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Abreviaturas

(CD45)
(TCR)
(Ag)
(MHC)
(PTK)
(CPA)
(GEM)
(ITAM)
(GT)
(PTPIB)
(LCA)
(SCID)
(IMF)

proteina tirosina fosfatasa

receptor de linfocitos T

antigeno

complejo mayor de histocompatibilidad
proteinas cinasas de tirosina

célula presentadora de antigeno

micro dominios lipidicos

motivo de activacion basado en tirosina
proteinas adaptadoras y componentes de el citoesqueleto
fosfatasas PTP 1 B

antigeno comun de leucocitos
inmunodeficiencia combinada severa

intencidad de fluorescencia media



RESUMEN

CD45 es una de las glicoproteinas transmembranales mas abundantes en
la superficie de las células hematopoyéticas. Esta fosfatasa juega un papel
primordial en la respuesta funcional del linfocito T mediada por el TCR puesto que
es responsable de los eventos tempranos de sefalizacion que ocurren después de
la interaccién del TCR con el péptido-MHC en la célula presentadora de antigeno.
Los exones 4, 5 y 6 (que corresponden a A, B y C en la proteina) son editados
alternativamente para generar la familia de isoformas de CD45 que varian en la
estructura de su ectodominio (secuencias de aminoacidos, tamafno y patrones de
glicosilacion) y que se expresan de manera diferencial en poblaciones celulares

asi como durante la activacion y diferenciacion.

La funcion del ectodominio de CD45 aun no esta bien caracterizada sin
embargo, existen datos que indican que cambios en este dominio son capaces de
modular la activacién del linfocito T. La poblaciéon de linfocitos T de memoria (que
expresan la isoforma de bajo peso molecular CD45R0O) es mas eficiente en
generar respuestas funcionales (proliferacién, aumento de expresién de
marcadores de activacion) que la poblacion de linfocitos T naives (que expresan
isoformas de alto peso molecular tales como CD45RA o RB. Sin embargo, aun no
hay un consenso sobre los eventos tempranos de activacion y su correlacion con

la funcionalidad de ambas poblaciones celulares.

Los linfocitos T del neonato han sido considerados como “inmaduros” en
comparacion con los del adulto en cuanto a sus respuestas funcionales sin
embargo, trabajos recientes han demostrado que con un estimulo adecuado, estas
células son capaces de responder de manera similar a las del adulto. Por lo tanto
el objetivo de este trabajo fue observar si estan presentes las isoformas de CD45,
en linfocitos T neonatales, caracterizar primero la expresion total y de superficie de
las distintas isoformas de CD45 en linfocitos T naives provenientes de neonatos y

adultos.



Se obtuvieron muestras de sangre de corddén umbilical y de sangre
periférica adulta. Se purificaron los linfocitos T CD4" de neonatos y adultos por
selecciéon negativa (CD4" >80%) con el sistema MACS de Miltenyi. La poblacion
de linfocitos T naives (isoformas de alto peso molecular de CD45) se obtuvo en la
elucion de dicha separacion utilizando el kit de seleccién negativa de linfocitos T
naives (Miltenyi). Para observar la expresion de CD45 en la superficie celular se
utilizo la técnica de inmunofluorescencia con anticuerpos dirigidos contra CD45RA,
RB, RC (Sanchez-Madrid, Hospital de la Princesa, Madrid, Espafa) asi como
Multitest de naives (BD), anti-CD45 tail que reconoce todas las isoformas de
CD45. Las muestras se leyeron en el FACScan (Dra. G. Soldevila, Dr. Carlos
Castellano, Unidad de Citometria, 1B, UNAM). Para la expresién total celular de
CD45 se solubilizaron las proteinas de la membrana y citoplasma con NP-40 al
1% y se analizaron mediante SDS-PAGE e inmunoblot revelado mediante

quimioluminiscencia en el equipo Typhoon (Amersham Biosciences).

Se observo que existen diferentes combinaciones de isoformas de CD45
solo en western blot que son distintas para los linfocitos T neonatales. Estos
expresan CD45RA, CD45RB y CD45RC con niveles de expresion similares al
adulto, las diferencias no fueron estadisticamente significativas para la citometria
de flujo. La funciéon de estas combinaciones de isoformas seria muy dificil de
comprender, como CD45 desfosforila a su sustrato LCK, lo que se pretende

investigar mas adelante es la activacion de LCK por fosforilacion.

Por otro lado, la expresion de CD4 y CD3 es similar en el neonato y el
adulto, lo que nos indica que las diferencias en la activacién de los linfocitos T
neonatales no se deben a niveles de expresion distintos de estas proteinas,

moléculas clave en la cascada de activacion.



INTRODUCCION

La inmunologia es el estudio de los mecanismos fisioldgicos que los seres
humanos y otros animales usan para defenderse de la invasion por otros

organismos.

El propdsito del sistema inmunitario de los vertebrados es reconocer los
microorganismos extrafios invasores, impedir su diseminacién y finalmente
eliminarlos del cuerpo. Este sistema consiste en miles de millones de células de
varios tipos que interactian con el agente infeccioso y entre si para combatir la
infeccion. Todas las células del sistema inmunitario se originan en la médula
0sea, pero en algun momento de su vida la abandonan para circular en la sangre,
entrar en otros tejidos y pasar a formar parte de los tejidos linfoides especializados
(Abbas y Lichtman, 2001).

La respuesta del sistema inmunolégico adaptado o adquirido es un
mecanismo de defensa antigeno-especifico, que por lo tanto se distingue del
innato mas primitivo, en que necesita de un proceso de reconocimiento antigénico
mediado por receptores de superficie celular localizados en las células T y B. Los
linfocitos T ofrecen proteccibn en contra de patégenos y células malignas,
contando con la capacidad de discriminar entre los anfigenos (Ags) propios y los
ajenos, estos ultimos comprendiendo antigenos externos o anomalias en la

expresion de antigenos de tejidos malignos (Abbas y Lichtman, 2001).



Néduda cses

@

cdiuks hematapayética pluripatendal
S 2 U
i Médula ésea
OkOo OL
e AL =
proganitor Enfoide pragadilor mskokle progenttor progenitor
coman comin granulexita/macréfago  megacaiiogitol megacarodto critrchlasta
eritroeito

_i/“ '\/L N S T

Granuladites (a leuodtos pollmarfonuclearcs
-
o°°°o - ¢ Q‘
? ; oo e08 ° [}
) °'o.‘
célula 8 cdlubT neutridflio easindfilo  besdfilc  peecursor monexita a;:ld':.fm plaquetas erirecite
descanaddo Inmadura
— W =
“eélulas efectoras Tolidos Nédulos Tnfiiticos
1+] 0
| A oo ° o o A
] L] -
=N S cocoo 0.2 M
) g{) 0~ e chluls
célla cElula ¥ céluls macrdfa dendirit célula
plasmatica aulv:da cobada - inmacura dendnitica madur

Figura 1. Origen de los glébulos blancos. Todos los elementos celulares de la sangre,
incluyendo a los linfocitos del sistema inmunolégico, se derivan de las células
hematopoyéticas pluripotenciales de la medula 6sea. Estas células pluripotenciales se
vuelven a dividir, para producir dos tipos de células multipotenciales mas especializadas,
un linfocito progenitor comun del que a su vez se originan los linfocitos T, encargados de
combatir en el sistema inmunoldgico adquirido, y un progenitor mieloide del que se
originan los otros diversos tipos de leucocitos, los eritrocitos y los megacariocitos (tomado

de Abbas y Lichtman, 2001).

Se ha postulado que CD45 (originalmente denominado antigeno leucocitico
comun) una glicoproteina de superficie celular con un dominio de tirosina fosfatasa
citoplasmatico, tiene una funcién en la activacion de los linfocitos T estos
expresan varias formas en los leucocitos inmaduros y maduros, incluidos linfocitos

T y B, timocitos, fagocitos mononucleares y leucocitos polimorfonucleares.
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La familia CD45 esta formada por 8 miembros que son producto de una
edicion alternativa de un unico gen complejo. Las secuencias de aminoacidos
predichas de los productos proteicos incluyen dominios externos de longitudes
variables, una region transmembranal y su dominio citoplasmatico, que es uno de
los mas grandes que se han identificado entre las proteinas de membrana. La
mayor parte de linfocitos T virgenes humanos expresan la forma CD45RA
mientras que los linfocitos T de memoria expresan una isoforma diferente,
denominada CD45RO. Sin embargo, estos patrones de expresion no son fijos y
existen pocas pruebas de que las distintas isoformas de CD45 realicen funciones

diferentes.

El dominio citoplasmatico de CD45 contiene una region con actividad
tirosina fosfatasa intrinseca, que cataliza la eliminacion de los fosfatos de los
residuos de tirosina de diferentes sustratos. Uno de estos sustratos es Lck, la
tirosina cinasa que se asocia a las colas citoplasmaticas de CD4 y CD8. Algunos
estudios con lineas de linfocitos T indican que la fosforilaciéon mediada por CD45
puede permitir que se active Lck, evento esencial para la activacion de linfocitos

T, normales por los antigenos (Abbas y Lichtman, 2001; Roitt et al., 2008)

Con el fin de caracterizar las respuestas funcionales de los linfocitos T
neonatales y estudiar la influencia de las isoformas de la proteina CD45, molécula
clave en la activacion de dichas celulas, es indispensable caracterizar primero la
expresion total y de superficie de las distintas isoformas de CD45 en linfocitos T
naives y de memoria provenientes de neonatos y adulto (Abbas y Lichtman, 2001;
Roitt et al., 2008).

