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1. RESUMEN.

INTRODUCCION. La molécula CRTAM (class-t restricted T cell activation
molecule) es miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, se expresa en
células T CD8 y NKT activadas. Estudios recientes de nuestro laboratorio
demostraron que CRTAM también se expresa en cerebelo, particularmente en
neurcnas Purkinjes y por andlisis de bioinformatica lo identificamos como un
miembro nuevo de la familia de ias proteinas de adhesion nectindike (Mecls).
Ademés se idenfificd a Neck2 como uno de sus ligandos ¥ a su vez nosotros
identificamos que Necl-2 se expresa en cerebelo. Estos resultados sugieren gue
la unién de CRTAM con Necl-2 contribuye a fa interaccion neurcnal. Por otro
lade, en estudios preliminares demostramos que CRTAM se expresa de manera
constitutiva en la regién de uniones intercelulares de células epiteliales. Debidc a
que en las lesiones de la piel se afectan de manera importante este tipo de
interacciones celulares, resulta interesante estudiar la expresion de CRTAM en
piel de individuos con afeccicnes demnatolégicas. Para ello se requiere come
primer paso, la estandarizacién de la técnica para evaluar la expresién de
CRTAM en piel sana y en diferentes lesiones de la piel. OBJETIVO. Estandarizar
la tecnica para analizar fa expresién de la proteina CRTAM en piel sana y en
diversos tipos de lesiones de piel. MATERIALES Y METODOS. Se evalué |a
expresion de CRTAM mediante inmunchistoquimica a partir de bloques de
parafina de piel sana y de diferentes lesiones de la pief, utilizando un anticuerpo
policlonal de conejo anti-CRTAM. Posterior a la inmunotincién se realizé un
analisis semicuantitativo de la expresién, asi come la localizacién celular de la
expresién de esta proteina. RESULTADOS. Se observaren diferercias en la
expresion de CRTAM los diferentes casos de lesiones de la piel estudiados,
principalmente a nivel membrana celular y citoplasma. Las células que mostraron
mayor expresién fueron células de la dermis, asi como linfocitos y macréfages
presentes en infiltrados inflamatorios. CONCLUSIONES. Se estandarizd la
técnica de inmunohistoquimica y con elle se mostré por primera vez la expresion
de CRTAM en células epiteliales de piel, y Jos resultados sugieren que la
molécula, ademds de participar en las uniones intercelulares, podria estar
involucrada durante el reclutamiento de las células T CD8 y NKT en el sitio de la

lesion.



2. INTRODUCCION

2.1 La piel.

La piel es la cubierta exterior que reviste todo el cuerpo y se insinda en los
orificios naturales, no es como se cree una simple envoltura inerte, sino un
organo, complejo anatémico y funcional ligado a |a fisiclogia y patologia de todo

el crganismo.

2.2 Anatomia.

La extensién del 6rgano cutaneo es variable segdn [a talla y la complexion del
individuo. Es pues el 6rgano mas extenso y de mayor peso y volumen. La piel es
continua, lisa, suave, resistente, flexible, elastica, extensible, tersa, turgente,
himeda, estas son apenas algunas de sus caracteristicas que por supuesto
varian de una persona a ofra y aln en la misma persona.

Se puede decir que la piel tiene dos caras, |a externa que nos separa del mundo
exterior 0 macrocosmos y la intema, inimamente unida al organismo, al medio
intermo y esta por tanto, sujeta a agresicnes del medio interno y extemno. E! color
de la piel depende fundamentalmente de la cantidad de pigmento metanico que
contiene y de la red vascular existente, en ocasiones intervienen ofros pigmentos

como los carotenos.

2.3 Histologia

Dos laminas embrionarias forman Ia piel, el ectodermo que origina la epidermis y
los anexos y el mesodermo que forma la dermis, no es una linea recta sino que
presenta una serie de entrantes de la dermis hacia la epidermis que se llaman
papilas, a su vez la epidermis coloca entre las papilas los procesos interpapilares.

En las papilas van los vasos y nervios de la piel, ya que la epidermis no presenta



estos anexos y se nutre a partir de los vasos papilares. A las papilas se debe mas

gue nada los dermatoglifos.

2.4 Epidermis

Esta constituida por varias capas de células gue forman en conjunto un epitelic
poliestratificado. Todas las células proceden de una sola hilera de células
llamadas individualmente guerafinocitos que van a onginar, por sus divisiones a
todas las demas, terminando con la muerte de la célula llena de queratina, esta
Ditima capa caera, renovandose continuamente, este procesc gue llamamos

queratopoyesis y tiene una duracion promedio de 21 dias.

Capas de fa epidermis:

s Esirato basal o gemninativo;, es una sola hilera de células cilindricas de
nticleos muy basofilos, dispuestas perpendicularmente a la dermis, con
mitosis frecuentes y que estan en constante reproduccion.

» Estrato espinoso o de Malpighi; Esta formado por varias hileras de células
poliédricas, dispuestas en mosaico y gue tienen como caracteristica
especial la presencia entre ellas de puentes intercelulares que unen upa
célula con otra dandc cohesitn a la epidermis, pero dejandc espacio entre
fas células para la circulacion de la linfa que las nutre.

» Estrato granulosc; a medida que se acercan a la superficie, las células se
aplanan y empiezan a presentar en su interior unos granulos de color azul
oscuro que estan formados del precursor de la queratina

» Estrato cémeo; Variable en su espesor de 0.02mm hasta 0.5mm se
observan asi varias hileras de laminilias puestas unas sobre las otras.

+ Unién dermoepidérmica; esta membrana da cohesién a la unidn entre la

dermis y la epidermis.



2.5 Dermis.

Esta constituida por un armazén de tejido conjuntive sobre el cual asientan los
vasos y nervios y los anexos de la piel.

Las fibras que forman este anmazén son de 3 clases, las colégena, que son las
mé&s abundantes, las reticufares y elasticas, estas fibras dan resistencia, cohesion
y elasticidad a la piel.

2.6 Hipodermis

lnmediatamente situada bajo la dermis profunda, estd constituida por células
grasas ¢ adipocitos, separados por tabiques de tejidc conjuntive que forman
I6bulos.

2.7 Fisiologia de la piel

Organo de proteccién; la piel es una barera que protege al individuo de las

agresiones extemas.

Organo sensoriat, su intensa inervacién lo hace ser el 6rgano receptor de ia

sensibilidad por excelencia, tanto del tacto como de la temperatura y de! dolor.

Furicion de t‘ermorrégu.’acién; la capa cémea, el sebo superficial y el tejido celular
subcutanec son malcs conductores del calor y por tanto muy buenos aislantes

para evitar perdidas del organismo.

Funcion queraldgena, la capa comea y las faneras estdn constituidas por
queratina que es una proteina fibrosa formada de cadenas polipeptidicas
paralelas y alargadas de lo cual depende su elasticidad y flexibilidad, cualidades
que aumentan con el agua, esta proteina es insoluble y resistente a la digestion

por enzimas y acidos.

funcion melantgena; en la piel existen dos clases de pigmento, la melanina y los

pigmentos sanguineos.



La melanina es una proteina compleja, de color apizarrade, derivada de
sustancias aminadas, principalmente de la tirosina que mediante una reaccién
quimica muy complicada y la intervencién de tirosinasa y otras enzimas da origen
a dioxifenifatanina (DOPA) y ésta a su vez a melanina.

La melanogénesis depende también de la intervencion de otros factores como el
cobre que actia sobre la tirosina, los radicales suithidrilo y el acido ascérbico que
impiden {a accién de esta enzima.

Este pigmento se forma en los melanocitos situados entre las células basales de
donde lo toman los metandformos ¢ melanéfagos para repartiro.

El pigmento de la sangre es la hemoglobina, también intervienen los carotenos en
la piel amarilia, la tricosiderina que da color rojo al cabello y un pigments mal

conccido lamado melancide.

