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Lista de abreviaturas

Ag Antigeno

APC Célula presentadora de antigenos (por sus siglas en inglés, Antigen
presenting cells)

CD4+ Linfocitos T CD4

CD8+ Linfocitos T CD8

CRTAM  Molécula asociada a linfocitos T restringida al complejo principal de

histocompatibilidad clase I.

DC Célula dendritica

GPD2 Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 2

HK2 Hexocinasa 2

IFN-y Interferén gamma

IL Interleucina

MHC Complejo principal de histocompatibilidad

MPEC Linfocito efector precursor de células de memoria (por sus siglas en inglés

memory precursor effector cells)
mTORC1 Complejo sensible a rampamicina 1 (por sus siglas en inglés, mammalian

target of rapamycin complex 1)

Necl-2 Tipo nectina-2 (por sus siglas en inglés, nectin-like 2)

SLEC Linfocito efector de vida corta (por sus siglas en inglés, short-lived effector
cell)

Tem Linfocito T de memoria central

TCR Receptor de linfocitos T

Tef Linfocito T efector
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Tem

Tmem

Tn

Trm

Tsem

UFC

Linfocito T de memoria efectora

Linfocito T de memoria

Linfocitos T naive

Linfocito T de memoria residente de tejidos
Linfocito T stem cell de memoria

Unidades Formadoras de Colonias
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Resumen

CRTAM es una molécula de adhesion que se expresa en células del sistema inmune tales
como linfocitos T CD4+ y CD8+ posterior a la activacion. CRTAM regula la produccién de
citocinas y participa en la polarizacién tardia de moléculas como CD44 y talina, en
linfocitos T CD4+ activados in vitro. Por lo que se consideré relevante evaluar su
participacién en la generacién de linfocitos T de memoria (Tmem). Para ello, se utilizé un
modelo de infeccién con una cepa atenuada de Salmonella (aroA-) en ratones Criam™’. La
frecuencia de los linfocitos Tmem se analizé por citometria de flujo en ganglios linfaticos y
bazo. Los resultados indican que en condiciones homeostaticas la frecuencia de las
poblaciones con un fenotipo de memoria central o efectora es independiente de CRTAM.
Posterior a la inmunizacién con la cepa vacunal de Salmonella aroA- se detecté una
disminucién en las poblaciones de memoria central y efectora en ausencia de
CRTAM(Crtam-/-); y ante un reto con la cepa virulenta de Salmonella (14028), se observo
un control deficiente en los ratones Crtam-/- £r conclusién, los resultados sugieren que

CRTAM participa en la generacion de inmunidad protectora.



Abstract

CRTAM is an adhesion molecule that is expressed in cells of the immune system such as
CD4 + and CD8 + T lymphocytes after activation. CRTAM regulates cytokine production
and participates in the late polarization of molecules such as CD44 and talin, in CD4+
lymphocytes activated in vitro. Therefore, it was considered relevant to evaluate their
participation in the generation of memory T lymphocytes (Tmem). For this, an infection
model with an attenuated strain of Salmonella (aroA-) in Crtam”’ mice was used. The
frequency of Tmem lymphocytes was analyzed by flow cytometry in lymph nodes and
spleen. The results indicate that under homeostatic conditions the frequency of populations
with a central memory or effector phenotype is independent of CRTAM. After
immunization with the Salmonella aroA- vaccine strain, a decrease in the central memory
and effector populations was detected in the absence of CRTAM (Crtam 7); and upon
challenge with the virulent strain of Salmonella (14028), poor control was observed in
Crtam’- mice. In conclusion, the results suggest that CRTAM participates in the generation

of protective immunity.



1 Introduccion

1.1 Memoria inmunolégica

Posterior a la exposicibn a un antigeno, este es transportado por células
presentadoras de antigenos (APCs) a érganos linfoides secundarios y activan a linfocitos T
naive (Tn) especificos. La activacion de los linfocitos conlleva a la proliferaciéon, proceso que
se denomina expansién clonal, y diferenciaciéon a linfocitos efectores. Una vez que la
concentracién de antigeno (Ag) disminuye, hay una fase de contraccién, en la que
aproximadamente del 90% al 95% de estas clonas especificas mueren por apoptosis. E1 5%
al 10% restante persisten como linfocitos T de memoria (Tmem). Ante una segunda
exposicion con su Ag afin, la respuesta inmune es mas eficiente, esto se atribuye a que los
linfocitos Tmem estan en mayor ntimero, tienen mejor capacidad efectora y proliferan mas

rapido comparado con linfocitos Tn(1).

Hoy en dia, hay muchas incégnitas acerca de la generacién de los linfocitos Tmem,
entre ellas, qué es lo que determina su generacién o en qué etapa de la respuesta inmune
se forman. La evidencia sugiere que factores como: la interaccién inicial y concentracion
del Ag, la intensidad de la sefial de TCR, citocinas y la duracién de la fase efectora influyen

en el compromiso hacia Tmem (2)

1.1.1 Linfocitos T de memoria
112 Caracteristicas de las Tmem

Se sabe que los linfocitos Tmem son un grupo heterogéneo de células con
caracteristicas en comun, destacan su capacidad de persistir por un largo tiempo y

mantener un numero constante o6rganos linfoides secundarios y circulacién.(1,3,4).



También, tienen un indice de proliferacién mayor, por lo que ante una respuesta

secundaria la fase de expansién es de mayor magnitud(b).

En cuanto a funciones efectoras, se ha demostrado que un mayor porcentaje de los
linfocitos Tmem CD4+ o CD8+ son capaces de producir dos a tres citocinas, como IFN-y,
IL-2 o TNF (5,6). Esto puede explicarse por mecanismos epigéneticos, existe evidencia que
los loci de genes de citocinas como el de /-2 o IFN-y sufren desmetilaciéon del DNA en la
regiéon promotora, asi como un enriquecimiento de marcas de activacién (acetilacién de la
histona H3) posterior a la activacion de los linfocitos y estds marcas se mantienen en los
Tmem(7). Para los linfocitos Tmem CD8+ se ha evidenciado que tienen mejor actividad

citotdxica(8).