Activacion del linfocito T

Avances importantes ocurridos durante las Uultimas décadas en la
bioquimica y la biologia molecular han contribuido al entendimiento de los

mecanismos de regulacion del sistema inmune.

11



Una propiedad general de los linfocitos B y T es que necesitan dos senales
extracelulares diferentes para iniciar su proliferacion y diferenciacién hacia células
efectoras. La primera sefal es aportada por la unién del antigeno al receptor
antigénico (TCR o receptor de linfocitos T) y es responsable de asegurar la
especificidad de la posterior respuesta inmunitaria. En caso de los linfocitos T, la
unién de los complejos péptido-CPA al TCR (y al receptor CD4 o CD8) suministra
la sefial inicial. La segunda sefal de los linfocitos T procede de las moléculas que
se denominan colectivamente coestimuladores. Los linfocitos T son dos proteinas
relacionadas, llamadas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), que se expresan en las CPA
profesionales estos coestimuladores B7 de las CPA son reconocidos por

receptores especificos de los linfocitos T (Figura 2).

Respuesta
(activacion)

No hay
respuesta

No hay
respuesta

Respuesta

Coestimulador ‘—.‘\' SpUest
s (activacion)

. R
Antigeno ’—o o
/! // \!

No hay
respuesta
(Tolerancia)

Coinhibidor  —»">

Figura 2. La activacion 6ptima del linfocito T requiere de dos sefiales: (a) la activacion de la sefial de la

membrana plasmatica y (b) la célula presentadora de antigeno (adaptado de Abbas y Lichtman, 2001)
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El reconocimiento del péptido antigeno (Ag) en el contexto de la molécula
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) por receptores clonotipicos de
membrana, tales como el receptor de los linfocitos T (TCR), es requerido para la
activacién del linfocito y determina respuestas bioldgicas tales como la expansion
clonal, la diferenciacién a células efectoras y de memoria (Figura 3) o incapacita
su respuesta volviéndolas “enérgicas” a través de mecanismos que implican la
proliferacion, la reprogramacion genética o la muerte celular (Samelson, 2002).
Los linfocitos T cooperadores (Th) activados se diferencian en Th1, Th2 y Th17.
La principal funcion de los linfocitos Th1 radica en la defensa mediada por
fagocitos contra las infecciones, especialmente frente a los microorganismos
intracelulares. El IFN-gamma producido por los linfocitos Th1 estimula la actividad
microbiana de los fagocitos, lo que favorece la destruccion intracelular de los
microbios fagocitados y también estimula la sintesis de anticuerpos IgG
opsonizantes y fijadores de complemento, que facilitan la fagocitosis de los
microbios. Muchas enfermedades autoinmunitarias especificas de dérgano y
algunas reacciones inflamatorias como los granulomas se deben a la activacién

excesiva de los linfocitos Th1.

La funcién efectora mas importante de los linfocitos Th2 se observa en las
reacciones inmunitarias mediadas por IgE y por eosindfilos/ mastocitos estas
reacciones son iniciadas por IL-4, IL-5, IL-13. Los linfocitos Th2 son responsables
de la defensa a las infecciones por helmintos artrépodos y de las reacciones
alérgicas, los anticuerpos estimulados por las citocinas Th2 no estimulan la
fagocitosis ni activan el complemento de una forma eficaz. Ademas varias
citocinas sintetizadas por las células Th2 (en especial IL-4, IL-13 e IL-10)
antagonizan las acciones de IFN-gamma e inhiben la activacion de los
macréfagos. Esta es la razén de que el desarrollo de Th2 se asocie a una IC
deficiente frente a las infecciones por microorganismos intracelulares, como,

Leishmania y microbacterias.
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Las células Th17 fueron inicialmente descritas como una poblacion implicada en la
autoinmunidad, pero ahora se piensa que tienen sus efectores propios y funciones de

regulacioén.

La activacién del linfocito T es regulada por la fuerza de la interaccién entre
el complejo MHC vy la accion cooperativa de otros receptores de membrana asi
como por un mecanismo intracelular que controla multiples cascadas de
sefalizacion (Lanzavecchia y Sallusto, 2001). Las sefales recibidas por el linfocito
T de la APC se transmiten al interior de la célula mediante una cascada de
eventos bioquimicos y biofisicos dentro de los cuales la fosforilacion de proteinas,
la redistribucién de proteinas de membrana, la relocalizacién de proteinas en la
membrana plasmatica y la reorganizacién del citoesqueleto son algunos eventos
criticos (Acuto y Cantrell, 2000). La transmision de una seial se lleva a cabo por
modificaciones quimicas de proteinas intracelulares de manera rapida y extensa.
La adicion de un grupo fosfato a residuos tirosina en las proteinas, por las
proteinas cinasas de tirosina (PTK) es la primera capa de una cascada de
senalizacion inducida por la interaccion del TCR. La fosforilacion de proteinas en
residuos tirosina tiene efectos mayores en las funciones celulares tales como
modificaciones de actividades enzimaticas, localizacién de proteinas y es el
evento central de la maquinaria de sefalizacion intracelular (Figura 4) (Barrios, et
al., 1996a; Zhang y Samelson, 2000).

14
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Figura 3. Respuestas biolégicas de los linfocitos T (cortesia de Gabriela Gonzalez Pérez,
CINVESTAV).

Nuevos descubrimientos en las bases moleculares de la activacién celular
han enriquecido nuestra comprensiéon de la organizacion de la sefal en la
membrana plasmatica de los linfocitos T. En este respecto, estudios recientes han
subrayado la funcion critica en la transduccion de senales y en la formacion de
complejos de sefializacibn de microdominios lipidicos especializados de la
membrana, enriquecidos en glicoesfingolipidos y colesterol llamados “GEMs”
(Brown y London, 1998; Bunnel et al., 2002; Harder, 2001). Actualmente esta
compartamentalizacion de la membrana plasmatica permite comprender como se
organiza eficazmente y de manera prolongada la maquinaria de transmisién de
sefales (Figura 4). Ademas estos microdominios juegan un papel central en varios
procesos celulares incluyendo el trafico y polarizacion celular, crecimiento y
muerte celular asi como la respuesta alérgica, en infecciones y en procesos
inflamatorios que estan presentes en muchas enfermedades. Recientemente se
ha comprobado la importancia médica de estos microdominios ya que los
microdominios lipidicos (GEMs) se encuentran involucrados en enfermedades
tales como Parkinson, Alzheimer, distrofia muscular, diabetes, asma,
enfermedades autoinmunes, hipertensién asi como en infecciones causadas por
virus, bacterias, parasitos y priones (Simons y Ehehalt, 2002).
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Por otro lado, se descubrié que la sefalizacion del linfocito T con la célula
presentadora de antigeno (APC), da lugar a una dramatica redistribucién de
receptores de membrana y de componentes de sefalizacion para formar una

“sinapsis inmunolégica” altamente organizada (Grakoui et al., 1999).

Maquinaria de sefializacion mediada por el TCR

De manera breve a continuacion se hara la descripcion de TCR. El TCR
esta compuesto por dos subunidades: las proteinas clonotipicas unidas por
puentes disulfuro ay B (unidad de reconocimiento del péptido/MHC) y el complejo
invariante CD3 que consiste de dos €, una y y un homodimero de cadenas (. Este
ultimo presenta en su dominio intracelular una subunidad de transduccion de senal
llamada motivo de activacidn-basado en tirosina del immunoreceptor (ITAM, del
inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (EX2YXoL/IX7YXoL/). En la
transmision o transduccion de una sefial iniciada por el TCR intervienen una
multitud de proteinas intracelulares (tales como proteinas tirosin cinasas, serin-
treonin cinasas, tirosin fosfatasas, fosfatasas lipidicas, intercambiadores de
pequefias GTPasas, proteinas adaptadoras y componentes del citoesqueleto) las
cuales forman una compleja maquinaria bioquimica en la membrana plasmatica y
en el sitio de contacto linfocito T/APC (Figura 4). Las etapas iniciales de activacion
del linfocito T involucran al menos tres tipos de proteinas tirosin cinasas de las
familias Src, Zap-70/Syk y Tec (Cantrell, 2002; Koretzky y Myung, 2001;
Samelson, 2002; Zhang y Samelson, 2000).

16



Activacion de factores de
transcripcion Ej. NFAT, NF-

Reorganizacion

fe fetna Nicleo i Jr

o=

Figura 4. Los microdominios lipidicos (GEMs) son plataformas de activacion (tomado de Zhang y
Samelson, 2000).