Carcinoma escamoso (epidermoide); se forma a partir de epitelic escamosc
metaplasico de los bronquios. Se caracteriza por pleomorfismo citolégico muy
manifiesto, puentes intercelulares (desmosomas) entre las células tumorales y

queratinizacion del citcplasma.

Morfea; Padecimiento benigno de origen desconocido; ocurren a cualquier edad:
predominan en mujeres; se caracterizan por areas esclerosas (nicas o multiples,
redondeadas o lineales, mas o menos limitadas, asintomaticas y de evolucion

cronica. Puede ser autoinmunitaria,

Liquen; Dermatosis de ofigen desconocido, tal vez relacionada con factores
genéticos e inmunitarios, caracterizada por papulas poligonales, brillantes y algo
umbilicadas, que casi siempre curan solas y a veces dejan zonas de atrofia:
puede afectar mucosas, pelos y ufias.

Liquen nitidus: Erupcién rara de aspecto miliar sin predileccién por sexo, edad o
raza. Se caracleriza por papulas brillantes de 1 a 2 mm, de color de la piel, de
evolucién crénica en dorso de manos, brazos, abdomen o pene, o puede ser
generalizada. Histologicamente puede haber queratosis y engrosamiento de la
basal, infiltrado linfohistiocitico en nidos pegados a la epidermis, la que emite una
prolongacion que abraza el infiltrado; es posible que haya células gigantes tipo

Langhans.



Esporotricosis; Micosis subcutanea granulomatosa de evolucion subaguda o
crénica, localizada preferentemente a cara y extremidades; afecta piel, vasos
linfaticos y, raras veces, pulmones, huesos, articulaciones u ofros érgancs: la
causa es el hongo dimorfo Sporothrix schenckii.

La principal fuente de infeccién son los vegetales verdes o secos, como paja y
zacate; algunos animales, como roedores e insectos, actlian como vectores
pasivos, afecta a individuos de ambos sexos y cualquier edad. Se observa mas
en campesinos, jardineros, floristas y carpinteros. Penetra por la piel a través de

pequefias heridas

Eczema; Sindrome caracterizadc por vesiculas o ampollas, erosiones, costras
melicéricas y hematicas sobre un fondo eritematose, lo cual le da a la piel un
aspecto licrose. El aspecto eczematoso se observa en las fases agudas de la

dermatitis &

2.8 Los desmosomas

Son estructuras dependientes de calcio localizadas en la superficie de las células
que promueven la adhesién de las células epidérmicas y la resistencia a estrés
mecanico. Presentan una estructura central amorfa de unos 20-30 nm de grosor,
llamada desmoglea, que separa las membranas plasmaticas de las dos células
vecinas. En su porcién citoplasmética el desmosoma consiste en unas placas
densas submembranosas de un grosor de 10 a 40 nm que a veces aparecen
divididas en una placa rigida primaria de 10 a 20 nm y ofra placa secundaria mas
distal. Los filamentos intermedios o tonofilamentes se insertan en estas placas
dirigiéndose después hacia el interior de la célula y alrededor de! nudleo,
formando una red de filamentos que se exfienden de un desmosoma a ofro, y
también a los hemidesmosomas del polo basal de la célula.

Existen diversas proteinas y glicoproteinas a nivel de tos desmosomas, se les
puede clasificar en:

1.-Proteinas desmosémicas no glicosiladas de la placa intracelular a)

desmoplaguinas | y I, protelnas de 250 y 120 kD, respectivamente. La primera en
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todos los tejidos, la segunda se le encuentra principalmente en epitelios planos
estratificados. Forman parte de ia porcién mas interna de la placa citoplasmatica
del desmosoma. Juegan un papel importante en la union de filamentos
intermedios con la superficie celular a nivel de los desmosomas. El pénfigo
paraneoplasico presenta anticuerpos circulantes contra las desmoplaquinas | y i1,

b} placoglobina, de 83 kD, existe en dos formas, una soiuble dentro del
citoptasma y ofra insoluble {20-30%) unida a las placas desmosdmicas. Puede
unirse a las cadherinas, desmogleinas. Su unién es por puentes disuifure
{uniones covalentes) ¢ uniones no covalentes responsables de la coprecipitacion
no inmunolégica observada en el pénfigo folidacec y vuigar conjuntamente con &l
antigeno respectivo en cada una de estas entidades. ¥

2.- Ofras proteinas desmosomicas de la placa intracelular: a) desmoioguina (680
kD}, se localiza en la periferia de las placas desmosomicas. b) desmocalmina
(240 kD) puede unirse a la calmodulina y a las citoqueratinas. ¢) pofipéptido de la
banda 6 (75 kD) localizado en las placas de los desmosomas de las células
suprabasales de los epitelios estratificados. Se une de forma especifica con las
citoqueratinas &cidas {tipo I}.

3.- Glicoproteinas desmosomicas transmembrana (cadherinas). presentan una
region extracelular {con 5 dominios gue incluyen secuencias de unién con el
calcio), uma regidon transmembrana y ofra citoplasmatica. Se unen a los
microfilamentos de actina. Presentan una localizacidn especifica y reciben su
nombre en funcién de ésta (cadherina E en epitelios, N en tejido neural, P en
placenta). a} desmogleinas, tres proteinas 1, 2 y 3. Se localizan a nivel de la
desmoglea. Su gen sintetizader esta en el cromosoma 18. La desmogleina 1§
(160kD) localizada en todos los epitelios, se considera especifica de los
desmosomas. La desmogleina 2 se ha aislado a partir de los desmesomas de un
carcinoma de colon. La desmogleina 3 (130kD) solo se expresa en los
desmosomas de epitelios escamoesos estratificados a nivel suprabasal. Las
desmogleinas 1 y 3 interacciona de forma estrecha con la placoglobina en la
placa citoplasmatica. b) desmocalinas, son proteinas transmembrana de fas que
los tipo I, Il. y il corresponden a las proteinas bovinas, mientras que las
desmocolinas humanas homologas serian las desmogleinas IV y V (para la
desmocolina 1) y desmogleina If y Hll {para la desmocolina Iil). El gen dsc3 es el

responsable de la sintesis de las desmogleinas Il y ll, se haya localizado en el
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cromosoma 9p, expresandose a nivel de las células de los estratos basales. E!
gen dsc1, responsable de la sintesis de las desmogleinas IV y V, se haya
localizado en el cromosoma 18, se expresa en la superficie de los estratos
suprabasales_ &4



CRTAM

CRTAM (Class | Restricted T Celi Associated Molecule), es una proteina
que se expresa en linfocitos NKT y CD8 de ratén activados con ésteres de
forbol (PMA) y pertenece a la super familia de las inmunoglebulinas.

En forma general estan implicadas en fenomenos de reconocimiento antigénico
(TCR, BCR}, de coestimulacién (CD28, CD80, CD88, etc), o de adhesidn celular
(VCAM, ICAM, N-CAM, JAM y nectinas). Muchas de estas proteinas se expresan
constitutivamente en la superficie celular en diversos tejidos y tipos celulares, sin
embargo algunas de ellas se expresan en estadics especificos del desarrollo o de
la fase efectora de las células del sistema inmune adaptativo.