Se ha descrito que los linfocitos Tmem, se activan preferencialmente con Ag de alta
afinidad y que estan en mayor concentraciéon si se comparan con los linfocitos Tn.(9,10).
Esto podria explicarse debido a que los linfocitos Tmem tienen una menor concentracién
de complejos TCR en su superficie y una mayor cantidad de fosfatasas, lo que influye
negativamente en la activacion (11). Después de ser activados los linfocitos Tmem, tienen
una mayor cantidad balsas lipidicas, p-LAT (LAT fosforilado) y proteinas que participan
en la via de las MAP-cinasas fosforiladas (ej. ERK y JNK). Esto nos indica, que los linfocitos
Tmem tienen mecanismos compensatorios que le permiten ser eficientes en la transduccién

de la senal del TCR(10,11).

En lo que concierne al metabolismo, se ha descrito que los linfocitos Tmem requieren
de la oxidacién de acidos grasos como principal fuente de energia, a diferencia de los
linfocitos T efectores (Tef), que utilizan como principal fuente de energia a la glucosa. Esto
se explica principalmente por la segregacion diferencial de componentes celulares posterior
a la activacion, como el complejo mTORC1 y c-myc, considerados reguladores maestros del

4



metabolismo. Se ha descrito que los MPECs (linfocitos T efectores precursores de memoria,
por sus siglas en inglés memory precursor effector cells) tienen menor expresion de enzimas
involucradas en el catabolismo de glucosa, como HK2 (hexocinasa 2) y la GPD2 (glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa 2), asi como una mayor concentracién de compuestos involucrados

en el metabolismo de acidos grasos(12,13).

1.1.3 Modelos de diferenciacién de linfocitos T de memoria

Se han propuesto multiples modelos de diferenciacién de los linfocitos Tmem. Uno
de ellos, se denomina modelo de diferenciaciéon lineal o progresivo, este propone que un
linfocito Tn puede ser capaz de diferenciarse hacia Tef en el siguiente orden: Tn>Tscm>
Tem > Tem > Tef, esto dependera de la duracién y de la intensidad de la respuesta contra

el Ag, lo que depende de la persistencia del mismo(4).

Si consideramos el modelo de diferenciacién progresivo, conforme los linfocitos
Tmem se van diferenciando, la capacidad de proliferar y de auto-renovacién disminuyen y

su localizacién es preferencialmente en circulacién o en tejidos. (5).

En las primeras etapas de este proceso de diferenciacién hay mayor enriquecimiento
de marcas de activacién transcripcional en genes asociados a un fenotipo de memoria y
marcas de represiéon en aquellos asociados a un fenotipo efector, conforme se van
diferenciando los linfocitos, este patrén se invierte. Esto concuerda con perfiles de

expresion de genes como Kirgl, Tbx21, Eomes, Foxol, Il7r y Bcl2 (19,20).

Otro de los modelos indica que hay linfocitos T pre-programados para convertirse
en Tmem, determinado principalmente por la duracién del estimulo antigénico lo que
promueve un perfil epigénetico distinto, que impacta en el destino celular(21).

Recientemente se ha descrito que el Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2, por sus siglas



en inglés Polycomb Repressive Complex-2), asi como los factores transcripcién Runx3 y
Foxol son importantes en este proceso, ya que regulan el balance entre marcas de
represiéon y de activacién en genes asociados a un fenotipo de linfocito de Tmem o

Tef(22,23).

Para la generacion de los Trm, se ha propuesto un modelo de pre-
acondicionamiento. En este las DCs (células dendriticas) migratorias de la epidermis que
expresan las integrinas oVB8, migran a los ganglios linfaticos en condiciones
homeostaticas, aqui son capaces de activar a TGF-B, esto ocasiona cambios epigéneticos

que condicionan a estos linfocitos a la formacién de Trm(17).

1.1.4 Subpoblaciones de linfocitos de memoria

Se han identificado diversas poblaciones de Tmem, que pueden ser identificadas con
base en la expresion de moléculas en su superficie, patrones de migracién y capacidad
efectora. A continuacién, se describen las caracteristicas funcionales y efectoras de las

poblaciones de memoria.

1.1.4.1 Linfocitos T de memoria multipotentes (Tscm)

Los Tsem (del inglés, stem cell memory) son una poblacién de linfocitos Tmem que
conservan caracteristicas de multipotencia y auto-renovacién. Los Tsecm se han descrito
tanto en ratones como en humanos(5,14). Tienen el mismo patrén de migracién que los
linfocitos Tn y fenotipicamente son similares, ambas poblaciones son CD441w/CD62Lhigh,
aunque los Tscm pueden diferenciarse por la expresién de moléculas como Sca-1 (antigeno

de célula troncal-1, stem cell antigen-1), Bcl-2 y CD122 (en ratones)(14).

Estos linfocitos tienen un indice de proliferacién mayor comparado con otros

linfocitos de memoria (en homeostaticas o ante un estimulo antigénico), tienen mejor



actividad anti-tumoral, una alta proporcién de ellas conserva su fenotipo después de la
activacién y son capaces de dar origen a otras poblaciones de Tmem. Por algunas de estas

caracteristicas se denominan stem cell de memoria (5,14,15).

En cuanto a su formacién, se conoce que la activacién de la via de Wnt/B-catenina
favorece la formacién de esta poblacién por sobre la de linfocitos T efectores, a través de
los factores de transcripcion TCF1 y LEF1(14). También se ha descrito que una alta
expresiéon de T-bet y Eomes inhiben la diferenciacién a Tsecm y promueven la de Tem y

Tem(4,15).

1.1.4.2 Linfocitos T de Memoria Central (Tem)

Esta poblacién se caracteriza por estar preferentemente en ganglios linfaticos y en
menor proporciéon en circulacién, proliferar en mayor magnitud ante un reencuentro con
su antigeno afin y ser importantes productoras de IL-2. Fenotipicamente se pueden
identificar como: CCR72/CD62LM, CD127h CD44*/CD62L* o CD27+/CD45RA-(humanos),
lo que explica su ubicacién preferencial en 6rganos linfoides secundarios. Por su ubicacién,

su funcién se ha asociado principalmente al control de infecciones sistémicas y cronicas(2).

1.1.4.3 Linfocitos T de Memoria Efectora (Tem)

Se caracterizan principalmente por tener mejor actividad -citotoxica y
preferencialmente encontrarse en sangre y bazo, si se les compara con los Tem tienen una
mejor capacidad proliferativa, una mayor proporcién de células son productoras de Gzm B
e IFN-y. Fenotipicamente se pueden definir como: CCR7%/CD62LYP, CD127h,
CD44*/CD62L, CX3CR1k o0 CD27/CD45RA (humanos)(16). Estas células son importantes
para combatir infecciones que inician en tejidos no linfoides, asi como aquellas ocasionadas

por microorganismos intracelulares(2).