Un evento inmediato después de la interaccién del TCR con el péptido/MHC
es la fosforilacion de los ITAMs por las PTK de la familia Src, Lck y Lyn (Weiss y
Littman, 1994) lo cual permite que se reclute y active la PTK Zap-70 (Chan y
Shaw, 1996; Iwashima et al., 1994; Wange y Samelson, 1996). Zap-70 activada
fosforila a la proteina LAT residente de las GEMs y SLP-76, formando un andamio
adaptador con multiples sitios que funciona como una plataforma que recluta
diferentes proteinas generando varias cascadas de senalizacion que regulan la
capa de nivelacién del TCR, rearreglos del citoesqueleto asi como la activacion
transcripcional de genes de citocinas (Figura 4) (Cantrell, 2002; Koretzky y Myung,
2001; Samelson, 2002; Zhang y Samelson, 2000).
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Sinapsis Inmunologica

El modelo reciente de activacion del linfocito T propone que al contacto del
TCR con el péptido/MHC ocurren una serie de eventos temporalmente regulados
se inicia con una redistribucion supramolecular de la membrana plasmatica
llamada sinapsis inmunolégica (Sl) por su similitud con la sinapsis neurolégica
(Burack et al., 2002; Grakoui et al., 1999; Lanzavecchia y Sallusto, 2001; Monks et
al., 1998). En efecto, la SI madura presenta grupos de receptores de superficie
tales como el TCR/CD3, CD28, CD4 y componentes de sefializacién (cinasas Src
y PKC 0) en el centro del contacto linfocito T/APC (c-SMAC) rodeados por un aro
periférico (p-SMAC) de moléculas de adhesion, como LFA-1 y talina (Schade y
Levine, 2002; Montixi et al., 1998; Sedwick y Altman, 2002).

Zona periférica

Segundo mensajero

Proliferacién /Diferenciacién/Apoptosis

Células T

Figura 5. Sinapsis Inmunoldgica (adaptado de Vallejo et al., 2004).
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Asi mismo, la interaccién del TCR provoca la coalescencia de varios
dominios lipidicos de la membrana plasmatica GEMs que contienen a las cinasas
Src y de esta manera se concentran en el c-SMAC estas cinasas y el complejo
TCR/CD3 lo cual permite la fosforilacion de los ITAMs. Se ha propuesto entonces
que las GEMs compartamentalizan la membrana permitiendo organizar de manera
optima la cascada de sefalizacion concentrando las moléculas clave de
sefalizacion unicamente después de la interaccién del TCR con el péptido/MHC
mientras que excluyen fosfatasas membranales tales como CD45, asegurando
una senal sostenida de fosforilacién (Figura 5) (Montixi et al., 1998; Schade y
Levine, 2002; Sedwick y Altman, 2002). Consistente con este modelo, la deplecion
del colesterol por agentes quimicos causa una aparente aumento de la
fosforilaciéon (Kabouridis et al., 2000). Sin embargo, este modelo debe ser

reevaluado debido a nuevas evidencias que discutiremos mas adelante.

La proteina CD45

La comprension de los mecanismos por los cuales la fosforilacion de
proteinas en tirosina regula la sefalizacion del linfocito T a sido un area de intensa
investigacién durante los ultimos diez afios (Mustelin et al., 2002). Sin embargo, el
descubrimiento de las proteinas fosfatasas de tirosina (PTPasas) con la clonacién
de la PTP1B hace once anos (Tonks et al., 1998) ha adicionado mas complejidad
al proceso de sefializacion intracelular. Efectivamente, este mayor descubrimiento
ha sugerido que la transmision de la sefal es regulada por un equilibrio dinamico
de eventos de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas. Este dato fue también
critico porque reveld que un receptor de superficie ya conocido, el antigeno comun
de leucocitos (LCA) CD45, era una fosfatasa (Tonks et al., 1998) y de hecho, fue
la primera PTPasa cuya funciéon fue descrita en la activacion del linfocito T.
Evidencias genéticas y bioquimicas han demostrado los requerimientos del
dominio citoplasmico de CD45 (responsable de la actividad catalitica) en la

activacién del linfocito T como un regulador positivo de las PTKs de la familia Src,
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tales como Lck (Alexander, 2000). Este hallazgo fue algo inesperado ya que se
creia que las PTPasas funcionaban como reguladores negativos de la transmision
de sefiales intracelulares. Ademas, las peculiares caracteristicas moleculares del
dominio extracelular (ectodominio) de CD45 sugieren mecanismos por los cuales

las PTPasas de membrana regulan sutilmente la activacion celular.

Estructura de CD45

La estructura CD45 esta formada por multiples miembros que son producto
de un unico gen complejo. Este gen contiene 34 exones, de forma que transcritos
primarios del ADN de 3 y de los exones denomidados (A, B, C) y se unen de
manera alternativa para generar hasta 8 ADN mensajero diferentes y 8 productos
diferentes (Figura 6). Estudios recientes han demostrado a la ribonucleoproteina
de tipo-L (hnRNPLL) como un regulador critico inducible de la edicion alternativa
del gen de CD45 en linfocitos T activados (Oberdoerffer et al., 2008). Las
secuencias de aminoacidos predichas de los productos proteicos incluyen
dominios externos de longitudes variables una region transmembranal y de
dominio citoplasmatico de 705 aminoacidos que es uno de los mas grandes que
se han identificado entre las proteinas de membrana. Las isoformas de la proteina
CD45 que expresan un grupo restringido de tipos celulares se denominan CD45R.
La mayor parte de los linfocitos T virgenes humanos expresan una isoforma
CD45R.
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Figura 6. A. Estructura gendémica para el gen de L-CA de ratéon. Exones que codifican posibles
subdominios se agrupan y etiquetados por debajo de la linea. B. Diagrama esquematico de la
utilizacion diferencial de los exones L_CA. Exones 3-7 se indican con rectangulos abiertos. Los
exones utilizados en cada formulario se indican en el subindice L-CA. Las formas que han sido
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El antigeno comun de leucocitos LCA o CD45 es una de las glicoproteinas
transmembranales mas abundantes en la superficie de las células
hematopoyéticas, constituye hasta un 10% de las proteinas totales de superficie
(Thomas, 1989). La region intracelular con dos dominios fosfatasa responsables
de la actividad catalitica esta unida a través de una corta region transmembranal al

ectodominio variable cuyo ligando es desconocido. El empalmado alternativo de
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tres exones A, B y C da lugar a distintas isoformas de CD45 cuyos ectodominios
poseen distintas dimensiones longitudinales y grados de glicosilacion que varian
durante la diferenciacion y activacion celular (Thomas, 1989). La expresion de las
isoformas de CD45 es fascinante ya que una misma célula puede presentar a la
vez varias isoformas y estas varian también durante el curso del desarrollo timico
asi como en la diferenciacion y activacion celular (Figura 7) (Trowbridge y
Thomas, 1994). Por ejemplo, los linfocitos T naives expresan las isoformas de alto
peso molecular CD45RA, CD45RAB altamente O-glicosiladas mientras que los de
memoria presentan la forma minima y con menos carbohidratos, CD45RO
(Thomas, 1989) Sin embargo, aun cuando se han propuesto distintas funciones
para las diferentes isoformas de CD45 en la activacion de los linfocitos T asi como

se ha negado su importancia, no existe un consenso.

La funcion del ectodominio de CD45 aun no esta bien caracterizada sin
embargo, existen datos que indican que cambios en este dominio son capaces de
modular la activacién del linfocito T. La poblacién de linfocitos T de memoria (que
expresan la isoforma de bajo peso molecular CD45R0O) es mas eficiente en
generar respuestas funcionales (proliferacién, aumento de expresién de
marcadores de activacidén) que la poblacion de linfocitos T naturales que expresan
isoformas de alto peso molecular tales como CD45RA o RB (Figura 7) (Holmes,
2005; Thomas, 1989).
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Figura 7. Isoformas de CD45 (adaptado de Holmes, 2005).

Funcién de CD45 en la activacion de linfocitos T

Esta fosfatasa juega un papel primordial en la respuesta funcional del
linfocito T mediada por el TCR puesto que es responsable de los eventos
tempranos de sefalizacion que ocurren después de la interaccién del TCR con el

péptido-MHC en la célula presentadora de antigeno.

Como ya se menciono anteriormente, una de las primeras etapas en la
transmision de senales inducida por el TCR es la fosforilacion de este receptor por
la PTK Lck. En efecto, células que no expresan esta cinasa no son capaces de
activarse y el desarrollo de los linfocitos también se encuentra impedido (Molina et
al., 1992). Esta PTK se encuentra constitutivamente localizada en las GEMs,
anclada reversiblemente a la bicapa interna a través de S-acilaciones en su regiéon

N-terminal. La importancia de su localizacion en estos microdominios para su
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funcion ha sido demostrado por mutantes de acilaciones de Lck que no pueden
localizarse en las GEMs y en los cuales la activacion TCR-dependiente es

inexistente (Kabouridis et al., 1997; Kosugi et al., 2001).

Estudios genéticos, cristalograficos y bioquimicos han demostrado la
importancia de dos residuos de tirosina en la actividad enzimatica de Lck. La
fosforilacion de la Tyr-505 en el extremo C-terminal inhibe su actividad
promoviendo una estructura cerrada mientras que la trans-(auto)-fosforilacion de la
Tyr-394 en el dominio catalitico induce una conformacién abierta permitiendo una
actividad catalitica 6ptima (Young et al., 2001). Por lo tanto, la actividad de Lck se
encuentra regulada de manera positiva por la PTPasa transmembranal CD45 que
desfosforila el residuo Tyr-505 y de manera negativa por la fosforilacion de este
mismo residuo por la PTK citosdlica Csk que se encuentra asociada a la proteina
membranal PAG/Cbp residente de las GEMs (Hermiston y Weiss, 2002; Thomas y
Brown, 1999). Pero es interesante mencionar que CD45 también ha sido
propuesta como capaz de desfosforilar el residuo Tyr-394 de Lck promoviendo su
inhibicion (D’Oro y Ashwell, 1999).