Recientemente se ha encontrade que CRTAM se expresa en las célutas NKT
despues de su activacion y en paralelo a ta desregulacion de CD3 y Va24, dicha
expresion es temprana y transitoria ya que después de las 36 hr empieza a

disminuir. Hecho que también ocurre en los linfocitos CD8 ©

Nuestro grupo de trabajo evalud por la expresion del RNA mensajero
{RNAmM) "Northen Blot”, que ademas del bazo, se expresa de manera muy
abundante en testiculo y cerebro. Buscando comprobar la expresién de la
proteina se generd un anticuerpo monoclonal contra CRTAM de ratdn, y se
demostrd que la expresion se restringe a células NKT y CD8 activadas.
Utilizande como sonda la secuencia del ratén identificaren la expresién del
RNAm para CRTAM humanc en células activadas, mientras que en los
tejidos se detectd en sangre periférica, bazo, timo, intestino delgado y
colon. Con el propositc de conocer mas detalles relacionados con la
biclegia de las células NKT, Kennedy y Cols. trataron de identificar los
transcritos mas abundantes producidos por células NKT DN activadas;
para ello utilizaron técnicas de hibridacién sustractiva con genotecas de |
c¢DNA, encontrando que dichas células presentan un patrén de expresién
génica similar al de las células T citotéxicas tipo 2 {(TC2), ya que tienen una
expresién abundante de iL-4, IL-5, IL-10, IL-13, granzimas, linfotactina y en
menor proporcion IFNy, TNFa, MIP1o y RANTES &9



2.9 Caracteristicas estructurales de CRTAM.

Ef analisis de la secuencia de nucledtidos mostré que tiene 72.4 % de homologia
con el de ratén y codifica para una proteina de 393aa, con peso molecular tedrico
de 42.7 KD, una secuencia lider de 17aa y una porcién extracelular de 269aa,
con 5 sitios potenciales de glucosilacién y 2 dominios de inmunoglobulina {unc de
tipo variable y ofro de tipo constante), un probable dominio transmembranal de
25aa, con un dominio citoplasmatico que contiene 3 probables sitios de
fosforilacion. Ademas, CRTAM presentd 24% de identidad con 'a glucoproteina
asociada a mielina (MAG} y 23% con VCAM-1.

E! analisis de la secuencia de CRTAM con las herramientas de prediccion de
estructura secundaria y terciaria permitié identificar las cadenas que conforman
los dominios de inmunoglobulina, aqui se observa gue las cisteinas se localizan
en las cadenas B y F, caracteristica muy conservada dentro de la familia, por otro
lado ta separacion entre las primeras 2 cisteinas es de 60aa, ademas de que se
encuentra un dcido aspartico (D} 6 posiciones antes de la segunda cisteina, aqui
se observa ademas la glicina (G) conservada entre las cadenas A y B, todas
estas son propiedades estandar para dominios varables, la separacién en el
segundo par es de 55aa, rasgo caracteristicos de los dominios C1. Después de
los dominios de Ig se reconoce una secuencia hidrofilica de aproximadamente
70aa, que de acuerdo con la prediccién presenta estructura de giros y 2 hojas
Beta, esta secuencia no conserva homologia con ninguna proteina reportada en
las bases de datecs publicadas. Despues de ésta se observa la secuencia
transmembranal y de dominio citoplasmatico.

Cuando se somefid la secuencia de CRTAM al programa Swiss-model para
contar con un moedele de la estructura tridimensicnal se cbtuvo una estructura
similar a la de JAM-A en el arreglo tridimensional, aunque son evidentes algunas
diferencias por ejemplo en las aifa hélices presentes en JAM, mientras que en
CRTAM son regiones expuestas, probabkemente hidrefilitas pero no forman alfa
hélices, salvo la correspondiente af dominio constante. 9



2.10 CRTAM como molécula de adhesion

Para determinar si CRTAM participa en adhesién celular, nuestro grupo de
trabajo desarrollo un ensayc de ftransfeccion de células Jurkat en el cual se
encontrd que hay un mayor porcentaje de células adheridas en la mezcla de
células Jurkat transfectadas (T} 17.05% comparada con la adhesion de la mezcla
de transfectadas y no transfectadas {NT) 12.78% y el obtenido en la mezcla de
NT-NT 10.8%. Se observo un aumento en la cantidad de células doble positivas
al combinar las células transfectadas con CRTAM, lo que sugiere la posible
participacion de la molécula en interacciones homotipicas. ©

2.11 Patron de expresiéon de CRTAM

El'patrén de expresion de CRTAM en diferentes poblaciones celulares de sangre
periférica se investigb mediante ensaycs de inmunofiucrescencia indirecta
utilizando células en reposc y activadas con ionomicina y PMA. Se encontré que,
CRTAM se expresa Unicamente sobre células activadas. Cuando se analizaron
las diferentes poblaciones celulares se observé la expresién en linfocitos CD3", y
al subdividir éstos en CD4" y CD8", la expresién se observo en los linfocites CD8*
(como se demostrd con anterioridad)® mientras que en los linfocitos CD4" se
observé la expresion solamente en una peguefia subpoblacién que podria
corresponder a fas células NKT. Para determinar si efectivamente esas células
cormresponden a las NKT activadas se hizo una tincién con anticuerpos anti Va24”
y anti CD3" analizando 10° eventos para lograr identificar con precision a las
NKT, se encontréd que efectivamente hay expresion de 1a proteina sélo en los
linfocitos NKT activados. Al analizar las diferentes poblaciones celulares como
CD3*_ CD8" {Linfocitos T CD8), CD3"_CD8 (Linfocitcs T CD4), CD3_CD8+
{Células NK), CD3_CD#% (Linfocitos B y NK CD8") se encontré que dentro de los
linfocitos convencionales, sélo los CD3* CD8” activados expresan CRTAM. Por lo
tanto con estos resultados se muestra que la proteina CRTAM de humano es una
molécula de activacion sélo de linfocitos NKT y CD8*, de la misma manera que
fue mostrado por Kennedy y cols''" en el afio 2000 para la expresién de la

molécula de origen murino.®
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2.12 Funcion de las células NKT

El rango de acciones atribuidas a las células NKT es muy amplio, muchos
estudios han dado evidencias de que la funcién principal de estas células es la
proteccion de los tejidos contra las respuestas inmunes inflamatorias que podrian
alterar su funcionamiento, ademas existen muchas evidencias de gue pueden
controlar la respuesta inmune a ciertas infecciones y para algunos tumores. Sin
embargo, el desconccimiento de los ligandos para las NKT en condiciones
fisiclégicas ha complicado la determinacion de sus funciones, la mayecria de los
avances se obtuvieron al dilucidar que un compuesto antitumoral derivado de una

esponja marina denominado  «-galactosil-ceramida {«GaiCer) !'21%

y mas
recientemente su homologo sintético KRN7000 ¥, se une de manera especifica
a CD1d y es reconocido por el TCR de fas células NKT del ratén ' y del humano
16}

Mediante estudios con anti-CD3 {tanto /in vitro como /n vivo) se demostré que la
produccion temprana de IL-4, principalmente depende de las células NKT U718
por lo que se ha propuesto que participan en la polarizacién de la respuesta Th2.
Sin embargo, éstas celulas no son indispensables para la induccién de todas las
repuestas de ese tipo, ya que no tienen relevancia en la secrecién de IgG1 e IgE
posterior a la administracion de anticuerpos monoclonales anti IgD /"% tampoco
participan en la respuesta secundaria ante ta administracion de KLH ™ (ambos
modetos bien establecidos de respuesta Th2), no obstante, se ha demostrado
que en algunos cas.os puede inhibir las respuestas mediadas por Tht mediante ta

produccion de IL4, [L-10 y TGF g @'

En este sentide se ha demosfrado que las NKT son indispensables para la
desviacién inmune asociada a la camara anterior del cjo (ACAID), fendmeno
asociado a la proteccién del dafio que se generaria en el ojc ante una respuesta
inflamatoria 2.

También se ha reportado que estas celulas son citotéxicas contra algunas lineas
celulares tumorales in vitro *¥ y se ha demostrado que son responsables de la

eliminacién de tumores indicada por IL-12 in vivo .



Por lo tanto, resultados in vitro apoyan un papel antitumoral directo por estas
células. Sin embargo, in vivo la actividad antitumoral probablemente esté ligada a
la capacidad de las células NKT de producir cantidades importantes de IFN y @),
lo que llevaria a la activacidon de otras poblaciones, entre ellas las NK o la
activacion de células dendriticas para la produccion de IL-12 %577 ; Ademas se ha
demostrado que las celulas NKT también producen iL-2, IL-5 e IL-10 entre otras,
lo que apoyaria su papel en el establecimiento de las condicicnes para la

respuesta inmune adaptativa 12329,

En humanos también se ha descrito que e desarollo de diabetes mellitus
insulina-dependiente (IDDM) y de esclerosis mdltiple, correlaciona con la

disminucion numeérica o funcional de las células Va24JaQ preductoras de IL-4
(30,31}

Al parecer la capacidad de las células NKT para polanizar la respuesta hacia Th1
o ThZ2 podria jugar un papel muy importante en la resistencia o susceptibilidad a
ciertas infecciones, asi como también en el desarrcllo de algunas enfermedades
auto inmunes o en la proteccién contra el desarrclic de tumcres, sin embargo aun

no se conoce con certeza el papel fisiolégico de esta poblacion celular.