1.1.4.4 Linfocitos T de memoria residentes de tejidos (Trm)

Los Trm se caracterizan por residir permanentemente en tejidos y no encontrarse
en circulacién. Estas se pueden identificar por la expresién de CD103, CD49a y CD69, que
promueven la entrada y permanencia en tejidos, cabe destacar que no expresan KLRGI,
CCR7 y CD62L, que son caracteristicas de otras poblaciones de Tmem. Son importantes
por su ubicacién estratégica, ya que ante un reencuentro con su antigeno afin son capaces
de proliferar in-situ y liberar citocinas que promueven el reclutamiento de células del

sistema inmune innato, asi como de linfocitos(2).

Evidencia reciente indica que la formaciéon de los Trm de la epidermis requiere de
pre-acondicionamiento, un fenémeno mediado por células dendriticas migratorias de la
piel, que migran a los ganglios linfaticos y son capaces de activar a TGF-B, lo que conlleva
a cambios epigéneticos en los linfocitos T naive que favorecen la generacién de Trm, este
mecanismo se ha descrito exclusivamente para los linfocitos T CD8+ (veasé:Modelos de

diferenciacion de Tmem, abajo)(17,18).

1.1.4.5 Linfocitos T de memoria periférica (Tpm)

Esta poblacién es la que se ha descrito mas recientemente. Se diferencian de las
Tem primordialmente por su capacidad de poder migrar a tejidos y regresar a érganos
linfoides secundarios, principalmente a ganglios linfaticos. Se cree que son importantes en
el combate contra infecciones crénicas. Los linfocitos Tef precursores se pueden identificar

por la expresion de CX3CR1i»t (receptor de la quimiocina CX3CL1) (16).

1.1.5 Las sefiales 1, 2 y 3 son determinantes en la formaciéon de Tmem

1.1.5.1 Afinidad por el Ag-MHC
Uno de los factores que se conoce que influyen para la generaciéon de Tmem

es la afinidad del TCR por el complejo péptido-MHC(p-MHC). En este sentido, se ha
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demostrado que Ags de baja o alta afinidad que son presentados son capaces de inducir la

generaciéon de Tmem, pero que tienen capacidades funcionales distintas(9).

Los Ags de baja afinidad que se presentan desencadenan una fase de proliferacion
mas corta y de menor magnitud. Posterior a la activacién con Ags de baja afinidad, una
tercera parte de las clonas especificas expresan IL-7Ra (cadena a receptor de IL-7) a
tiempos tempranos post-infeccién, aproximadamente tres veces mas que los linfocitos
activados con Ags de alta afinidad. Lo que implica que Ags de baja afinidad podrian
favorecer la generaciéon de MPECs-identificados por la expresién de IL-7Ra- y estos

preferencialmente darian origen a linfocitos Tmem con un fenotipo de Tem(9).

A pesar de ello, estos Tmem generados con Ags de baja afinidad tienen capacidad
efectora limitada, visto como una menor proporciéon de células que producen IFN-y
Granzima-B (Gzm-B), por lo que su capacidad protectora es inferior. Aunque su capacidad

de persistir y de proliferar es similar a aquellas generadas con Ags de alta afinidad (9,24)

La afinidad del TCR por el complejo p-MHC, repercute en la capacidad que tienen
los linfocitos T de establecer interacciones de larga duracion con APCs. Al respecto, se ha
demostrado que interacciones prolongadas de linfocitos T CD8+ naive son necesarias para

una adecuada formacién de Tmem (24).

1.1.5.2 Intensidad de la sefializacion del TCR

En cuanto a la intensidad del TCR, se ha propuesto un modelo en el que a mayor
intensidad de la sefial se ve favorecida la generaciéon de linfocitos Tef, pero con una
intensidad baja o intermedia se favorece la generacion de linfocitos Tem o Tem

respectivamente. Esto se explica, por la induccién diferencial de la expresion de factores



de transcripcién asociados a un fenotipo de memoria como: Eomes y Bcel-6, sobre aquellos

como Blimp-1y T-bet asociados a linfocitos efectores(25).

Existe evidencia que la intensidad de la sefial determina también el complejo de
sefializacién que se ensambla, lo que podria influir en el destino del linfocito, favoreciendo
un fenotipo efector sobre el de memoria y viceversa. Smith-Galvin y cols. demostraron que
al hacer mutaciones puntuales en la proteina adaptadora SLP-76 se promueve la
generacién Tmem, preferencialmente de las CD62Lhsh y Wiehagen y cols. que son capaces

de persistir en ausencia de la sefial ténica del TCR(26,27).

La concentracién de antigeno ha sido considerada como otro de los factores
determinantes para la generacién de Tmem. Ensayos realizados con linfocitos T CD8+
especificos, que fueron activados con DCs pulsadas con una baja o alta concentracién de
Ag, han demostrado, que hay una mayor proporciéon de Tmem en aquellos ratones a los que
se le transfirieron DC pulsadas con alta concentraciéon de Ag. Esto se atribuyd, a que
existia un mayor numero de interacciones DC-T CD8* y que ademas eran de mayor

duracién durante las primeras horas post-transferencia (24).

1.1.5.3 Citocinas

Los linfocitos T CD8* efectores pueden ser divididos en dos grupos con base en la
expresion de IL-7Ra (CD127) y KLRG-1. Los linfocitos Tef, con un fenotipo KLRG-1% IL-
7TRal se denominan SLECs (linfocitos efectores de vida corta, por sus siglas en inglés short-
lived effector cells), y los denominados MPECs tienen un fenotipo KLRG-1" IL-7RaM

(1,23,27).

Las citocinas, como IL-7 e IL-15, influyen en la generacién y homeostasis de los

linfocitos Tmem(28). In vivo, se ha evidenciado, que los linfocitos que expresan CD127
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durante la fase efectora de la respuesta, son los que preferencialmente resisten la fase de
contraccion. También, se ha demostrado que en ausencia de ambas citocinas, disminuye la

proporciéon de Tmem posterior a una infecciéon (9,29).

In vitro, se ha evidenciado que estds citocinas son suficientes para generar linfocitos
Tmem, a partir de linfocitos Tn activados con anticuerpos agonistas (a-CD3/a-CD28) y
posteriormente cultivarlos con IL-7 e IL-15. Estos linfocitos Tmem tienen caracteristicas

fenotipicas, metabdlicas y funcionales similares a las generadas in vivo(30).