En estado de reposo, PAG/Cbp se encuentra fosforilado lo cual permite su
asociacion con Csk manteniéndola presente en las GEMs (Figura 8) cerca de Lck
para regularla negativamente. De esta manera, el equilibrio de los dos efectos
opuestos de CD45 y Csk sobre Lck regula a su vez la reactividad o umbral de
activacion de los linfocitos T. Una vez que el TCR interactua con el péptido/MHC,
PAG/Cbp es desfosforilado lo cual provoca la liberaciéon del control negativo de
Csk sobre Lck y permite que CD45 pueda activarla (Brdicka et al., 2000;
Kawabuchi et al., 2000; Torgersen et al., 2001).
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Lekprimario Lck ativo Lck inativo
Y394 Y394 ® Y394
Y505 Y505 Y505 ®

Figura 8. Mecanismo de activacion de Lck por CD45 (adaptado de Holmes, 2006).

Mutaciones de CD45y su asociacion con enfermedades

Estudios han demostrado que las mutaciones en el gen PTPRC, que
codifica para CD45, y anormalidades en la expresion de CD45 en el empalme de
variantes, causan una inmunodeficiencia combinada severa (SCID) en el ser
humano, demostrando el papel critico de esta enzima en la regulacion de
funciones inmunes en el hombre (Alexander, 2000; Kung et al., 2000, Tchilian et
al., 2001). En efecto, las células deficientes en CD45 no son capaces de activarse
y esto correlaciona con una inhabilidad para activar a las cinasas Src (Trowbridge
y Thomas, 1994). Sin embargo, aun no hay un consenso sobre los eventos
tempranos de activacion y su correlacion con la funcionalidad de ambas

poblaciones celulares.

La disminucién en el numero de células T y B provoca autoinmunidad e

infecciones virales. Una edicion alternativa defectuosa ha sido implicada en la
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susceptibilidad a la esclerosis multiple (EM) que proporciona la primera evidencia
genética que las alteraciones en el empalme CD45 en los seres humanos pueden

estar asociados con el desarrollo de la EM en algunas familias.

Diferencias de activacion en linfocitos T del adulto y neonato

Los neonatos son mas susceptibles que los adultos a todo tipo de
infecciones y esto se debe en parte a la llamada “inmadurez” de su sistema
inmunoldgico. El neonato se enfrenta a retos cuantitativos y cualitativos diferentes
a los de la vida fetal. En particular, tiene que discriminar entre antigenos de
microorganismos patdégenos de los no dafiinos como de animales domeésticos,
plantas, asi como debe de desarrollar la capacidad de responder de manera
apropiada a estos distintos antigenos. En caso de no desarrollar esta competencia
inmunoldgica a tiempo después del nacimiento aumenta el riesgo de infecciones.
Las respuestas especificas asi como la memoria inmunolégica estan dadas por el
sistema inmunologico adquirido o adaptativo y las células responsables de
coordinar estas respuestas son los linfocitos T. La respuesta inmune que se
despierta ante un desafio (ya sea infeccidn o vacunacién), determina el tipo de
respuesta inmune, ya sea curar una enfermedad o crear una memoria
inmunoldgica. Por lo tanto, es de suma importancia caracterizar los mecanismos
moleculares de activacion de los linfocitos T neonatales (Alexander, 2000; Kung et
al., 2000, Tchilian et al., 2001).

La respuesta inmune neonatal no esta aun bien caracterizada y en
particular, se desconocen muchos aspectos de la activacion de los linfocitos T. Se
considera que esta respuesta es inmadura, por la baja proliferacién y funcién
efectora de los linfocitos T. La naturaleza exacta de la deficiencia en maduracion
del sistema inmunoldgico neonatal esta aun por determinarse, sin embargo al
nacimiento parece existir un desajuste en el balance de la respuesta de linfocitos T
(Th1/Th2) hacia funciones de tipo Th2 (Adkins y Du, 1998; Barrios et al., 1996a y
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1996b; Holt y Jones 2000; Wegmann et al., 1993). Sin embargo, existen
evidencias actuales que muestran que en respuesta a antigenos particulares, o
condiciones fuertes de estimulacién, los linfocitos T neonatales pueden montar
respuestas celulares similares a las de células de adulto (Adkins et al., 2004;
Ridge et al., 1996). Por lo tanto, el sistema inmune del neonato se debe de
considerar como distinto al adulto y no inmaduro. Pero aun no queda claro si la
capacidad funcional de linfocitos T neonatales humanos es debida a deficiencias
de esta células o de la célula presentadora de antigeno o APC (Adkins y Du,
1999).

Como mencionamos anteriormente, la respuesta inmune adquirida esta
coordinada por los linfocitos T. Existen varias poblaciones de linfocitos T en
circulaciéon y en el neonato la poblacion mayoritaria esta formada por linfocitos T
naives o virgenes, que no han tenido contacto con antigenos extrafios mientras
que en el adulto alrededor de un 50% son linfocitos T virgenes y el otro 50%
linfocitos T de memoria (Adkins y Du 1999). Hasta la fecha, las respuestas
funcionales de linfocitos T de memoria son mas rapidas y de mayor intensidad que
las respuestas de linfocitos T virgenes y es por esta razén que se pensé que la
capacidad de respuesta de los linfocitos T neonatales estaba disminuida, ya que
en su gran mayoria son virgenes. Una diferencia en ambas poblaciones de
linfocitos consiste en la expresion de la molécula CD45 cuya isoforma cambia con
la activacion celular. Los linfocitos T virgenes expresan CD45RA mientras que los

linfocitos de memoria expresan CD45RO (Thomas, 1989).

Por otro lado, las APC del neonato también estan consideradas como no
maduras ya que tienen una menor expresidon de marcadores importantes para
poder estimular a los linfocitos T neonatales virgenes (Goreli et al., 2001; Langrish
et al., 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proteina CD45 es responsable de la regulacion de funciones inmunes y
en particular, su ausencia se asocia con una inmunodeficiencia severa adquirida y
esto es debido a que es una molécula clave para el desarrollo y la activacion del
linfocito T. Trabajos previos han demostrado que la expresion de distintas
isoformas de CDA45 tiene una repercusion en la capacidad de activacion del
linfocito T. De hecho, los linfocitos T que nunca han visto antigenos expresan
CD45RA mientras que los activados, cuya respuesta es mas rapida y de mayor
intensidad, expresan CD45R0O. Se ha demostrado que el dominio extracelular de
CD45 regula la cascada de sefalizacion activada por el receptor de linfocitos T y
esto repercute en la respuesta funcional de lineas celulares de linfocitos T jurkat
(Irles et al., 2003). En el laboratorio, resultados preliminares parecen mostrar
diferencias en los niveles de fosforilacion del sustrato de Lck entre linfocitos T

naives neonatales CD45RA y linfocitos T de memoria adultos CD45R0.
De lo anterior las preguntas a resolver en este estudio son:

1. ¢Cudles isoformas de CD45 estan presentes en el neonato? y

2. ¢Cuales son las diferencias con el adulto y que beneficios clinicos tendria?
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JUSTIFICACION

Hasta la fecha, los estudios de las diferencias de activacion entre los
linfocitos T neonatales y adultos no han llegado a un acuerdo. Sin embargo, se ha
propuesto que los linfocitos T neonatales son inmunolégicamente “inmaduros” ya
que su proliferacion y produccion de citocinas se ha reportado ser menor a la de
los linfocitos T del adulto. Ademas, durante un trasplante de sangre de cordon
umbilical la respuesta del injerto contra el huésped es muy baja en comparacion
con un trasplante de médula ésea. Los autores han argumentado que esta pobre
respuesta se debe al alto porcentaje de linfocitos T neonatales de fenotipo virgen;

que no han tenido contacto previo con antigenos externos.

Los trasplantes de células de cordon tienen varias ventajas en
comparacion con las de médula 6sea y es entonces de suma importancia estudiar
las diferencias en los mecanismos de activacién de linfocitos T neonatales y

adultos, procesos regulados por las isoformas de CD45.

Con el fin de caracterizar las respuestas funcionales de los linfocitos T
neonatales y estudiar la influencia de las isoformas de CD45 en la activacion de
dichas celulas es indispensable primero conocer que isoformas de CD45 estan

presentes en el neonato.
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HIPOTESIS

Los linfocitos T del neonato han sido considerados como “inmaduros” en
comparaciéon con los del adulto en cuanto a sus respuestas funcionales y estas
respuestas dependen de las isoformas de CD45, ya que esta proteina juega un
papel primordial en los eventos tempranos de sefalizacion de la respuesta del

linfocito T mediada por el TCR.

Por lo tanto nosotros esperariamos que el neonato tuviera diferencias en las

isoformas de CD45 expresadas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la expresion total y de superficie de las distintas isoformas de CD45
asi como de otras moléculas clave de la sefializacion (CD3 y CD4) en linfocitos T

naives CD4" provenientes de neonatos y adultos.

Esto nos permitird conocer las respuestas funcionales de los linfocitos T y estudiar

la influencia de las isoformas de CD45 en la activacion de dichas células.
Objetivos particulares
- Caracterizar la expresion de superficie de las isoformas de CD45 en
linfocitos T CD4" naives provenientes de neonatos y adultos por citometria

de flujo.

- Determinar la expresion total (extra e intra celular) de CD45 en linfocitos T
CD 4" naives provenientes de neonatos y adultos por western blot.