Recientemente utilizando tetrameros de CD1 que presentan la molécula aGalCer
(323334 combinando con la presencia de los marcadores comunmente utilizados

se han definido 4 tipos de células NKT.

Tipo | (Va14i).- Es la poblacién que se expresa en ratén Va14Jal18 (Vat4i)
{inicialmente llamada Ja281) apareada con V{38, VB7 o VB2, es restringida por
CD1 y genera una respuesta muy frecuente contra o«GalCer, usualmente
expresan NK1.1 y otros receptores caracleristicos de células NK, son
poblaciones DN o CD4’ . En el humano comresponde a las células Va24Ja15
{inicialmente llamada JaQ), expresan CD161 y también responden fuertemente
contra «GalCer en el contexto de CD1, son mencs frecuentes que en el raton y
se ha reportado gue pueden ser CD8".



Tipo Il.- En esta categoria de células NKT se incluyen poblaciones tanto del ratén
como del humano que son reactivadas a CD1 pero el TCR que expresan es mas
variable, presentando una poblacién Va3.2-JeSAB8 o Va8/VpS.

Tipo Ill.- La tercera categoria inciuye células NK 1.1* TCR * que no son
restringidas por CD1, el repertorio de TCR que expresan es muy variable y
pueden ser CD8", CD4" o DN, estas células son mas abundantes en bazo y
medula ésea, en el humano la frecuencia de células CD161" TCR' es mucho
mayor que la de Vu24i (tipo 1), algunas de estas son restringidas por CDH1, pero
al igual que en el raton, el repertoric de TCR es mayor y se cree que podrfan ser

células T convencionales.

Tipo IV.- Esta poblacion se define por la expresion de CD49b (integrina a2) que
es reconceida por el anticuerpo DX5 (marcador de células NK), hay poca relacién

entre esta poblacion y las Va14i ©%.

A pesar de la ventaja que podria representar el uso de los tetrameros de CDA,
puestc que estan conjugados al antigeno mejor caracterizado de las NKT, se ha
demostrado que tienen un elevado nivel de pegado inespecificc y menor
resolucién gue la combinacién de Va24-V311. Por lo que el uso de los tetrameros
tampoco identifica al 100 % las células NKT; Aungue actualmente atn no se han
determinado funciones para las diferentes células clasificadas por los tetrameros,
las mejor caracterizadas corresponden a las tipa |. 7

2.13 Cinética de expresion de CRTAM.

La expresion de CRTAM es muy temprana y transitoria puesto que se cbserva en
la superficie de ambas estirpes celulares desde las 4hrs de activacion, y después
de las 24 hrs. de activacion, disminuye de manera muy evidente para las células
NKT, mientras que para las CD8" es mas clarc después de las 36 hrs. Hacia las
48 hrs. de activacion en ambas poblaciones ya casi no se detecta la proteina
CRTAM ©.
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2.14 CRTAM como marcador temprano de activacion.

Al comparar la expresion de CRTAM con la de CD89, molécula marcadora de
activacién temprana presente en todas las células hematopoyéticas, se observa
una curva similar, aungue la intensidad de la expresién de CDE9 es mayor que la
de CRTAM, queda por aclarar el significado del nivel de expresién, de su
importancia funcional y el hecho de que sea transitoria, pero dado que se expresa
en estado de activacién de esos linfocitos se ha sugerido que CRTAM participa
en la fase efectera de 1as células NKT y de los linfocitos CD8+. Mediante analisis
bioinformatico de la secuencia protéica de CRTAM se ha encontrado homologia
con las Nectinas y Nectin-like, que son proteinas de adhesion implicadas en la
formacidn y organizacion de las uniones adherentes y esiructuras de las células
epiteliales, ademas de que participan en conjunto o independientemente de
cadherinas en la formacion de ofras uniones intercetulares, tales como las
sinapsis entre neuronas y en la unidn espermatide-célula de Sertoli en el
testiculo, entre otros tejidos.

Al realizar alineamiento de CRTAM con las nectinas se ha observado que la
homologia se distribuye a todo lo largo de la proteina, siendo los puntos de mayor
parecido los correspondientes a los dominios de inmunoglobulina. Las nectinas
son una familia de 4 miembros, nectina 1-4, con al menos dos isoformas para
cada una de ellas, nectinala, nectina 183, nectina 1y, nectina 2 g, nectina 2 Y,
nectina 3 a, nectina 3 B, nectina 3 y, nectina 4 sélo se conoce una forma; todas
excepto nectina 1 vy, presentan regidn extracelular con 3 dominios de
inmunoglobulina (1 variable y 2 constantes), una region transmembranal y una
citoplasmica que contiene un “motif” conservado de 4aa en el extremce COOH
terminal que se une al dominio PDZ de afadina, una proteina de unién al
citoesqueleto de actina.

Las proteinas “Nectinike® hasta la fecha son cinco, presentan Ta misma
organizacién de 3 dominios de inmunoglobulina, regién transmembranal y regién
citoplasmatica en la que se identifica el dominio de union a PDZ, se postuta que
estas protefinas aun no bien caracterizadas tengan funciones relacionadas a las

descritas para las nectinas. Los dominios PDZ son secuencias de 80-90aa
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conformados por 6 cadenas § que se arreglan en dos hojas B antiparalelas por 2
a-hélices que pueden expresarse en miltiples copias en una misma proteina,
aunque se encuentran en diferentes estructuras, las proteinas que contienen
estos dominics generalmente se encuentran en dominios celulares particulares
tales como sinapsis, contactos intercelulares en la superficie basal, lateral o
apical de las celulas epiteliales. Por esta razén se ha propuesto que estas
proteinas tienen la funcién de organizar los dominios de la membrana plasmatica
ademas de conectar los receptores de superficie con elementos de sefalizacion
rio abajo, 837

A diferencia de las nectinas CRTAM sélo presenta dos dominios de
inmunoglobulina, sin embargo en su regidn extracelular cuenta con una region de
aproximadamente 80aa que no presenta homologia con ninguna proteina
reportada, esta region presenta caracteristicas hidrofilicas y probablemente le
confiera alguna propiedad funcional a CRTAM diferentes de las conocidas para

las nectinas. ©%3%

De acuerdo a la prediccion del peso mofecufar de CRTAM
seria de 42.7 KDa, sin embargo en los linfocitos activados se induce la expresion
de una proteina de aproximadamente 80 KDa, esto puede conciliarse al
considerar que la proteina cuenta con cincoe sitios potenciales de glucosilacion,
esto implicaria que efectivamente se trata de una glicoproteina y que esos sitios
son funcionales, ademas por la capacidad de formar dimeros es probable que

tenga alguna funcién de adhesion “%.
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2.15 Analisis de la secuencia protéica de CRTAM

Realizando un analisis bioinformatico se encontrdo que CRTAM esta relacionado
(homologias del 36 al 51%)} con una familia de moléculas de adhesién
denominadas Nectinas y “Nectin-Like proteins® y en menor grado con unas
proteinas denominadas “Junction Adhesion Molecule® JAM (homologias del 34-
38%)

Proteina Identidad (%} Homologia (%)
Nectin 1 27 (25/90) 50
Nectin 2 18(27/149) 36
Nectin 3 21{43/198) 37
Nectin-Like1 30 (62/201) : 50
Nectin-Like2 30(55/183) 51
Nectiln-like3 26 (501190} 40
Nectin like4 28(46/161) 48
PVR {CD155) 27{38/139) 39
JAM-A 32(53/221) 36
JAM-B 25(47/184) 34

JAM-C - -



3, JUSTIFICACION.