El balance entre IL-2, IFN-y e IFN de tipo I se ha demostrado que tienen un efecto
en la generacién de Tmem, esto relacionado al tiempo de exposicién a estas citocinas
durante la primera fase de la respuesta. Una exposicién intensa y prolongada a esta
citocinas promueve una proliferacién robusta de los linfocitos y diferenciaciéon terminal
hacia linfocitos T CD8* efectores, disminuyendo asi su capacidad de resistir la fase de

contraccion y por ende de convertirse en Tmem(4,31,32).

1.1.5.4 Divisién asimétrica

Se denomina divisiéon asimétrica a la distribucion desigual de componentes celulares. En
los linfocitos esto ocurre durante el proceso de activacién y es influenciado por la
interacciéon con APCs(12). Con base en ello, se puede identificar un linfocito proximal y uno
distal, que son metabdlica, fenotipica y funcionalmente distintas. Los linfocitos distales,
son las que preferencialmente persisten en el tiempo y proliferan ante una respuesta
secundaria con su Ag afin. Algunas de las moléculas que se han descrito que se segregan
diferencialmente son CD8, LFA-1, c-myc, mTORC1 y IFN-yR, por mencionar algunas,
estas estan en mayor cantidad en las linfocitos proximales, que por sus caracteristicas

podrian ser consideradas SLECs y las distales MPECs(12,13,33,34).

11



1.1.5.5 Factores que influyen en la poblacién de Tmem

Dos de los factores principales que afectan a la poblacién de linfocitos Tmem son: el
tiempo y el nimero de encuentros con antigeno. Esto se ha descrito que modifica su
capacidad efectora y también altera la conformacion de la poblacién de Tmem, favoreciendo

unos fenotipos sobre otros(2,35).

La capacidad de proliferacién, la intensidad de la fase de contraccién, la producciéon
de IL-2, la localizacién en érganos linfoides secundarios, disminuyen a mayor nimero de
encuentros con el antigeno, pero, la duracién de la respuesta y la citotoxicidad

aumentan(Figura 1-1A) (2,35).

Se ha descrito que los linfocitos T CD8+ de memoria secundaria con un fenotipo de
Tem o Tem, tienen una mejor capacidad de proliferacién, tienen mejor actividad citotoxica
y son capaces de producir mas Granzima B. Lo que indica que son células mas efectivas
para controlar al Ag. A mayor cantidad de encuentros con el Ag, también aumenta el
tiempo necesario para que estos linfocitos adquieran un fenotipo de memoria central o de

memoria (8).

Si consideramos el tiempo posterior al primer encuentro con el antigeno, se ha
propuesto que existe una memoria temprana y otra tardia, la primera es dias o semanas
posteriores y la segunda después de afios o décadas de la infeccion o inmunizacién, y que
las caracteristicas de los Tmem en cada etapa son diferentes. La explicacion a esto es que
la proporcién de Tmem se modifica en cada una de ellas, lo que ayuda a comprender que

las caracteristicas de la respuesta sean distintas(8,35).

En la etapa de memoria temprana se favorecen los linfocitos Tem y en la etapa

tardia, son los Tem, los que estan en mayor proporcién (Figura 1-1B). Lo anterior concuerda
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con reportes en los que linfocitos de memoria “envejecidos” tienen mejor capacidad de

proliferacién y una disminuida capacidad efectora comparada con los “recientes”, asociado

a un fenotipo de memoria central y efector respectivamente(36).
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Figura 1-1 El naimero de encuentros con el antigeno y el tiempo modifican la poblaciéon
de linfocitos T de memoria. A. Las funciones efectoras y caracteristicas de los linfocitos T de
memoria se modifican con cada nuevo encuentro con su antigeno afin, se esquematizan hasta 4
encuentros. B. Fases de la respuesta inmune. Los linfocitos T naive antigeno especifico proliferan,
en esta etapa hay una mayor proporciéon de SLECs que MPECs, una vez que se ha dado la resolucién
de la infeccién durante la fase de contraccién aproximadamente el 90% de los linfocitos mueren por
apoptosis (SLECs), dias o semanas después esta resolucién se favorece la poblacién de linfocitos
TEM (memoria temprana) y meses o afos después los linfocitos TCM (memoria tardia).
Abreviaturas: SLEC: linfocitos T efectores de vida corta; MPECs: linfocitos T precursores de células
de memoria; TEM: linfocitos T de memoria efectora; TCM: linfocitos T de memoria central; TPM:
linfocitos T de memoria periférica; Ag: antigeno. Modificado de: Martin & Badovinac, 2014, 2018)
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1.2 CRTAM

CRTAM (Molécula Asociada a Linfocitos T restringida a MHC Clase I) es una
proteina transmembranal perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas, en su
porcién extracelular tiene un dominio tipo constante (C1) y uno variable (V), y en su regién
intracitoplasmica posee un dominio de interaccién PDZ de tipo I, tiene un peso molecular

aproximado de 45kDa(37).

Filogenéticamente se agrupa con la familia de las Nectinas, siendo mas cercano a
las proteinas tipo Nectinas (Nectin-like), que son proteinas que pertenecen a la
superfamilia de moléculas especificas de adhesién celular (CAMs). Estas moléculas de
adhesién tienen la caracteristica de ser independientes de Ca?*, tener 3 dominios tipo
inmunoglobulina, uno tipo variable y dos tipo constante, una tnica regién transmembranal
y una region citoplasmica, por lo que CRTAM es un miembro atipico, al poseer solo dos
dominios tipo inmunoglobulina(38). Se conoce que CRTAM puede establecer interacciones
homotipicas (CRTAM-CRTAM) o heterotipicas con Necl-2 (CRTAM-Necl-2; del inglés
Nectin-like 2) (39). Estas CAMs son importantes para la organogénesis, proliferacién,

diferenciacién y movimiento celular (40).

Se ha demostrado que CRTAM se expresa post-activaciéon en una amplia variedad
de células del sistema inmune como: linfocitos T' CD8+, NKT, células NK, iNKT y en una
pequenia subpoblacién de linfocitos T' CD4+ citotéxicos, asi como también en los timocitos
DN (doble negativos CD4-CD8), en estos tultimos su expresiéon disminuye conforme
progresan en sus estadios de maduracion(37,41). En tejidos no inmunes como en cerebelo

(neuronas de Purkinje), pulmoén, y testiculos se ha reportado también su expresion (38).