- Analizar los niveles de expresiéon de CD3 y CD4 en linfocitos T naives

provenientes de neonatos y adultos por citometria de flujo.
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METODOLOGIA

Obtencién de células mononucleares a partir de sangre humana

Todas las etapas se realizaron a temperatura ambiente y en condiciones
estériles en una campana de bioseguridad tipo A2. La sangre de cordon umbilical
(CB) proviene de muestras de neonatos sanos humanos de mas de 38 semanas
de gestacion y la sangre periférica (PB) de donadores adultos humanos de 18 a
45 anos, se obtuvieron de acuerdo con los lineamientos del Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinoza de los Reyes”. Se desinfecto la bolsa de sangre con
alcohol y se cortd por el tubo principal para colocar la sangre (obtenida el dia
anterior y almacenada temperatura ambiente) en tubos de 50 ml. Se centrifugaron
ambas muestras a 3500 rpm para recuperar el concentrado leucocitario.
Posteriormente se realiz6 un gradiente de Ficoll (15 ml de Ficoll) (Lymphoprep,
Noruega) de la sangre diluida 2 en solucion salina (PBS), el cual se centrifugd
inmediatamente a 2100 rpm, 40 min (sin freno, protocolo estandarizado para
sangre de cordén umbilical (Dong 2006). Se recupero el anillo blanquecino que
corresponde a las células mononucleares y se lavo con PBS. Se resuspendi6 el

botdn celular en buffer de MACS y se contaron las células/ml.

Separacién de poblaciones celulares por seleccion negativa con el sistema
de MACS (marca Miltenyi Boston)

Se incubaron los leucocitos con una mezcla de anticuerpos que reconocen
CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD96, CD123, TCR gammal/delta y
glicoforina A, acoplados a la molécula de biotina (marcaje primario).
Posteriormente estas células marcadas se incubaron con anticuerpos anti-biotina
acoplados a microbeads (marcaje secundario). Este marcaje indirecto (kit
aislamiento de linfocitos T CD4" II, Miltenyi, Boston, USA) nos permitié obtener por
deplecion una poblacion de linfocitos T CD4" de alta pureza y que no han sido
“tocados”. Posteriormente los linfocitos CD45RA™ y CD45RO" se separaron con el

kit de aislamiento de linfocitos T CD4" naives (Miltenyi Il), en este caso se incuban
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linfocitos TCD4+ con wuna mezcla de anticuerpos que reconocen
CD8,CD19,CD15,CD16,CD19, CD25, CD34, CD56, CD123, CD45R0, glicofolina-

A TCR gammaldelta de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.

Aislamiento de linfocitos T CD4"

Se centrifugd la suspensién de células a 1200 rpm durante 10 min. Se
elimino el sobrenadante y se resuspendio el boton celular en el volumen adecuado
de buffer MACS (40 ul de buffer para 10’ células). Se agregd el coctel de
anticuerpos biotinilados (10 ul de reactivo para 10’ células), se mezclé e incubd
durante 10 min a 4°C. Se agregé el buffer MACS (30 ul de buffer para 107 células)
y luego el anticuerpo anti-biotina acoplado a las microbeads (20 ul para 10’
células), se mezcld e incubd durante 15 min a 4°C. Se lavaron las células
agregando 10-20 veces el volumen del marcaje con buffer MACS, y se
centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min. Durante la centrifuga, se agregaron 3 mi
de buffer MACS a la columna de afinidad (marca Miltenyi) LS (que esta colocada
en el iman) (marca Miltenyi). Para hidratarla. Se re-suspendi6 el boton celular en
buffer MACS (10® células en 500 ul de buffer) y se dejo fluir por gravedad a través
de la columna de afinidad recuperando la fraccibn que se recupera
correspondiente a los linfocitos T CD4". Se lavé tres veces la columna con buffer
MACS (3 ml) recuperando el eluato como linfocitos T CD4". Las células se dejaron

en cultivo una noche a 37°C/5%CO..
Aislamiento de linfocitos T CD4" CD45RA* y CD45RO"

Se centrifugaron los linfocitos T CD4" y se les agregd anticuerpo anti-
CD45RA acoplado a las microbeads (10 ul de reactivo para 10" células) en buffer
de MACS (40 ul de buffer para 107 células), se incubaron durante 10 min a 4°C.
Se lavaron las células agregando 10-20 veces el volumen del marcaje con buffer

MACS, y se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min. Durante la centrifuga, se
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agregaron 3 ml de buffer MACS a la columna de afinidad LS (que esta en el iman)
para hidratarla. Se re-suspendié el botén celular en buffer MACS (108 células en
500 ul de buffer) y se dejo fluir por gravedad a través de la columna de afinidad
recuperando la fraccion que eluye correspondiente a los linfocitos T
CD4'CD45RO". Se lavo tres veces la columna con buffer MACS (3 ml)
recuperando el eluato como linfocitos T CD4" CD45RO". Para recuperar los
linfocitos T CD4*CD45RA", se separo la columna del iman y se agregaron 3 ml de
buffer MACS vy utilizando el émbolo se recuperé el buffer que pasa por la columna

con las células. Ambas poblaciones se lavan una vez con PBS y se cuentan.
Inmunofluorescenciay citometria de flujo (FACS).

Se colectaron las células en tubos FACS (un millén de células por tubo). Se
hizo un lavado con buffer de FACS (1ml), centrifugando a 1500 rpm durante 10
minutos. Se elimind el sobrenadante, se agregdé el primer anticuerpo en
concentraciones saturantes: 1/20, CD45RA, CD45RB, CD45RC, CD45RO en
diluciéon 1/10 (donacion del Dr. Sanchez-Madrid, Hospital de la Princesa, Madrid,
Espafia), asi como el Multitest Naive 25 ul/tubo (CD4-perCP, CD3-APC, CD45RA-
FITC y CD62L-PE, Becton Dickinson E.U) e incubar durante 30 minutos a 4°C. Se
hizo un lavado con buffer de FACS. Se centrifugo, se quité el sobrenadante y se
agrego el segundo anticuerpo (anti-lgG de raton-FITC 1/50, BD) a los tubos para
las isoformas de CD45. Se realizé un lavado con buffer, se centrifugo y se fijaron
las células con paraformaldehido al 1% para su analisis en un citbmetro
FACSCAN ubicado en la unidad de citometria, Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM (Dra. Gloria Soldevila y Dr. Carlos Castellano

responsables de la unidad).
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Lisis celular

Todos los pasos se realizaron a 4°C. Primero se colocaron 1x10° células
linfocitos T CD4" naive de adulto y neonato, cada una por separado en un tubo
eppendorf y se lavaron una vez con PBS. Se centrifugaron 5 min a 2000 rpm y se
elimind el sobrenadante. Se agregd solucién de lisis fria (10 ul por cada millon de
células), se homogenizaron en el vértex y se incubaron durante 30 min a 4°C. Se
centrifugaron a 14,000 rpm por 15 min y 4°C y se recupero el sobrenadante. Se
determind la concentracién de proteinas totales mediante el método de Bradford
(Sigma, Australia) se les agrego buffer de Laemmli 2x con DTT se incubo 5mn a

100°C y se almacenaron a -70°C.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y
Western Blot

Se prepar6 el gel separador (ver apéndice ) al 10% de
acrilamida/bisacrilamida (37.5/0.8), dejando polimerizar por 1 hora. El gel
concentrador (ver apéndice |) se elabor6 al 4% de acrilamida/bisacrilamida y se
dejo polimerizar 30 minutos. El gel se colocé en la camara de electroforesis
(Biorad América Latina) la cual debe contener el buffer de corrida 1X. Las
muestras, se pusieron en los carriles del gel durante 1hra, asi como un marcador
de pesos moleculares (Biorad, California, USA). Se colocaron 50 ug de
proteinas/carril y se realizé la electroforesis a 14 mA con buffer de Corrida 1X.
Después las proteinas se transfirieron del gel a la membrana de nitrocelulosa toda
la noche a 30V con buffer de transferencia, a la membrana se le agrego rojo
ponceau (Biorad) para ver la presencia de las proteinas. La membrana se bloqued
con buffer TBST y leche svelty durante 1 hora a temperatura ambiente, se incubd
con el anticuerpo primario (CD45RA, CD45RB, CD45RC 1/20 y CD45 tail, D.
Alexander 1/1000) durante 1 hora mas a temperatura ambiente. Al terminar este
tiempo se hicieron 6 lavados de 5 minutos con TBST, e inmediatamente, se incubd

con el anticuerpo secundario (anti-lgG de raton-HRP, (Amersham Argentina) y
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anti-lgG de rata-HRP, Sigma, Colombia) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se lavaron 6 veces las membranas con TBST y se revelaron mediante
quimioluminiscencia con el sustrato de quimioluminiscencia Thermo Scientific
Pierce ECL Western Blotting Substrate (Estados Unidos) acorde a las
instrucciones de la compainiia. Posteriormente en el cuarto oscuro se colocaron las
membranas en el cassette de KODAK y se pone una placa de hyperfilm
(Amersham) sobre las membranas para revelar la sefial. Las placas se revelan

mediante solucién reveladora y fijadora (GBX, KODAK).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizo mediante la prueba de Mann
Whitney (medicibn no paramétrica) para determinar si existen diferencias
significativas entre donadores adultos y donadores neonatos, con un intervalo de

confianza del 95% (nivel de significancia de 0.05).
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RESULTADOS

Uno de los primeros objetivos del trabajo fue la obtencion de las
poblaciones de linfocitos T CD4" a partir de sangre de cordon umbilical (neonato)
y de sangre periférica (adulto) de humano con un alto grado de pureza, esto para
poder tener resultados méas confiables. Previamente se estandarizaron en el
laboratorio las concentraciones de los anticuerpos para llegar a la saturacion. Sin
embargo, las poblaciones de linfocitos T naives o virgenes tuvieron la mayor
pureza (>90% de CD4'CD45RA") por lo cual se reportan en extenso los
resultados para los linfocitos T virgenes de adulto y neonato. En cuanto a las
poblaciones de linfocitos T de memoria para el neonato siempre tuvimos mas
problemas en la pureza ya que existen poblaciones CD45RO" que co-expresan
CD45RA y en principio no deberian de expresarla. Estamos estudiando en este

momento mas a fondo la expresion de estas células.