La estandarizacion de la técnica para evaluar la expresién de CRTAM permitira
identificar su participacién en la patogenia de las enfermedades de la piel que

permanecen con una fisiopatologia descenocida.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Es CRTAM una molécula de adhesién y activacion en fase temprana de los
linfocitos T CD8+ y de las células NKTs.

La expresion aumenta en condiciones de inflamacién.

Experimentos recientes preliminares demostraron la expresién de esta molécula
en uniones interceiulares. La piel es el mejor modelo para estudiar la posibie
participacién de CRTAM en dichas uniones.

Para contestar esta pregunta como primer pasc se debe estandarizar la técnica
para evaluar la expresion de CRTAM en piel sana y en diversas patologias de la
piel.

5, HIPOTESIS

+ Mediante la técnica de inmunchistoquimica serd posible evaluar la
presencia de la molecula CRTAM, en fa piel detectar diferencias entre piel

sana y enferma.

+ Las diferencias maycres se observaran en las uniones intercelulares
epiteliates.

HIPOTESIS NULA

+ CRTAM no se expresara en piel.

+ CRTAM no se modificara en piel sana y enferma.
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6. OBJETIVOS

6.1 GENERAL.

1. Estandarizar fa técnica para evaluar la expresién de CRTAM a partir de
blogues de parafina de piel sana y de diferentes lesicnes de la piel, mediante la

técnica de inmunchistoquimica.

2. Evaluar la expresion de CRTAM en piel sana y con lesion.

6.2 ESPECIFICOS

1. Estandarizar la técnica de inmunchistcquimica para CRTAM en tegjido

parafinado de biopsia de ptel sana y en biopsias de diferentes lesiones de [a piel.

2. Evaluar la densidad de la expresion de CRTAM en las inmunchistoquimicas
de piel sana y de las diferentes lesiones de la piel mediante analisis

morfométrico.

3. Evaluar e} tipo de células que expresan CRTAM en las inmunchistoguimicas
de piel sana y de las diferentes lesiones de la piel mediante analisis

morfomeétrico.

[
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7. Diagrama de Flujo
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Muestras.

Se obtuvieron bloques de parafina de biopsias de diferentes lesiones de la piel,
de los archivos de Patologia del Hospital Central Militar. Se seleccionaron casos
con diagnéstico de Esporotricosis, Ca. epidermoide in situ, Morfea, Eczema
Crénico, Liquen Nitidus. Se incluyeron aquellos que tuviercon mejor calidad y
cantidad de tejido, con un tofal final de 5 casos de procesos inflamatorios. Las
biopsias de piel sana fueran obtenidas de donadcres voluntarios {del hospital
militar} tas cuales incluyeron antebrazo, cadera, hombro y axila.

Con los blogues de parafina correspondientes se practicaron cortes de 4 a 8 y de
espesor para fincion de rutina con Hematoxilina-Eosina (H/E), y de 2 a 4 p de

espesor para las tinciones inmunchistoguimicas.

8.2 Reactivos para H/E

- Para Ia tincién de H/E:

- Grenetina Bacteriolégica CTR SCIENTIFIC (Monterrey N.L. México).
- Hematoxilina de Hamis, Merck {Naucalpan de Juarez, Edo de Mex.).
- HCI 1%-Alcohol amoniacal al 1%.

- Eosina B Merck {Naucalpan de Juarez, Edo de Mex.).

- Xileno.

- Eosina Y Merck {Naucalpan de Juarez, Edo de Mex.}.

- Resina sintetica Goleen Bell (Zapopan Jal. México).

8.3 Reactivos para el blanqueo del tejido.

- Acido Oxalico {3%)

- Permanganatoc de potasio
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8.4 Para el método de inmunohistoquimica:

- Silane (Sigma, Cal. USA).

- Perdxido de hidrégeno al 3%.

- Blogueador Suerc de Cerdo 2% {DAKO corporation).

- Biotina {Link, DAKO LSAB + kit, DAKO Corporation).

- Sustrato DAB {diamino benzidina} (DAKO LIQUID DAB + Substrate-Chromogen
Solution}. {DAKO corporation).

- Permanganato de potasio

- Ac. Sulfurico

- Ac. Oxalico

8.5 Anticuerpos.

- Anti-CRTAM. Anticuerpo policlonal hecho en conejo. (Laboratorio del Dr.
Vianney Ortiz Navarrete, Cinvestav IPN}.

- Anti-CRTAM. Anticuerpo policlonal hecho en raton. {Laboratoric del Dr. Vianney
Ortiz Navarrete, Cinvestav IPN).

- Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR) (DAKO LSAB + kit,
DAKO corporation).

8.6 Tincién de HIE.

En los portaobjetos con grenetina bacteriologica se montaren los cortes def tejido
para la tincién de rutina H/E. Las laminillas fueron desparafinadas en un homo a
60° C e hidratadas mediante un tratamiento con alcchol a concentraciones
decrecientes. Posteriomente el tejido fue tenido por 8 minutos con Hematoxilina
de Harris, se enjuagé con agua coriiente y el color fue virado con HCI 1%-Alcohol
amoniacal al 1% en agua. Después el tejido fue contratefido con Eosina,
finalmente deshidratado en alcchol a concentraciones crecientes y xileno e
inmediatamente cubiertos con resina sintética. Las muestras enseguida fueron

analizadas mediante microscopia de campo claro.



8.7 Inmunchistoguimica y blanqueo del tejido.

Con ia finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccién para
cada marcador se realizé en un scle fiempo en todos los grupeos. Los cortes se
montaron en laminillas cubiertas con silane. Se mantuvieron en una estufa
bacteriolégica a 62°C por 1 hora, para desparafinar con el siguiente
procedimiento se procedié a hidratar la muestra: 3 bafios en xileno, con duracion
de 8 minutos cada uno, 2 bafios en etanol al 100%, un bafic en etanol al 90%, un
bafic en etancl al 70% y un bafic en agua destilada, cada uno de ellos con

duracién de 5 minutos.

Para el blanqueo de los tejidos después de desparafinar, e hidratar la muestra se
hizo el blanqueo con Permanganato de potasio y Ac. Oxalico. Posteriormente se
realizé la reaccién de oxidacién con Permanganato de potasic por 5 min, y por -
uhtime el tejido fue decolorado con acido oxalico al 3% durante 20 seg. Después
de esto se hicieron 2 lavados con PBS y se continud con la Inmunochistoguimica.
Se elimind la actividad de la peroxidasa endégena con metancl y perdxido de
hidrégeno al 3% por 15 minutos dos veces. Se bloqueé la unién no inmunclégica
de los anticuerpes al tejido, sumergiéndolos durante 60 minutos en Suerc Normal
de Cerdo ai 2%.

Posteriormente las secciones se incubaron toda ja noche a temperatura ambiente
en camaras htimedas, con los anticuerpos anti- CRTAM diluido 1:750. Después
de lavar las secciones de tejido se incubaron con el segundo anticuerpo
conjugado a Bictina link, con streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano
(HPR), por uftimo el color se generd mediante la adicion del substrato DAB
(diamino benzidina} duranfe 1 minuto 20 segundos,; se detuvo la reaccién con
agua de la llave y se contratiid con hematoxilina 15 seg.

Después el tejido se deshidratd bajo el siguiente esquema: agua destilada, etanol
70%, etanoi 90%, etanol 100% y Xileno en bafcs de 5 minutos cada uno.
Finalmente las preparacicnes se cubrieron con resina y se dejaron secar a

temperatura ambiente.



8.8 Analisis morfométrico

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40} y las células
positivas (color café) se cuantificaron en 4 campos para cada laminilla, utilizando
un analizader de imagenes con el programa Imagen-Pro® Plus de Media
cybernetics®, Silver Spring, MD. USA.

8. 9 Procesamiento de los datos.