En ciertas patologias se ha documentado un aumento en la proporcién de células

que expresan CRTAM. En pacientes asmaticos incrementa el porcentaje de linfocitos T
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CD4+, CD8+, asi como de neutrofilos y eosinéfilos circulantes CRTAM+. En pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) hay una mayor proporcién de células NK y NKT
CRTAM+ en médula ésea, asi como TGF-8+, PD-1+ e IL-10+. Por lo que CRTAM podria ser

importante para regular el microambiente supresor en la médula 6sea (42).

En la inmunidad contra el cancer, la interaccién de CRTAM, expresado en células
del sistema inmune, con Necl-2, expresado en células tumorales, ha demostrado que
disminuye la tumorogénesis al promover la citotoxicidad especifica de las células NK, asi

como la liberacién de IFN-y por los linfocitos T' CD8* contra las células tumorales (39).

Yeh y cols. en 2008, demostraron que aproximadamente un 25% de los linfocitos T
CD4+ expresan CRTAM transitoriamente (14 a 24 horas) posterior a la activaciéon via TCR.
En estos, CRTAM es necesaria para el mantenimiento de la polarizacién de CD44, talina
y PKC-{, proteinas importantes para la sinapsis inmunolégica tardia (14 horas) y la
divisién asimétrica. También, influye en la proliferacién y produccién de citocinas como
IFN-y, IL-17 e IL-22. Ademas, demostraron que para esto se requiere la interaccién de la
proteina Scrib con el dominio tipo PDZ de CRTAM (37,43). También se sabe que la
expresion de CRTAM en linfocitos T CD4+ les confiere actividad citotéxica, ya que
promueve la expresiéon de perforina, granzima B e IFN-y, asi como del factor de

transcripciéon Eomesdermina que se asocia a citotoxicidad(44)

Para los linfocitos T CD8+ se ha descrito que la interaccién de CRTAM con Necl-2,
expresada en células dendriticas aCD8*, es importante para la retencién en los ganglios

linfaticos, lo que es importante para su proliferacién (45).
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2 Antecedentes

Yeh y cols. (2008) demostraron que aproximadamente una cuarta parte de los
linfocitos T CD4+ expresan CRTAM 14h posterior a la activacion. Esta molécula resulto
ser importante para el mantenimiento de la polarizaciéon de CD44, CD3, talina y PKC-¢,
asi como también influye en la produccién de citocinas. Ademas, a través de su dominio
citoplasmico CRTAM recluta a la proteina de andamiaje Scrib, la cual posiblemente

interaccione con Cdc42, importante para la reorganizacion del citoesqueleto de actina.

Esto pone en evidencia un posible rol de CRTAM en el mantenimiento del complejo
supramolecular de activacién (SMAC). Esto sugiere que el proceso de divisién asimétrica,
el cual se ha demostrado que influye en el compromiso hacia linfocitos T efectores o de

memoria, podria afectarse en su ausencia (33,37).

Otros factores que se saben que repercuten en la generacién de Tmem es la
intensidad de la sefial del TCR y el tiempo de interaccién del complejo TCR-pMHC. En este
sentido se ha descrito que la interaccién de CRTAM con Necl-2 es necesario para que los
linfocitos T CD8+ sean retenidos por mas tiempo en los ganglios linfaticos, lo que permite

que haya una adecuada proliferacion de estas clonas especificas (45).

Takeuchi y cols. demostraron que los linfocitos T CD4+ que expresan CRTAM son
citotéxicos y que podria estar regulando el compromiso hacia Tmem, ya que al inducir su

expresién hay una mayor proporcién de linfocitos Tem y Tem(44).

3 Justificacion

Se sabe que para la generacién de linfocitos T de memoria influyen factores como la
intensidad y duracién de la senal del TCR, de coestimulacion y citocinas. En este sentido

se ha demostrado que la molécula de adhesién CRTAM es importante para la retencién y

16



presentacion de antigeno a los linfocitos T CD8+ en los ganglios linfaticos, produccién de
citocinas y para mantener en una etapa tardia la polarizacién de moléculas involucradas
en la sinapsis inmunoldgica, proceso crucial para la division asimétrica de los linfocitos T
activados. Es por ello por lo que proponemos que CRTAM es importante en el proceso de
generacion de linfocitos T de memoria. Determinar si repercute en el proceso de generaciéon

de Tmem nos permitira entender mejor los requerimientos para la formacién de estos.

4 Hipotesis
La molécula de adhesion CRTAM influye en la generacion y funcién de los linfocitos T de

memoria.

5 Objetivos

5.1.1 Objetivo general

Evaluar el papel de CRTAM en la generacion de linfocitos T de memoria.

5.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar las poblaciones de linfocitos T de memoria en el ratén carente
del gen CRTAM.

2. Evaluar la generacion de linfocitos T de memoria central y efectora ante una
Inmunizacion.

3. Evaluar el papel de CRTAM en la generacion de inmunidad protectora.

6 Materiales y métodos

6.1 Ratones e infeccion

Los ratones Crtam.KO.Lex.B6N (CRTAM-/-) y C57BL/6 fueron obtenidos de la Unidad de

Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio del CINVESTAV. Se usaron
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ratones macho de 6-8 semanas de edad. La cepa de Salmonella enterica ser. Typhimurium
ATCC® sera usada como WT. La cepa de Salmonella enterica ser. Typhimurium aroA-sera
usada como cepa atenuada, esta tiene una mutacién auxotropica que afecta la sintesis de

aminodcidos aromaticos.

Las cepas bacterianas se crecieron en medio LB sin antibidtico, a 37°C en agitacién
constante, el numero de bacterias fue calculado a partir de una ODeoo y fueron
resuspendidas en PBS para obtener la concentracién adecuada. Se administraron via
intraperitoneal 100 o 150 Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) de Salmonella ser.
Typhimurium aroA- o Salmonella ser. Typhimurium 14028 en 100ul. de PBS,
respectivamente. Se extrajeron ganglios linfaticos y bazo 27 dias post inmunizacién (aroA-

) o 7 dias post reto (WT).