Expresion extracelular de CD45 en linfocitos T CD4" naives de neonato y

adulto

La citometria de flujo (CMF) es una técnica de analisis celular
multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de
particulas (en este caso células) alineadas y de una en una por delante de un haz
de laser focalizado. Por lo tanto la CMF es capaz de identificar una célula por
medio de sus caracteristicas antigénicas y/o por sus caracteristicas morfolégicas
de tamafo y complejidad, y fue la técnica utilizada para detectar la presencia de

isoformas de CD45 en linfocitos T.

En la figura 9 se muestra una poblacion de linfocitos T CD4" naives de
adulto (A) y neonato (B) sin incubacion con anticuerpos primarios. Se muestra el
tamafo (fsc) contra la complejidad (ssc) de las células nivelando de acuerdo a la
medida de un linfocito (7 a 13 micrémetros) que corresponde a la region (R1) en el

adulto y (R2) en el neonato.
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Figura 9. Pardmetros correspondientes a Linfocitos T CD4" naives de adulto (a) y neonato (b) una

ventana para el adulto (R1) y otra para el neonato (R2).

Por lo tanto, por no corresponder al tamafio y complejidad de un linfocito T,
en la grafica a) podemos ver células que no son linfocitos T o podrian ser estas
células activadas, con un valor de ssc mayor a 10° mientras que en la parte
inferior son células muertas. Se puede observar que el neonato presenta una

poblacion més pura de linfocitos T en este experimento representativo.

Las celulas fueron marcadas con un coctel de anticuerpos (Multitest)
utilizando una mezcla de 4 anticuerpos acoplados a 4 fluorocromos distintos (anti-
CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD45 RA-FITC y anti-CD62 ligando-PE).

La figura 10a y 10b, muestra los controles negativos de estas células, es decir
células sin incubar con los anticuerpos primarios anti-CD3 y anti-CD4 que
podriamos detectar en FL3-H y FL4-H, respectivamente. Con este control, se
ubican las células en el cuadrante inferior izquierdo que corresponde al control

negativo.
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Figura 10. Control negativo de expresion de CD3 y CD4 en Linfocitos T CD4" naives de adulto (a)
y neonato (b) En la figura no se muestra el mismo niamero de puntos para a y b) sin embargo se
adquirieron 10,000 eventos para cada una de las poblaciones.

Se comprob6 entonces la pureza de co-expresion de CD3 (FL3-H) y CD4
(FL4-H) para las muestras de neonato y adulto, indicAndonos la poblacion de

linfocitos T CD4" obtenida después de la purificacion (Figura 11).

82%

Figura 11. Co-expresion de CD3 y CD4 en Linfocitos T CD4" naives de neonato (a) y adulto (b).
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Se observa en el cuadrante superior derecho que el 82.0 % corresponde a
linfocitos T CD4" (que co-expresan CD3 y CD4) en el adulto mientras que en el
neonato la expresion de éstas células es del 80%.

Para este experimento representativo, la media de intensidad de

fluorescencia (IMF) para ambas poblaciones se muestra en la siguiente tabla:

CD3+/CD4+ | IMF IMF
CD3 CD4

Neonato 166 188

Adulto 104 230

En la figura 12 se muestran los resultados de la IMF de la co-expresion de

CD3 y CD4 del promedio de 13 experimentos independientes.
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Figura 12. Promedio de intensidad media de fluorescencia (IMF) de 13 experimentos en total para

la co-expresion de CD3 y CD4 en Linfocitos T CD4" naives de adulto (AE) y neonato (NE).

Al utilizar la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, para un intervalo de

confianza de 95%, no encontramos diferencias estadisticamente significativas
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entre la IMF de CD3 o CD4 en el calculo de la medida conocida como U entre
ambas poblaciones. Esto quiere decir que los valores de U calculados son
mayores a la Up tedrica y menores a la Ug tedrica, lo cual quiere decir que se
cumple la hipétesis nula de que no hay diferencias en las IMF entre el adulto y el
neonato. Sin embargo, analizando todos los experimentos y como se puede
observar en la figura 12, los valores de la IMF de CD4" fueron superiores en el
neonato y los de CD3 ligeramente superiores en el adulto. Pero en todo caso, los
linfocitos T CD4" naives del neonato no expresaron menos CD3 o CD4 que los del

adulto.

Posteriormente estudiamos la expresion de las isoformas de CD45 en
linfocitos de adulto y neonato utilizando anticuerpos que detectan a CD45RA,
CD45RB, CD45RC o CD45 total de manera independiente.

La figura 13 muestra que los linfocitos T naives del neonato expresan una
mayor cantidad de CD45 total en comparacién con los del adulto puesto que su
IMF es mayor. Por otra parte, el histograma que corresponde a la expresion de
CD45 en las células del neonato es muy estrecho lo cual significa que la mayoria
de éstas células expresan niveles elevados y muy similares de CD45, entre cada
célula. En cambio, el histograma de los adultos ocupas varios valores de
logaritmos en la escala (desde 10* hasta 10°), lo que quiere decir que los linfocitos
T del adulto tienen una expresion muy heterogénea de CD45 con una mezcla de

células que expresan niveles bajos, medios y altos de esta proteina.
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Figura 13. Expresion de CDA45 total en Linfocitos T CD4" naives de adulto AE (linea roja) y neonato

NE (linea verde). Controles negativos (Linea azul adulto linea negra neonato).

Al investigar que isoformas de CD45 estan presentes en los linfocitos T

CD4" naives del neonato, observamos que en este experimento en particular

CD45RA se expresa de manera similar al adulto tanto en porcentaje como en

intensidad de fluorescencia (Fig. 14).

Sin  embargo,

existen variaciones

importantes entre los donadores y al tomar en cuenta varios experimentos (Fig.

17), podemos ver que la expresion de CD45RA es menor en el neonato en

comparacion del adulto, ain cuando no es significativo.
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Figura 14. Expresion de CD45RA en Linfocitos T CD4" naives de adulto AE (linea roja) y neonato

NE (linea verde). Controles negativos (Linea azul adulto, linea negra neonato).
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Para la expresion de CD45RB, representada en la Figura 15, observamos
que hay una mayor cantidad de esta isoforma en el neonato, pero al analizar

experimentos independientes la diferencia de expresion no fue significativa.
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Figura 15. Expresion de CD45RB en Linfocitos T CD4" naives de adulto AE (linea roja) y neonato

NE (linea verde). Controles negativos (linea azul adulto, linea negra neonato).

Es interesante remarcar que al ver los histogramas de CD45RA y CD45RB,
la expresion de CD45RB es mas homogénea en linfocitos T de neonatos y adultos

en comparacion con la expresion de CD45RA.

Se muestra que para la isoforma CD45RC la cantidad de ésta proteina es
muy similar entre el neonato y el adulto pero en realidad su expresion es casi
indetectable para ambas poblaciones de linfocitos T (Figura 16). Al analizar los
distintos experimentos podemos ver que la expresiéon de CD45RC siempre es muy
baja en las células del neonato aun cuando no es estadisticamente diferente
comparado con las muestras de adulto. Al parecer esta isoforma de CD45 es la

menos expresada en la membrana de linfocitos T CD4" naives del neonato.
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Figura 16. Expresion de CD45RC en Linfocitos T CD4" naives de adulto AE (linea roja) y neonato

NE (linea verde). Controles negativos (Linea azul adulto, linea negra neonato).

En cuanto a la expresion de las isoformas de CD45RA, RB y RC al aplicar
la prueba de Mann Whitney se cumpli6 la hipétesis nula de que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre el neonato y el adulto para ninguna isoforma,
esto sugiere que los niveles de expresion son iguales para estas proteinas entre el

neonato y el adulto.
A continuacion podemos ver los porcentajes y medias de otro experimento

representativo para el neonato y el adulto (Cuadro 1) asi como del promedio de

todos los experimentos (Figural?).
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MUESTRAS PROTEINAS EXPF\’OESION MEDIA. G
Adulto CD3/CD4 9/31 72
Neonato CD3/CD4 93 52
Adulto CD45RA 46 26
Neonato CD45RA 74 21
Adulto CD45RB 79 18
Neonato CD45RB 99 27
Adulto CD45RC 2 12
Neonato CD45RC 16 11

Cuadro I. Expresion de proteinas involucradas en la sefializacion a través del TCR en linfocitos T

CD4+ naives de neonato y adulto. Experimento representativo.
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Figura 17. Representacion del porcentaje de expresion y media de fluorescencia del neonato y

adulto (promedio de los 8 experimentos).