Se elaboré una base de datos y a informacion se procesé utilizande el programa
de andlisis estadistico Prisma®© de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Los
datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada grupo y desviacion
estandar. La evaluacion de la diferencia en el nimero de células positivas y la
densidad de expresién de las reacciones inmunohistoquimicas se realizd
mediante ANOVA de una vfa. Fue utilizado analisis de comparacion mudltiple de
Tukey para identificar las diferencias entre grupos; p< 0.05 fue considerada como

significativa,



9. RESULTADOS.

9.1 Morfologia topografica con HE.

Con el analisis HE se confimaron los diagnésticos de Morfea, Carcinoma
epidermoide in situ, Eczema crénico, Liquen Nitidus y Esporotricosis de los casos
estudiados ademas se establecieron los grupos.

9.2 Morfologia de los hallazgos Inmunohistoquimicos.

Como primer punto se estandarizo la técnica de inmunchistoguimica para evaluar

la expresién de CRTAM en piel sana y diferentes lesiones de la piel.

Se realizaron diversos experimentos para probar la concentracion adecuada del

anticuerpo anti-CRTAM asi como diferentes condiciones en la inmunotincion.



En la FIGURA 1 se muestra los hallazgos inmunohistoquimicos de la expresion
de CRTAM en una biopsia proveniente de un paciente con Lepra indeterminada.
La tincién en esta muestra se realizd con el anticuerpo policlonal hecho en conejo
anti-CRTAM a una dilucién 1:750 y se observa que la tincién fue muy abundante
en las células epiteliales de la epidermis a nivel citoplasmico y a nivel membrana
células. Sin embargo, se puede observar también una muy ligera positividad en
los controles negativos. Esto se afribuye a que la melanina presente normalmente

en la piel es de coler café.

En la FIGURA 2 se muestra el mismo tejido de lepra indeterminada en el cual se
realizé la inmunotincién para CRTAM, utilizando el ant-CRTAM heche en conejo
a una dilucién 1:750, sin embargo, este tejido fue previamente blanqueado como
se comentd en materiales y meétodos. Los resultados demostraron que
desaparece el color café de la melanina y ademas se puede observar claramente
la tincion especifica para CRTAM. Esta tincion fue principalmente en la
membrana y citoplasma de células epiteliales presentes en la epidermis y en la

dermis.

También se probd el anti-CRTAM heche en ratén. La FIGURA 3, muestra los
resultades del experimento utilizando del anti-CRTAM de ratén a una dilucidn
1:750 en tejido que no fue blanqueado. Se puede observar una tincion muy
abundante, sin embargc también se observd la presencia de la melanina en los
controles negativos. Por lo que se realizd también en este experimento la técnica

previa de bangueado del tejido.

La FIGURA 4 muestra los resultados de esta tincién, la cual se cbserva
principalmente en citoplasma y membrana de células epiteliales de la dermis y

epidermis.

Procedimos a realizar las inmunotinciones en piel sana y en diferentes lesiones
de la piel, con la concentracién de anticuerpo CRTAM evaluada y blanqueando
previamente los tejidos.

A partir de las inmunotinciones se realizd la descripcién inmunchistoldgica de

cada una de las patclogias.



La FIGURA 5 presenta los resultados de la inmunctincién para CRTAM en una
muestra de piel sana {(axila). Se observo positividad intensa en la epidermis, la
cual presentd un patrén segmentaric altemo con zonas negativas. Este marcaje
es mayor a nivel de los nicleos de los queratinocitos, nucleos de células
endoteliales y musculares. El epitelio foficular se observo positivo en todas sus
capas, con una tincibn mas intensa de los ntcleos.

En la segunda muestra de piel sana {brazo) la positividad estuvc presente en la
epidermis, pero aqui el patrén de expresion fue con un marcaje mas intenso a
nivel del citoplasma del queratinccito y solo algunos nlcleos marcaron positivos,
ademas la tincion fue més fuerte 2 nivel del estrato granuloso. Otras estructuras
marcadas fueron las glandulas ecrinas y apocrinas. En la tltima muestra de piel
sana (brazo} la epidermis se mosiré positiva a nivel de fos nlcleos de los
queratinccitos con patrén altemo de expresion, ya que existieron queratinocitos
no marcados adyacentes a ofros positivos, las dreas de tinciéon mas intensas
predominaron a nivel basal y en areas de! esfrato granuloso. También se
observaron células endoteliales y linfocitos muy positivos {no se muestran
resultados de estas dos inmunctinciones).

En la muestra de tejido con diagnéstico de carcinoma epidermoide i sffu,
ilustrado en la FIGURA 8, se observd tincién muy posttiva en la epidermis no
afectada adyacente a la neoplasia y con un nivel menor de expresion en areas de
displasia, con predominio de la tincion a nivel de les nucleos y nucleclos.

También los linfecitos de la dermis y algunos macrofagos se marcaron positivos.

La FIGURA 7, representa la inmunotincién de un tejido diagnosticadoe como
esporotricosis, donde se observaron queratinocitos positives en todo el espesor
de la epidermis, con una tincién de predominio nuclear, otras células marcadas
fueron las plasmaticas, alguncs grupos de linfocitos y los macrofages donde

forman granulomas, asi coma las células endoteliales.
El espécimen con diagnéstico de morfea, FIGURA 8, revel6 la epidermis marcada

en toda su extensién y epitelio folicular, altemando con queratinocitos no

marcados. La mayoria de los linfocitos en el infiltrado inflamatorio y el endotelio
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vascular se observaron positivos, ademas se observa positividad en las células

de estos infiltrados con caracteristicas no linfociticas.

El eczema crénico agudizado, representado en la FIGURA 8, mostré tincién
positiva en la epidermis con predominio a nivel de los queratinocitos y sus
nucleos especialmente en zonas donde se observé espongiosis, con marcaje de
les desmosomas, aunque no lo es en todas las zonas donde se apreciaron los
desmosomas. Las células endoteliales y los linfocitos fueron positivas en su

mayoria,

En la tincién para CRTAM del tejido marcado como fiquen nitidus, representado
en la FIGURA 10, se cbservaron positivos de forma hetercgénea los
queratinocitos con una intensidad de marcaje mayor a nivel de los nticleos y los
desmosomas en areas focales. En la dermis la tincién fue positiva para algunos

linfocitos y células endoteliales.

9.3 Analisis morfométrico de los hallazgos inmunohistoquimicos.

La determinacién de la densidad de la expresién de CRTAM en las diferentes
patologias, se presentan en la FIGURA 11. La grafica muestra la densidad de
expresion de cada patologia comparada con las muestras de piel sana.

Se observa un aumento significativo con respecto al controt sano, en todas las
muestras analizadas; morfea (muestra nimero 1), carcinoma epidermoide in situ
{(muestra 2}, eczema crénico {(muestra 3), liquen nitidus {muestra 4} en todas ellas
con valor de P=0.0286 y en la esporotfricosis (muestra 5} el valor de P=0.0159
significativo.

10. DISCUSION DE RESULTADOS



Los resultados obtenidos en este trabajo mostaron una adecuada
estandarizacion de {a técnica de inmunohistoquimica para evaluar la expresion de

CRTAM en piel sana y diferentes lesiones de la piel.