6.2 Obtencioén de células

Los ganglios linfaticos y el bazo se disgregaron mecanicamente para la obtenciéon de una
suspensién celular en PBS. A la suspensién celular proveniente del bazo se le afiadi6 buffer
de lisis de eritrocitos (NH4Cl, 155 mM; NaHCOs 12 mM; EDTA, 0.1 mM); se lavo y
finalmente se resuspendié en PBS. La suspensién de células se mezclé en una proporcion

1:1 con azul de tripan al 0.4% y se procedid al conteo de las células.

6.3 Citometria de flujo

Se usaron 1x106 células recuperadas del bazo y ganglios linfaticos (mesentéricos e
inguinales) para el analisis por citometria de flujo en el equipo CytoFLEX S™ (Beckman
Coulter). Para la identificacién de las células de memoria se usé el siguiente panel de
anticuerpos: CD3-APC-Cy7(BD  Biosciences), CD4-PE(Ebiosciences), CDS8-FITC

(Ebiosciences), CD62L-APC(BioLegend) y CD44-PB((BioLegend), y seran definidas como:
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1) TSCM o Naive: CD3*, CD4* o CD8*, CD44P, CD62LY, 2) TCM: CD3*, CD4* o

CD8+,CD44M, CD62LM y 3) TEM: CD3*, CD4* o CD8*,CD44M, CD62Lb.

6.4 Unidades Formadoras de Colonias

El higado, timo y bazo se disgregaron mecanicamente para la obtencién de una suspensioén
celular en PBS, a la suspension celular se le afiadié 1 mL de buffer de lisis de eritrocitos,
posteriormente se lavaron y centrifugaron. Las células se lisaron con PBS-Tritén al 2%. La
carga bacteriana por érgano se analizé sembrando diluciones seriadas en agar LB a 37°C

toda la noche.

6.5 Extraccion de DNA y PCR

Se extrajo DNA de la cola del ratén de acuerdo con lo descrito por (46). La genotipificacién
de los ratones CRTAM KO se hizo por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando
el kit SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Cat. 18064022, ThermoFisher Scientific).
Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 4 a 95°C para la desnaturalizacién
inicial, luego 30 ciclos de 30” a 95°C, 30” a 60°C y 30” a 72°C, por ultimo 5’ a 72°C. Los

iniciadores utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 Iniciadores y su secuencia

Iniciadores Secuencia
CRTAM sentido (Fw) AGA GTA ACT GCC CTT GGA CGT G
CRTAM anti-sentido (Rv) GCA GCG CAT CGC CTT CTA TC
Neo sentido GAC ACA GGC AAG GTC ACA GA
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7 Resultados

7.1 En homeostasis la proporcion de Tmem es independiente de CRTAM.
Con la finalidad de evaluar si CRTAM afecta la generacién de linfocitos T de memoria
(Tmem), se examind la frecuencia de estas poblaciones en condiciones homeostaticas. Para
esto se extrajeron el bazo y ganglios linfaticos de ratones deficientes de Criam (Crtam-/-) o
C57Bl/6d (WT) y se analizaron las poblaciones de Tmem por citometria de flujo

(Suplementaria 1).

Dado que se ha demostrado que CRTAM es importante para una adecuada organogénesis
del timo(41), se evalud si la proporcion de linfocitos T CD8+ y CD4+ en 6rganos linfoides
secundarios estaban afectadas. En este sentido, no se detectaron diferencias en la
frecuencia o en el numero de linfocitos T CD8+ o CD4+ entre los ratones Crtam-/-y WT en

ganglios linfaticos y bazo (Figura 7-1A).

Lo siguiente fue estudiar las poblaciones de Tmem en esos 6rganos. Con base en la
expresiéon de CD44 y L-selectina (CD62L) se pueden identificar a los linfocitos Tn (CD44/°
CD62LYM), los Tem (CD44k CD62LY) y los Tem (CD44h CD62LY). Los Tn representan mas
del 60% de los linfocitos T  CD4+ o CD8+ en ganglios linfaticos y bazo (Figura 7-1A,
Suplementaria 2A). Los linfocitos Tmem representan menos de una cuarta parte de los
CD4+ o CD8+ tanto para en los ratones Critam-/- como en los WT, no encontrandose
diferencias en el porcentaje o nimero de estas (Figura 7-1B, Suplementaria 2 By C). Tanto
en los ratones Crtam-~/- como WT, se observd que hay una mayor proporcién de linfocitos
Tmem con un fenotipo efector en la poblacién CD4+ y en los CD8+ con un fenotipo de

memoria central.
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Figura 7-1 En homeostasis, la frecuencia de linfocitos de memoria es independiente
de CRTAM. A) Deteccién de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de una suspensién
celular de ganglios linfaticos, de ratones WT (silvestres) y KO (Crtam-/-). B) Fenotipificacién de
las poblaciones de linfocitos T naive, Tem y Tem, en ganglios linfaticos, para linfocitos T CD4+
(superior) y T CD8+ (inferior). Las células se tifieron con anti-CD44 y CD62L para identificar
las poblaciones de memoria (Tem: CD44h CD62Lk, Tem: CD44h CD62LY) y naive (CD44l
CD62LM). Las graficas de puntos son representativas de los animales analizados (izquierda). El
porcentaje de las poblaciones analizadas se representa a la derecha. Los datos se presentan
como media + desviacién estdndar de al menos dos experimentos independientes (n=2, por
experimento).
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Figura 7-2 La expresion de CD44 y CD62L es independiente de CRTAM. Se muestran
histogramas representativos de la expresién de CD44 (A) y de CD62L (B) en linfocitos T CD4+ y
CD8+ en ratones WT (lineas rojas) y KO (lineas grises, izquierda) de células recuperadas de ganglios
linfaticos. A la derecha, se muestra la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de las
poblaciones de linfocitos T naive, Tem y Tem. Los datos se muestran como media y desviacién
estandar, dos experimentos independientes (n=2, por experimento).