En resumen podemos decir, que los linfocitos T CD4" naives del neonato no
expresan menos CD3, CD4, CD45RA, CD45RB y CD45RC en comparacién con el
adulto.
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En cuanto al estudio de los linfocitos T CD4" de memoria como se

menciond anteriormente, la pureza de las poblaciones vari6 mucho entre los

donadores. Por ejemplo, en la figura 18 observamos una pureza de alrededor del

80% de CD45RO0 en estos linfocitos para el adulto y el neonato. Sin embargo, los

linfocitos T de memoria que expresan adecuadamente CD45R0O no deberian de

expresar CD45RA y en particular para este donador, todas las células del neonato

estan también expresando este marcador. Se esta investigando si estas células

estan co-expresando ambas moléculas al mismo tiempo lo cual significaria que

son células que ya fueron activadas y estan en proceso de diferenciarse en

linfocitos T de memoria. Es decir que todavia no dejan de expresar CD45RA pero

ya empiezan a expresar CD45R0. Estas células serian linfocitos T efectores y

todavia no serian células de memoria.
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Figura 18. Representacion del porcentaje de expresion y media de fluorescencia de las proteinas
de linfocitos T CD4" de memoria de adulto (AM) y neonato (NM).
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Co-expresion de isoformas de CD45 en linfocitos T CD4" naives de neonato y

adulto.

Una vez que detectamos la presencia de las isoformas de CD45 en la
superficie de los linfocitos T del neonato, utilizamos entonces la estrategia de
separar estas isoformas por su peso molecular e investigar si existen diferencias
en las isoformas expresadas en comparacion con el adulto, ya que no observamos
diferencias en la cantidad de cada isoforma. Utilizamos entonces la metodologia
de western blot para poder analizar la combinacién de las isoformas de CD45 en

ambas poblaciones.

El western blot es un método en biologia molecular para la deteccion de
proteinas en una muestra de un tejido homogeneizado o extracto. Implementa la
electroforesis en gel de poliacrilamida para separar proteinas desnaturalizadas.
Las proteinas son transferidas desde el gel hacia la membrana (de nitrocelulosa),
donde son examinadas utilizando anticuerpos especificos para la proteina. Se
sabe que los linfocitos T de adulto expresan en su superficie varias isoformas de

CD45 al mismo tiempo (Tomas, 1989).

Realizamos primero una estandarizacion del western blot con los
anticuerpos anti-CD45RA, RB y RC en linfocitos T inmortalizados de una célula
llamada Jurkat. Se realizd un lisado celular el cual contiene a las proteinas de la
membrana plasmatica y del citosol de la célula Jurkat que se analizaron después
de una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida-SDS y western blot

con distintas concentraciones de anticuerpos (Figura 19).
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Figural9. Inmunoblot anti-CD45RA, anti-CD45RB y anti-CD45RC de un lisado de células Jurkat.

Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%.

Podemos observar que el anticuerpo anti-CD45RA utilizado para la
inmunofluorescencia no es capaz de detectar a esta isoforma en forma
desnaturalizada. Los anticuerpos anti-CD45RB y anti-CD45RC reconocieron a las
regiones que corresponden a CD45RB y CD45RC en las isoformas de CD45 y la
concentracion en la cual el anticuerpo llega a saturacién es 1/20 y es la que
utilizaremos en los siguientes experimentos. Las bandas mas intensas
probablemente corresponden a CD45RB y CD45RC (205 kDa) mientras que las
bandas de 220 kDa deben ser CD45AB, CD45AC o CD45BC.

Posteriormente, se realiz6 un lisado celular de una poblacién pura (>90%
de co-expresion de CD3 y CD4) de linfocitos T CD4" naives de neonato y adulto
cuyas proteinas fueron analizadas por electroforesis y western blot con un
anticuerpo que detecta todas las isoformas de CD45. En la figura 20 podemos
observar en ambos carriles la presencia de varias bandas que corresponden a la
proteina CD45 con distintos pesos moleculares. Corroboramos que efectivamente
existen varias isoformas de esta proteina presentes en ambas poblaciones de
linfocitos T al mismo tiempo. Sin embargo, el patrén de expresién del neonato y

del adulto es diferente. Los linfocitos T del adulto contienen por lo menos 3
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bandas y de mayor intensidad que el neonato, lo cual significa que expresan mas
isoformas y con mayor concentracion; mientras que el neonato contiene 2 bandas
que corresponden a isoformas de CDA45 distintas a las del adulto. Es decir que
ambas células no expresan las mismas isoformas de CD45, aun cuando por
citometria de flujo fuimos capaces de detectar de manera aislada la presencia de
las regiones que corresponden a CD45RA, CD45RB y CD45RC en ambas
poblaciones. Al detectar proteinas de pesos moleculares diferentes podemos
concluir que existe una combinacion de isoformas de CD45 que contienen
distintas regiones de la proteina. Ademas, al utilizar esta misma membrana para
revelarla con un anticuerpo que detecta solamente a la isoforma CD45RB
podemos ver, por ejemplo, que los linfocitos T neonatales expresan dos proteinas
de distinto peso molecular pero que las dos contienen la region CD45RB en su
estructura. Una posibilidad es que sea CD45RAB la de mayor peso molecular ya
que CD45RC casi no se expresa mientras que la de menor peso molecular podria
ser CD45RB.

|IB: anti-CD45 IB: anti-CD45RB
Total

Figura 20. Expresion de las isoformas de CD45 en linfocitos T naives (N) de adultos (A) y neonatos

(N) humanos. Inmunoblot anti-CDA45 total de lisados totales celulares. Experimento representativo.
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DISCUSION

La respuesta especifica a si como la de memoria estan dadas por el
sistema inmunologico adquirido o adaptativo y las células responsables de activar

esto son los linfocitos T.

La activacién del linfocito T es regulada por la fuerza de la interaccion entre
el complejo MHC vy la accion cooperativa de otros receptores de membrana asi
como por un mecanismo intracelular que controla multiples cascadas de
sefalizacion (Lanzavecchia y Sallusto, 2001). Las sefales recibidas por el linfocito
T de la APC se transmiten al interior de la célula mediante una cascada de
eventos bioquimicos y biofisicos dentro de los cuales la fosforilacion de proteinas,
la redistribucién de proteinas de membrana, la re-localizacién de proteinas en la
membrana plasmatica y la reorganizacién del citoesqueleto son algunos eventos
criticos (Acuto y Cantrell, 2000). Estas cascadas de senalizacion llevan a la
transcripcion de genes, como la interleucina-2, y a la proliferacion celular,

funciones de una célula efectora.

Se desconocen muchos aspectos de los mecanismos de activacion del
linfocito T neonatal pero en la literatura se ha demostrado que tiene baja
proliferacion y también tiene pocas células efectoras. Los neonatos son mas
susceptibles que los adultos a todo tipo de infecciones y esto se debe en parte a la
llamada “inmadurez” de su sistema inmunoldgico, el neonato se enfrenta a retos
diferentes a los de la vida fetal. En este trabajo se comparé entonces una parte del

sistema inmunoldgico del neonato con el adulto ya que el del adulto es conocido.

Con la finalidad de caracterizar las respuestas funcionales de los linfocitos T
neonatales y estudiar la influencia de las isoformas de CD45 en la activacion de
dichas células, en el presente estudio se investigd la expresion total de superficie
de las distintas isoformas de CD45 en linfocitos T CD4" naives aislados de sangre

de corddn umbilical.
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En los resultados, el neonato expresa CD45RA, CD45RB y CD45RC pero al
parecer hay una menor intensidad de éstas isoformas de CD45, pero cuando se
aplico la prueba estadistica nos dimos cuenta que no es estadisticamente
significativa. Sin embargo, la isoforma CD45RC es la menos representada en la
membrana del linfocito T neonatal. Pero para tener resultados estadisticamente
significativos para las distintas isoformas como son CD45 -RA, -RB, -RC, se
necesitan hacer mas experimentos y tener un tamaio de muestra mayor y
actualmente se estan realizando en el laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular del INPER.

Por otro lado, la expresion de CD4 y CD3 es similar en el neonato y el
adulto, lo que nos indica que las posibles diferencias en la activacion de los
linfocitos T neonatales no se deben a niveles de expresiéon distintos de estas
proteinas, moléculas clave en la cascada de activacion. Dependiendo del tipo de
estimulo el neonato se activa o no de la misma manera que un adulto (Adkins et
al., 2004; Ridge et al., 1996), por lo que es probable que las diferencias se lleven a
cabo en otra parte de la cascada de senalizacion ya que comprobamos que en
CD3 y CD4 no existen diferencias entre ambos. Estos resultados nos permiten
proponer experimentos para investigar si existen diferencias en otras proteinas de

la cascada como son las cinasas de tirosina.

