuvantados, y en esos casos la respuesta de las células T de memoria esti
principalmente dirigida a un perfil de células T de memoria circulante (Li Causi et
al., 2015). En el caso particular de las porinas, demostramos que la inmunizacién
con porinas de S. Typhi no sélo es capaz de inducir la subpoblacion de memoria
circulante, sino también células T de memoria residente, lo que podria deberse en
parte a su capacidad adyuvante intrinseca. La inusual adyuvanticidad observada al
inmunizar a las porinas, ha despertado el interés de usarlas como adyuvantes para
otros antigenos de subunidades, microorganismos y como potencial terapia contra
el cancer (Leon-Letelier et al., 2020; Moreno-Eutimio et al., 2013; Pérez-Toledo et
al., 2017).

En el caso de la proteccion contra S. Typhi, resultados de un modelo de parabiosis
utilizando ratones inmunizados con la vacuna viva atenuada demostré6 que se
requiere de la presencia de las células T de memoria circulante y no circulante
(residentes de tejido) para lograr la proteccion éptima contra el reto con S. Typhi
[23]. En el anterior trabajo, aunque la proteccién éptima se obtuvo en los ratones
gue poseian tanto células T circulantes como células T residentes, la presencia de
solo el subconjunto circulante confirié proteccién parcial contra S. Typhi. Por esta
razén, se requieren mas estudios para dilucidar el papel exacto de la subpoblacién

de células T circulantes en la proteccion contra S. Typhi.
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La caracterizacion del papel de las subpoblaciones de células T de memoria en la
proteccion inducida por la inmunizacion con porinas es un paso crucial para
comprender los mecanismos de proteccion contra S. Typhi. En este trabajo se
demostré que la inmunizacién con porinas induce una fuerte respuesta protectora y
de anticuerpos antigeno-especificos, y que se requiere la presencia de células T
CD4+ y CD8+ de memoria circulante para lograr una proteccion Optima contra el
reto bacteriano. Dichas caracteristicas inmunolégicas no se han reportado
ampliamente utilizando antigenos bacterianos purificados, aunque si son un
hallazgo comun en los estudios en los que se realiza la inmunizacion completa de

bacterias u hongos (Garcia-Lozano et al., 2018; Labuda & McSorley, 2020).

Es importante resaltar que, incluso cuando no todas las células T CD4+ circulantes
lograron ser eliminadas usando dosis muy altas del anticuerpo GK1.5, nuestro
modelo de eliminacion nos permitio observar el efecto directo de la ausencia de
células T de memoria circulantes en la proteccién mediada por las porinas, dado
gue los anticuerpos IgM e IgG especificos contra porinas con potencial actividad
bactericida se mantuvo sin cambios en el momento en el que se inicid el reto
bacteriano. Ademas de que, la ausencia de las células T de memoria se indujo solo
durante el tiempo en el que transcurrié el reto, momento en el que ya se habia
evidenciado la presencia de las distintas subpoblaciones de células T de memoria

circulante en los experimentos anteriores.

Realizar una evaluacion mas precisa de la contribucion de las células T de memoria
residente en la proteccion permanece técnicamente desafiante, principalmente
debido a la inaccesibilidad de los anticuerpos eliminadores para entrar a los tejidos
deseados y a las dificultades para separar las células T residentes de tejido del resto
de los componentes de respuesta inmune cuando se llevan a cabo experimentos de
parabiosis o experimentos de eliminacion. Por estas razones, numerosos estudios
describen el papel protector de las células T de memoria residente dentro de todo

el compartimento no circulante de la respuesta inmune (Han et al., 2017; Teijaro et
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al., 2011). En el caso particular del presente proyecto, se fue capaz de evaluar el
papel de la poblacion de células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante en la
proteccion mediada por las porinas, demostrando un papel crucial de estas células
en el control de la diseminacién bacteriana. Es importante mencionar también que
en los ratones que carecian de células T CD4+ y CD8+ de memoria circulante, la
proteccion mediada por porinas no se perdio por completo, potencialmente debido
a la presencia de anticuerpos bactericidas; sin embargo, dado que el compartimento
de células T de memoria residente todavia permanecia presente, no podemos
descartar un papel potencial de esta subpoblacién celular en la proteccion contra el

reto de S. Typhiy dicho papel debe investigarse mas a fondo.

En conjunto, nuestros resultados mostraron que la inmunizacién con porinas de S.
Typhi genera respuesta de células T CD4+ y CD8+ especificas y funcionales, las
cuales poseen fenotipos de memoria circulante y de memoria residente, entre las
gue destaca la subpoblacion circulante de células T de memoria CD4+ y CD8+ en

la proteccién inducida por las porinas.

El hallazgo de la importancia que tiene la respuesta de las células T CD4+ y CD8+
de memoria circulante en la proteccion contra S. Typhi, agrega una pieza al
rompecabezas de los mecanismos de proteccion inducidos por las porinas, en el
gue se sabe que los anticuerpos desempefian un papel clave. Esperamos que este
trabajo contribuya a la comprension y diseccion de los componentes de la respuesta
inmunitaria implicados en proteccién y en los correlatos de proteccién contra la

infeccion por S. Typhi.
X.- CONCLUSION
En conjunto, nuestros resultados demuestran que la inmunizacion con porinas de

S. Typhi genera una respuesta especifica y funcional de células T CD4+y CD8+ de

memoria circulante y residente de tejido, sin embargo, las poblaciones de células T
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CD4+ y CD8+ de memoria circulante resaltan por tener un papel crucial en la

proteccion contra S. Typhi inducida por la inmunizacion con porinas.

Xl.- PERSPECTIVAS

Se plantea continuar haciendo algunos ensayos para reforzar la importancia de las
células T de memoria en la protecciéon contra S. Typhi, entre los experimentos
planeados se planea hacer una eliminacion combinada con los anticuerpos anti-
CD4 y anti-CD8 para analizar si existe un efecto sinérgico ante la ausencia de
ambas poblaciones de células T circulantes. De igual forma se planea hacer una
cinética en donde se identifiquen a las distintas subpoblaciones de células T de
memoria desde el primer mes hasta el sexto mes post-inmunizacion, con el fin de
conocer la duracién de la respuesta celular de memoria inducida por las porinas.
Finalmente, se desea hacer transferencias de las células T de memoria circulante y
residente obtenidas de ratones inmunizados con porinas, en ratones virgenes, a los
cuales se les realizara un reto con S. Typhi para analizar de una manera mas limpia

la proteccion inducida por las células T de memoria.
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