Yeh y cols. (2008) describieron que CRTAM ayuda a mantener la polarizacién tardia de
CD44, una glucoproteina que es importante para la permanencia y reclutamiento de los
linfocitos T a 6rganos linfoides secundarios. Por lo que, se evalué si en ausencia de CRTAM,
la concentracién de esta molécula se afectaba en las poblaciones de Tmem. En condiciones
sin estimulos antigénico se observé que la expresion de CD44 y CD62L en la superficie de
los linfocitos T CD4+ o CD8+ es independiente de CRTAM (Figura 7-2). Al hacer el analisis
en las subpoblaciones de linfocitos Tmem (Tem y Tem), no se encontrd diferencia en la
expresiéon de estas moléculas en las poblaciones analizadas (Figura 7-2). De esto se
concluye, que en homeostasis la ausencia de CRTAM no impacta en la frecuencia de Tmem

o en la expresion de las moléculas de adhesiéon CD44 y CD62L.
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Figura 7-3 Dosis bajas de Salmonella aroA- son suficientes para inducir la expansién
de linfocitos T. Se administré via intraperitoneal 102 (e), 104 (m) 0 106(A) UFCs de Salmonella
AaroA- (atenuada), en ratones WT. Se evalud por citometria de flujo la poblacién de linfocitos T
activados (CD3+CD69+) en sangre periférica, dos dias antes de la infeccién y hasta el dia 6 post-
infeccién (A). En (B) se muestra el porcentaje de sobrevida de los animales infectados (n=2
ratones por grupo). Los datos se muestran como media y desviacién estandar, un experimento.
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Figura 7-4 La expresion de CRTAM esta asociada a la generacién de linfocitos T de
memoria. A) Esquema de inmunizaciéon para ratones WT y KO(Crtam /). Se administré via
intraperitoneal 100 UFCs de Salmonella aroA-, 27 dias después se analiz6 la frecuencia de las
poblaciones de linfocitos T de memoria por citometria de flujo. Frecuencia de las subpoblaciones
de linfocitos Tem y Tem CD4+ (B) y CD8+ (C) en ganglios linfaticos de ratones silvestres y
Crtam” (n=2 ratones por grupo). Control, ratones no inmunizados, Tem, linfocitos T de memoria
central, Tem, linfocitos T' de memoria efectora. Los datos se muestran como media y desviacién
estandar, un experimento.
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Figura 7-3 La generacion de linfocitos T de memoria es similar en ausencia CRTAM
posterior a un reto antigénico. A) A ratones WT 0 KO- se les administré 100 UFCs de Salmonella aroA
y 20 dias fueron retados con 150 UFCs de Salmonella 14028 (Salmonella WT). Siete dias después del reto se
analizaron las poblaciones de memoria en ganglios linfaticos (A). Frecuencias de las subpoblaciones de
linfocitos de memoria de T CD4+ (B) y CD8+ (C) en ganglios linfaticos de los diversos grupos analizados (n=2
o 3 ratones por grupo). Media y desviacién estandar. S. aroA- (d0), los ratones recibieron la inmunizacién y S.
14020(d20) fueron retados a 1 dia 20. Los datos se muestran como media y desviacion estandar de un
experimento.

7.2 CRTAM influye en la generacion de Tcm y Tem

Para analizar las poblaciones de Tmem ante un estimulo antigénico, se

inmunizaron ratones WT o KO con una cepa atenuada de Salmonella enterica ser.
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Figura 7-4 CRTAM es necesario para la generacion de inmunidad protectora ante una
infeccion bacteriana. Se muestra las UFCs recuperadas de bazo (A) e higado (B) de ratones
WT(Crtam*/*) y KO(Crtam/-), evaluadas 27 dias posterior a la inmunizacién (grupo 2) o 7 dias
después del reto (grupo 1 y 3) inmunizados, 27 dias posterior a la inmunizacién (7 dias después del
reto), n=2 o 3 ratones por grupo. Los datos se muestran como media y desviacion estandar de un
experimento.

Typhimurium, denominada AaroA-. Esta cepa es deficiente en la produccién de
aminoacidos aromaticos, por lo que en ratones susceptibles se ha descrito que tiene una
capacidad proliferativa limitada y es ampliamente utilizada como cepa vacunal(47). Se
probaron tres dosis de inmunizacién distintas y se analizé la activacién de los linfocitos T
en sangre periférica en ratones WT (Figura 7-3A). Con la dosis mas alta (108 UFC) de
Salmonella AaroA- administrada, aproximadamente el 50% de los linfocitos T circulantes
expresan CD69+ a las 48 horas, lo que indica que estan activados. Sin embargo, los ratones
no son capaces de controlar la infeccién (Figura 7-3B). Es de resaltar, que 102 UFCs
promueven una respuesta equiparable a 10* UFCs (Figura 7-3A). Esto sugiere, que la

administracién de dosis bajas de Salmonella AaroA- seria suficiente para enriquecer las

poblaciones de memoria.

Se evaluaron las poblaciones de memoria por citometria de flujo a los 27 post-inmunizacién
con 100 UFCs de Salmonella aroA-. La inmunizacion logré enriquecer las poblaciones de

memoria, visto como un aumento en la frecuencia de estas poblaciones 27 post-
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Inmunizacion, lo que concuerda con los datos anteriores de activacién en sangre periférica
(Figura 7-3). Lo segundo, es que en ausencia de CRTAM se observa una disminucién en la
frecuencia de los Tem y Tem CD4+, asi como de los Tem CD8+, esto en ganglios linfaticos
(7-4B y C). Estos resultados sugieren que CRTAM podria estar influyendo en la formacién

de Tmem, primordialmente con un fenotipo de memoria central.

7.3 CRTAM se requiere para la formacion de una adecuada inmunidad
protectora ante una infeccion bacteriana.

Los resultados anteriores nos sugerian que la proteccién generada en ausencia de
CRTAM podia ser deficiente, dada la disminucién en las poblaciones de memoria, por lo
que se procedié a realizar un ensayo de proteccién (7-5A). En este, ratones Criam*/* o
Crtam/- fueron inmunizados con 100 UFCs de Salmonella AaroA y retados 20 dias después
con Salmonella 14028 (WT). Siete dias después del reto se evalud la frecuencia de las
poblaciones de memoria en ganglios linfaticos y bazo. Siguiendo ese esquema de
inmunizaciéon no fuimos capaces de evidenciar una diferencia en la generaciéon los Tmem
(Figura 7-5B y C). También se analizo la frecuencia de estas poblaciones inicamente ante

la inmunizacién o el reto antigénico, administrados en el tiempo sefialado en (Figura 7-

5B).