Los experimentos para probar la concentracion adecuada del anticuerpo anti-
CRTAM asi como diferentes condiciones en la inmunotincion qgue se muestran en
la FIGURA 1 se observa la expresion de CRTAM en una biopsia proveniente de
un paciente con Lepra indeterminada, era importante que se estandarizara la
técnica en alguna patologia de la piel, y nc en piel sana, pues €l procedimiento
que utilizamos para las inmunchistequimicas incluye diversos lavades y la
incubacion con diferentes amortiguadores, asi como también una incubacion del
tejidc a temperatura de ebullicién. Lo anterior puede ocasionar que se pierda el
tejido y como es de esperarse €l tejido con alguna patologia es menos resistente
que e! tejido sano. Por esa razén era mas adecuado no utilizar piel sana para los
experimentos iniciales. La tincion en esta muestra se realizéd con el anticuerpo
policlonal hecho en conejo ant-CRTAM a una dilucién 1:750 y se cbserva que la
tincion fue muy abundante en las células epiteliales de la epidermis a nivel
citoplasmico y a nivel membrana celufar. Sin embargo se puede observar también
una muy ligera positividad en los controles negativos. Esto se debe a que la
melanina presente nomalmente en {a piel es de color café, lo cual resulto muy
inconveniente para nuestros experimentos, pues podia confundirse con fa
expresion de CRTAM. Por esa razén se decidié utilizar la técnica histologica
llamada blanqueo del tejido. En la FIGURA 2 se muestra el mismo tejido de lepra
indeterminada en el cual se realizé la inmunotincion para CRTAM, utilizando el
anti-CRTAM hecho en conejo en tejido previamente blanqueado. Los resultados
demostraron que desaparece el color café de la melanina, y ademas la tincidn
especifica para CRTAM se observa con claridad. Esta tincién fue principalmente
en la membrana y citoplasma de células epiteliales presentes en la epidermis y
en la dermis.

Con la finalidad de identificar cual de los anticuerpos con los que contdbamos era
el mas adecuado para inmunohistoquimica, se procedié a realizar el mismo
experimento en el mismo tejido en el cual utilizamos el anti-CRTAM hecho en

conejo, pero se probd el anti-CRTAM heche en raton para identificar cual era el

35



mas adecuado para la inmunoticion. La FIGURA 3, muestra los resultades del
experimento utilizando una dilucién de! anti-CRTAM de ratén a una dilucién 1:750
en tejido que no fue blangueado. Se puede cobservar una tincion muy abundante,
sin embargo también se observé la presencia de la melanina en los controles
negativos. Por lo que se realizd también en este experimento la técnica previa de
bangueado del tejido. La FIGURA 4 muestra los resuitados de esta tincién, la cual
se observa principalmente en citoplasma y membrana de células epiteliales de la
dermis y epidermis. Se decidio utilizar el anticuerpo anti-CRTAM hecho en conejo

debido a que contamos con mayor cantidad de este.

En este estudio se realizd por primera vez la evaluacion de la expresion de
CRTAM en piel sana {coniroles, n=3) y con patologia {n=5), se seleccionaron los
diferentes grupeos de patologia mas frecuentes de enfermedades de la piel:
enfermedades tumorales, liquencides, infecciosas, inmunolégicas y reaccionales,
El motivo de esta busqueda esta en funcidn de la relacién inmunogénica entre
ésta molécula y las “Nectin-like®, ya que ambas son consideradas moléculas de
adhesidon de la superfamilia de las inmuncglobulinas y estan presentes en los
tejidos epiteliales, formando parte de las uniones adherentes de los epitelios
entre si y entre los gqueratinocitos con las células inflamatorias. Esto en tejidos
con patologia y en base a estudios previos donde CRTAM participa como
molécula de coestimulacion y adhesién de linfocitos T CD8+ y células NKT,
formando parte de los estadios infiamatorios.

La expresién de CRTAM en este estudio fue muy semejante en las tres muestras
obtenidas de piel sana, donde se observé su presencia a nivel de toda la
epidermis con excepcion del estrato cémeo donde fue negativa, un dato muy
interesante es gue la positividad mas intensa fue a nivet de los nicleos tanto de
la epidermis como del epitelio folicidar, asi mismo al igual que otras motéculas de
adhesién estudiadas en piel a CRTAM se le encuentra en glandulas ecrinas y
apdcrinas (FIGURA 5).

Con respecto al carcinoma de células escamosas, existen dos muestras en este
estudio, ef primerc es un carcinoma in situ que expresa de forma moderada la
proteina CRTAM a nivel de los queratinocitos con predominio en los sitios
adyacentes a la neoplasia, siendo menor en el area afectada (FIGURA 6}. En la
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segunda muestra el grado de expresion en los queratinocitos epidérmicos
neoplasicos es menor con respecto al anterior, pero el infiltrado que se encuentra
junto a la neoplasia es intensamente positivo, 1o que guarda relacion con lo
descrite para E-cadherina y nectina-1a a nivel epidérmico en estudios previos.
Sin embargo en dichos estudios no muestran coémo se encuentra la expresion de
E-cadherina y nectina-1a en los infilirados inflamatorios.

La esporotricosis es ofra de las patologia de interés, se trata de una enfermedad
de origen infecciosc causada por el honge dimorfo Sporothrix schenckii. En ella
se pudo observar la positividad para CRTAM dentro de todo el epitelio
hiperplasico en los queratinocitos con predominio de la tincién en los nucleos, y
en los sitics donde el granuloma inflamatorio es visible se observaron un grupo
de células positivas, pero no fue posible definir si corresponden a linfocitos o
alguna otra estirpe celular (FIGURA 7).

La expresion de CRTAM en las inmunotinciones de piel con patologia se
encontré aumentada en la mayoria de éstas. Sin embargo, el patrén de expresion
fue muy diversc. La morfea es una patologia de gran interés, ya que forma parie
de las hasta ahora denominadas enfermedades autoinmunes. Esta fue la entidad
patolégica que presentd la densidad de expresion de CRTAM mas alta aunque
existen muy pocas células inflamatorias en la dermis, la mayoria fueron positivas
(FIGURA 8). Este grado de expresion probablemente se relacione con la
actividad de factores pro inflamatorios que tengan como blanco colagena, y

queratinocitos.

En el eczema créonico y se observd infitrado inflamatoric escasc pero con areas
de espongiosis. La expresién de CRTAM (FIGURA 8) en estas zonas fue
significativamente mayor con respecto a la piel sana. El hecho de identificar a
CRTAM en los desmosomas apoya la hipdtesis gue formulamos en este estudio,
pues sugiere que CRTAM participa en las uniones interceiulares formando
heterodimeros con otras moléculas de adhesién celular que posiblemente sean

mas fuertes.



La presencia de CRTAM en los queratinocitos de la epidermis en la muestra de
fiquen nitidus esta en relacién con ia inflamacion que se observa en la demnis
superficial, ya que existe un estimulo al epitelio a partir de las células
inflamatorias. La caracteristica de tincién nuclear en ios queratinocitos tendra que
ser estudiada con detalle en el futuro (FIGURA 10)

Queda por aclarar qgue estirpes celulares presentan expresion de CRTAM en
estas patologfas, asi come el significado de la expresién a nivel nuclear en los

queratinoccitos.

Se demostré un incremento en la densidad de la expresién de CRTAM
estadisticamente significativc en las cinco patologias de la piel estudiadas,
comparando con la expresion en piel sana (FIGURA 11). Estos resultados
sugieren la participacién de esta molécula en la fisiopatogenia de las

enfermedades dermatoldgicas.
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11. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logrd estandarizar la técnica para inmunohistoguimica,
para anticuerpos anti-CRTAM hechos en conejo y en ratén en biopsias de piel

sana y con lesiones.

CRTAM se expresa en piel sana. Forma parte de la estructura epidérmica, en las
uniones intercelulares, se encuentra en los nicleos de los queratinocitos.
Las giandulas ecrinas, apocrinas y foliculos pilosos presentan CRTAM tanto en

piel sana como en piel enferma.

La expresion de CRTAM fue intensa en aquellas enfermedades donde
predominan los infiltrados linfocifarios periféericos a tas neoplasias o procesos
infecciosos cronicos. La morfea presento, la mayor densidad de expresion de
CRTAM, de todas las patologias estudiadas.

CRTAM se encuentra en el endotelio de aquellas patologias gue presentan
abundante extravasacion de células inflamatonas.

La presencia de CRTAM en linfocitos, en aquellas patelogias donde se sabe gue
predominan los linfocitos CD4+, sugiere que, contraric a lo que reporta la
literatura, la expresion no se limita a linfocitos NKT y CD8+, sino gue existen

ofras poblacicnes celulares que expresan la proteina.