En el adulto existe informacion de varias isoformas de CD45 creadas por
corte y empalme alternativo de los exones 4, 5 y 6 del dominio extracelular
(Thomas, 1989). La expresion de esta proteina especifica puede influir y alterar la
funcién bioldgica de sefalizacion de eventos bioquimicos, ya que controla la
sefalizacion de varios receptores, tales como el TCR o receptores de citocinas.
Aunque se conoce que en el adulto existen diferentes isoformas no se sabe cual

es la funcién de cada una de ellas.
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En los experimentos de western blot, confirmamos para el adulto lo que
especifica la literatura respecto a su peso molecular y que existen varias isoformas
de la proteina CD45. Para las células T CD4" del adulto se observan la isoforma
CD45AB (peso molecular de 210 a 220 KDa), la isoforma CD45BC (de 210 a 220
KDa) y la isoforma CD45RB (de 190 a 200 KDa) mientras que el neonato expresa
CD45RAB y CD45RB, ya que CD45RC casi no se expresa (ver Figura 20).
Tenemos claro que hay diferencias en cuanto al peso molecular y numero de
isoformas de CD45 entre ambas poblaciones y podemos concluir que no existen

diferencias significativas de intensidad.

En el neonato se observa una combinacién de pesos moleculares lo que
nos indica que son otras isoformas, y aunque la funcion de estas combinaciones
de isoformas seria muy dificil de comprender, se pretende investigar mas adelante

la activacién de LCK por la desfosforilacion de CD45.

Actualmente se conocen algunos de los factores de transcripcion
involucrados en el cambio de expresiéon de CD45RA a CD45RO en linfocitos T
activados (Oberdoerffer et al., 2008). Sin embargo, en linfocitos T virgenes se
desconocen estos factores. Los neonatos expresan combinaciones distintas de
isoformas a las del adulto como pudimos observar el western blot, por lo que seria
importante estudiar si existen factores de transcripcion distintos o una regulacion
de estos diferente a la del adulto que pudieran explicar las diferencias de

isoformas expresadas.

Como se menciono anteriormente, la respuesta inmune adquirida esta
coordinada por los linfocitos T. Existen varias poblaciones de linfocitos T en
circulacion y en el neonato humano la poblacién mayoritaria estd formada por
linfocitos T naives o virgenes, que no han tenido contacto con antigenos extranos
mientras que en el adulto alrededor de un 50% son linfocitos T virgenes y el otro

50% linfocitos T de memoria (Harris et al., 1992 y nuestros propios datos).
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Hasta la fecha, las respuestas funcionales de linfocitos T de memoria son
mas rapidas y de mayor intensidad que las respuestas de linfocitos T virgenes y
es por esta razdén que se pensd que la capacidad de respuesta de los linfocitos T
neonatales estaba disminuida, ya que en su gran mayoria son virgenes. Hasta la
fecha, los linfocitos T neonatales virgenes pueden ser activados y generar
respuestas de tipo Th1 por estimulos tales como patégenos altamente infecciosos
o el bacilo de Calmette y Guerin (BCG) ya que poseen factores que maduran a la
célula presentadora de antigeno (APC) pero los mecanismos moleculares de
activacion de los linfocitos T neonatales no estan bien caracterizados. Aun no
queda claro si la capacidad funcional de linfocitos T neonatales humanos es
debida a deficiencias de esta células o de la APC (Adkins, 1999). En efecto, las
APC del neonato también estan consideradas como no maduras ya que tienen
una menor expresion de marcadores importantes para poder estimular a los
linfocitos T neonatales virgenes (Goreli et al., 2001; Langrish et al., 2002), lo cual
es consistente con reportes sobre las respuestas neonatales de tipo Th1
disminuidas (Rowe et al., 2000). Sin embargo, con el estimulo adecuado las APC
neonatales humanas pueden presentar antigenos de la misma manera que los

hacen estas células de adultos (Matthews et al., 2007).

La importancia de este trabajo es que se sabe que en el adulto las sefales
recibidas por el linfocito T de la APC se transmiten al interior de la célula mediante
una cascada de eventos bioquimicos y biofisicos dentro de los cuales la
fosforilacion de proteinas, la redistribucion de proteinas de membrana, la
relocalizacion de proteinas en la membrana plasmatica y la reorganizacion del
citoesqueleto son algunos eventos criticos (Acuto y Cantrell, 2000). La transmision
de una sefal se lleva a cabo por modificaciones quimicas de proteinas
intracelulares de manera rapida y extensa. La adicion de un grupo fosfato a
residuos tirosina en las proteinas, por las proteinas cinasas de tirosina (PTK) es la
primera capa de una cascada de sefalizacion inducida por la interaccion del TCR.
La fosforilacion de proteinas en residuos tirosina tiene efectos mayores en las

funciones celulares tales como modificaciones de actividades enzimaticas,
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localizacion de proteinas y es el evento central de la maquinaria de sefnalizacion
intracelular. La proteina CD45 es responsable de la regulacion de funciones
inmunes y en particular, su ausencia se asocia con una inmunodeficiencia
severa adquirida y esto es debido a que es una molécula clave para el

desarrollo y la activacién del linfocito T.

Existe poca bibliografia (Adkins, 1999) sobre las respuestas de neonatos
humanos a vacunas y el conocimiento de los mecanismos de inmunidad adquirida
y en particular de los mecanismos de activacion de los linfocitos T neonatales es
entonces de suma importancia para la generacion de nuevas vacunas y

estrategias de vacunacion.
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CONCLUSIONES

Se aislé y se caracterizo la expresion de superficie de las isoformas de
CD45 en linfocitos T naives provenientes de neonatos y adultos por citometria de
flujo y se corroboro que efectivamente existen las isoformas CD45RA, CD45RB y

CD45RC presentes en ambas poblaciones de linfocitos.

Se determino la expresion total y de distintas isoformas de la proteina
CD45 en linfocitos T naives provenientes de neonatos y adultos por western
blot

- Se analizo los niveles de expresion de CD3 y CD4 en linfocitos T naives
provenientes de neonatos y adultos por citometria de flujo y se encontr
que la expresion de CD3 y CD4 parece ser similar en ambas poblaciones

de linfocitos.

Estos resultados sugieren que las posibles diferencias de activacion entre
los linfocitos T neonatales y adultos, podria explicarse por las combinaciones
distintas de isoformas de CD45 o por diferencias en eventos de la cascada de

sefalizacion por debajo de CD45
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PERSPECTIVAS

Se observé CDA45 total asi como las isoformas RA, RB y RC de manera
independiente; por lo que las expectativas son detectar las isoformas combinadas
ya que se sabe que existen 8 combinaciones de esta isoforma, y es muy probable
gue se pueda observar cada una de estas combinaciones utilizando anticuerpos

contra estas isoformas marcados con fluorocromos distintos.

También presentandole a un linfocito T de neonato un antigeno para que
este desarrolle una respuesta y poder observar de manera mejor las

combinaciones de las isoformas.

Para confirmar que la expresion de las distintas isoformas de CD45 tiene
una repercusion en la capacidad de activacion de linfocito T ya que con la
citometria pudimos observar que el neonato expresa menos de la isoforma
CD45RA que el adulto ya que sus linfocitos T nunca han estado en contacto con
antigenos. Seria importante analizar la respuesta funcional de estas células, como

por ejemplo estudiar la secrecion de citocinas como la interleucina-2.

La transmisién de una sefial se lleva a cabo por modificaciones quimicas de
proteinas intracelulares de manera rapida y extensa. La adicion de un grupo
fosfato a residuos tirosina en las proteinas, por las proteinas cinasas de tirosina
(PTK) es la primera capa de una cascada de sefalizacién inducida por la
interaccion del TCR. La fosforilacion de proteinas en residuos tirosina tiene efectos
mayores en las funciones celulares tales como modificaciones de actividades
enzimaticas, localizacion de proteinas y es en evento central de la maquinaria de
sefalizacion intracelular. Por lo que mediremos la fosforilacion total de proteinas

en residuos de tirosina como reflejo de la capacidad de activacion.
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Apéndice |

Soluciones para la electroforesis SDS-PAGE:

Buffer de Laemmli 2X contiene:

4% SDS
20% glicerol
10% 2-mercaptoetanol o DTT (Dititreitol)

0,004% azul de bromofenol

0,125 M Tris HCI

Preparacion del buffer superior (0.5 M):

Para 500ml.
Tris Base-HCI 30.3g

SDS 20 ml. Ajustar a pH de 6.8

Preparacion del buffer inferior (1.5M):

Para 500ml.
Tris Base-HCI 90.8¢g

SDS 20 ml. Ajustar a pH de 8.8

Preparacion del gel concentrador: 10 ml.

Agua desionizada 3 ml.
Acrilamida/Bis 30% 1.3 ml.
Buffer Superior 2.5 ml.

Persulfato de Amonio (APS) 30 pl.

63



Temed 5 ul.

Preparacion del gel separador: 10 ml. Porcentaje 15%

Agua desionizada 2.4 ml.
Acrilamida/Bis 30% 5.0 ml.
Buffer Inferior 2.6 ml.

Persulfato de Amonio (APS) 30 pl.

Temed 5 pl.
Buffer de corrida 10X.
Tris Base 3.0g.
Glicina 14 .4q.
SDS al 10% 10ml. Aforar a 1lt.

Soluciones para Western Blot:

Buffer de transferencia

Buffer de corrida 10x 100ml.
Etanol puro 200ml. Aforar a 1lt.

Buffer TBS 10X

NaCl 80g.
KCI 29.
Tris Base  30g. Se ajustaelpHa 7.4

64



Buffer TBS-Tween 0.1%

TBS 10X 100ml.
Agua desionizada 895ml.
Tween 20 5ml.

Solucion para aislar linfocitos T CD4+:
Solucién de MACS (estéril)

Fosfato salino (PBS) 1X

0,5% de albumina de suero bovino (p/v)

2mM EDTA, pH 7.4

Filtrar
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