Al analizar las Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) en el bazo e higado, la carga
bacteriana en ambos érganos fue mayor en los ratones Crtam /-, lo que sugiere que a pesar
de que no haber diferencias en la frecuencia de los Tmem, la funcionalidad de estas si
pudiera estar afectada. En conclusién, consideramos que CRTAM es necesario para la

inducir inmunidad protectora ante una infeccién bacteriana.
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8 Discusion

En el presente trabajo evaluamos si la molécula de adhesion CRTAM influye en la
generacién de Tmem. Takeuchi, et. al (2015), evidencian que CRTAM favorece la
generacion de linfocitos con un fenotipo de memoria (CD44") en un modelo murino, en este
aproximadamente el 95% de los linfocitos T CD4+ expresan CRTAM posterior a la
activacién. Nuestros resultados muestran que en condiciones homeostaticas no hay
diferencia en la frecuencia de las poblaciones de Tem y Tem en o6rganos linfoides
secundarios entre el raton silvestre y el Crtam-/-(Figura 1). Esto podria deberse a que en el
modelo empleado evaluamos a toda la poblacién de linfocitos T y no tUnicamente a la
poblacién Ag especifico, por lo que no somos capaces de evaluar sila generacién de linfocitos
de memoria se esta afectando o que podria existir algin fenémeno compensatorio. Lo que
también nos sugiere es que CRTAM no influye en la proliferacién homeostatica de los
Tmem, proceso dependiente de citocinas como IL-15 e IL-7, las cuales no se ha descrito que
CRTAM afecte su produccion (28,29,37). Tampoco encontramos diferencia en la proporcién
de linfocitos T CD4+ y T CD8+, lo que concuerda con lo reportado por otros autores (37,45).
Es de hacer notar, la tendencia de los linfocitos T CD8+ de memoria de tener un fenotipo
de memoria central y los de los CD4+ de memoria efectora, esto descrito en pacientes con

melanoma que recibieron terapia con IL-2 (48).

CRTAM es una molécula necesaria para mantener la polarizacién tardia de moléculas
involucradas en la sinapsis inmunoldgica, como es el caso de CD44. Por lo que consideramos
importante evaluar la expresién de esta en la superficie de las poblaciones de memoria,
pero no se observo una diferencia significativa (Figura 7-2). Esto podria explicarse por la
proliferacién homeostatica de estas células, ya que se ha demostrado que este proceso

favorece la expresion de moléculas como CD44(49)
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Posterior a la inmunizacion con la cepa vacunal de Salmonella, la AaroA-, se observ) una
ligera disminucién en la frecuencia de Tmem en los ratones carentes de CRTAM, este
resultado nos sugiere que esta molécula influye en la generacion de linfocitos de memoria
y que se hace evidente posterior a un estimulo antigénico. La deficiencia de otras moléculas
de adhesién como LFA-1 se ha descrito que impacta negativamente en la generacién de
memoria y de una eficiente inmunidad protectora(34). Esta diferencia es mas evidente en
los Tem, tanto para CD4+ como CD8+, esto nos indica que el efecto de CRTAM en las Tem
y las Tem, es distinto, esto concuerda a lo reportado en la literatura en el que los
requerimientos de las sefiales 1, 2 y 3 para la generacion de ambas poblaciones cambia(2).
En este sentido, se ha demostrado que CRTAM repercute en la produccién de citocinas, asi

como en el mantenimiento de la sinapsis inmunolégica a tiempos tardios(37).

CRTAM interviene en la produccién de IFN-y en linfocitos T CD4+ y CD8+ posterior a la
activacién, y se sabe que la cantidad de esta citocina es importante para regular el balance
entre linfocitos efectores y de memoria(31,32,37). La disminucién de IFN-y en ausencia de

CRTAM podria ser una posible explicacién para la alteracion en la generacion de las Tmem.

Posterior a un esquema de inmunizacién y reto, no hubo diferencias evidentes en la
frecuencia de Tmem en 6rganos linfoides secundarios entre los ratones carentes de CRTAM
y los silvestres. A pesar de no haber diferencias en estas poblaciones, se fue evidente que
en ausencia de CRTAM hay un control deficiente de la infeccién por Salmonella ser.
Typhimurium, estos datos concuerdan con lo reportado en el laboratorio que indican que
CRTAM es necesario para controlar la infeccién(50,51), ello debido a la baja produccién de

IFNg por parte de los linfocitos T.
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9 Conclusion
En resumen, los resultados muestran que CRTAM podria estar influyendo en la generaciéon
y funcionalidad de los linfocitos T' de memoria. También evidencian que CRTAM participa

parcialmente para generar inmunidad protectora ante una infeccién bacteriana.

10 Perspectivas
e LEvaluar la funcién de los Tmem del ratén carente de CRTAM.
e Generar la cepa de ratones OT-1 Crtam-/-, para evaluar la generacién y funcién de
Tmem en un modelo antigeno especifico.
e Dilucidar el mecanismo de CRTAM involucrado en la generacién y funcionalidad

de los linfocitos T de memoria.
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Suplementaria 1 Estrategia de analisis para la identificacion de las subpoblaciones de
memoria. La regién de linfocitos se delimité con base a su tamano (forward scatter, FSC-A) y
complejidad (side scatter, SSC-A). Los linfocitos T se identificaron por la expresion de CD3, y
posteriormente fueron divididos con base en la expresién de CD4 y CD8. La identificacién de las
subpoblaciones de memoria se bas6 en la expresion de CD44 y CD62L, identificando a las Tem
(CD44k CD62LY), Tem (CD44h CD62LY) y naive (CD44l CD62Lk). Se muestran graficas de
contorno representativas. Las frecuencias de las poblaciones se muestran como porcentajes de las

poblaciones parentales.
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Suplementaria 2. En homeostasis, el nimero de linfocitos de memoria es independiente de
CRTAM. A) Frecuencia de las poblaciones de memoria CD4+ o CD8+ en bazo en ratones WT y KO.
Numero absoluto de linfocitos con un fenotipo naive, Tem o Tem en ganglios linfaticos (B) y bazo
(C), sin estimulo antigénico. Los datos se muestran como media + desviacién estandar de al menos
2 experimentos independientes.
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Suplementaria 3 Ante un estimulo antigénico la expresion de CD44 y CDG62L es
independiente de CRTAM. Se muestran histogramas representativos de la expresién de CD44
(A) y CD62L (B) en linfocitos T CD4+ y CD8+ recuperados de ganglios linfaticos al dia 27 del
experimento. Se resumen la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de CD44(C-D) y de
CD62L (E-F) para linfocitos T CD4+(superior) y CD8+ (inferior) por grupo (n=2 ratones por grupo).
Grupo 1: reto al dia 20; grupo 2: inmunizacién al dia 0; grupo 3: inmunizacién al dia 0 y reto al dia
20. Los datos se muestran como media + desviacion estandar de un experimento.
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