La expresion de CRTAM se manifesté en celulas endoteliales ademas de

linfocitos NKT, CD8+ (que es |a reportada en la literatura).



12. PERSPECTIVAS

Seria interesante determinar el papel de CRTAM en la fisiopatolegia de las
enfermedades de ia piel. Para ello se requiere analizar la expresion de esta
proteina en un numero mayor de muestras con una determinada patologia, por
ejemplo Morfea ¢ Esporofricosis en donde la expresién de CRTAM fue muy
intensa y un mayor grupo de controles sanos. Posteriormente realizar la tincién
por Inmunchistoquimica y el analisis morfométrico y asi determinar si CRTAM
esta implicado en la fisiopatologia de la enfermedad.
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FIGURA 1
HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA EXPRESION DE CRTAM
UTILIZANDO EL ANTICUERPO HECHO EN CONEJO Y SIN BLANQUEO

DEL
TEJIDO
Antl- CRTAM control negative control negalive
_ {sin 1er Acp) {suero normat )
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Tejido sin blangqueo Lepra indeterminaaa

Hallazgos histolégicos e inmunochistoquimicos para la estandarizacion de la evaluacion
de la proteina CRTAM, en tejide proveniente de un paciente con lepra indeterminada.
Como primer anticuerpo se utilizé un anticuerpo podiclonal anti-CRTAM hecho en
conejo a una dilucién 1:750 y para el segunde anticuerpo se utilizé un anti-conejo
conjugado a bictina, y después streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano
(HPR). El color se generd mediante la adicién de substrate DAB (diamino benzidina).
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FIGURA 2
HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA EXPRESION DE CRTAM
UTILIZANDO EL ANTICUERPO HECHO EN CONEJO Y CON EL
BLANQUEO DEL TEJIDO

Ardi- CRTAM corrol negative conirol negativo
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Hallazgos histokégicos e inmunohistoquimicos para la estandarizacibn de la evaiuacion
de 'a proteina CRTAM, en tejido proveniente de un paciente con lepra indeterminada
previamente blanqueado como se menciona en Materiales y Métodos. Como primer
anticuerpo se utilizé un anticuerpo poticlonal anti-CRTAM hecho en conejo a una
ditlucién 1750, y para el segundo anticuerpo se utilizé un anticonejo conjugado a
biotma, y después streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR}. El color se
generé mediante ta adicién de substrato DAB (diamino benzidina}.
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FIGURA 3
HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA EXPRESION DE CRTAM
UTILIZANDO EL ANTICUERPO HECHO EN RATON Y SIN BLANQUEOC DEL

TEJIDO
Anti- CRTAM control negstivo control negalive
{sin 1er Acp) {suero normal)
A o4 E
B D F

Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos para la estandarizacion de la evaluacion
de la proteina CRTAM, en tejido proveniente de un paciente con lepra indeterminada.
Como primer anticuerpo se utilizé un anticuerpo pokclonal anti-CRTAM hecho en raton
a una dilucién 1:750 y para el segundo anticuerpo se utiiizéd un anti-conejo conjugado a
biotina, y después streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR). El color se
generd mediante la adicién de substrato DAB (diamino benzidma).

44



FIGURA 4
HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA E_XPRESI(')N DE CRTAM
UTILIZANDO EL ANTICUERPO HECHO EN RATON Y CON BLANQUEO

DEL
TEJIDO
Ant- CRTAM control negativo comtrol negativo
{sin 1er Acp) {suero normad)
A ' c E
D F

Hallazgos histolégicos e inmunchistoquimicos para la estandarizacion de la evaluacion
de la proteina CRTAM, en tejido proveniente de un paciente con lepra indeterminada
previamente blanqueado como se menciona en Materiales y Métodos. Como primer
anticuerpo se utilizé un anticuerpo policional anti-CRTAM hecho en ratdn a una
dilucién 1:750, y para el segundo anticuerpo se utilizd un anti-conejo conjugado a
biotina, y después streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano {HPR). El color se
generd mediamte |a adicion de substrato DAB (diamino benzidina).
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FIGURA 5
EXPRESION DE CRTAM EN PIEL SAMA

A .

Hallazgos histoldgicos e inmunohistoguimicos de 1a expresion de CRTAM. A. Control
negativo (sin primer anticuerpo, 40x}. B. Expresion de CRTAM a lo largo de l2
epidemmis, obsérvese el estrato comeo negativo (40x). C. A mayor aumento se
observan positives los gueratinocitos con  tincidn nuclear y algunas céhdas
inflamatorias de lka dermis {100x).



FIGURA 6
CARCMOMA EPIDERMOIDE in situ
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Hallazgos Mistolégicos e inmunohistoquimicos de la expresion de CRTAM. A Control
negativo {sin primer anticuerpo, 40x}. B. Expresitn de CRTAM en la epidermis con
predominio citoplasmico y solo algunos nicleos tefiidos {40x). C. Queratinocitos
adyacentes al sitic de neoplasia que expresan CRTAM en e nicleo (100x). D.
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FIGURA 7

ESPOROTRICOSIS
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Hallazgos histokigicos e inmunchistoquimicos de la expresion de CRTAM. A. Control
negativo (sin primer anticuerpo, 40x). B. Expresion de CRTAM en epidermnis, celulas
inflamatorias y endoteliales de la demmis (40x). C. A mayor aumento se observan
positivos los NOcleos y nudeolos de los queratinocitos (100x). D. Detalle del granuloma
inftamatorio con células inflamatorias postivas (100x).
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FIGURA 8
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Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos de ks expresién de CRTAM. A. Control
negativo (sin primer anticuerpo, 40x). B. Epidermis y algunos finfocitos de la dermis
positivos para CRTAM (40x). C. Obsérvese la altemancia marcada de los
queratinocitos que expresan CRTAM a rivel nudear (100x}.
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FIGURA 9

ECZEMA CRONICO
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Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos de la expresion de CRTAM. A, Contraol
negativo (sin primer anticuerpe, 40x). B. Expresién de CRTAM en la epidermis, con
predominio a nivel de los nickeos de los queratinocitas, obsérvense algunas cilulas
inflamatorias en la demis que expresan CRTAM {40x). C. A mayor aumento se
observa expresion de la proteina en los desmosomas del estrato espinoso, adyacente
a queratinacitos y desmosomas negativos (100x).
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FIGURA 10
LIQUEN NITIDUS

Hallazgos histologicos e mmunchistoquimicos de la expresion de CRTAM. A. Control
negativo (sin primer anticuerpo, 40x). B. Expresién de CRTAM en gqueratinodtos de la
epidermis (40x). C. A mayor aumento se observa expresion de molécula en los
niicleos y citoplasma de los queratinocitos (100x}.
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FIGURA 11
EXPRESION DE CRTAM EN LESIONES DE LA PIEL
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La grafica muestra la densidad de expresién de cada patologia comparada con las
muestras de piel sana. Se observa un aumento significativo con respecto al control sano,
solo en los casos de morfea {muestra nomero 1), carcinoma epidermoide in situ
{muestra 2}, eczema crénico (muestra 3), liquen nitidus (muestra 4) en todas eflas con
valor de P=0.0286 y en |a esporotricosis (muestra 5) el valor de P=0.0159.



14, REFERENCIAS.
1.- Amado Salll; lecciones de Dermatologia 1977, §* Ed. Pag. 5-19.

2.- Dermatologia Diagnostico y tratamiento Atlas, 1990, 2 Ed, editorial McGraw-
Hill Interamericana. Pags.113, 307, 311, 348, 351-354,507-562,

3.- Mascaré J, Giudice G, Diaz L. Desmosomas y hemidesmosomas en
enfermedades ampellares autoinmunes. Med Cut | L A1994; XXII: 193-205.

4.-Yin T, Green K. Regulation of desmosoma assembly and adhesion. Seminars
in Cell and Developmental Biclogy. 2004, 15: 665-677.

5-Hsu T, Know P-Y. Advances in molecular medicine. J Am Acad Dermatol
2001; 44; 847-855.

6.- Genaro Patifio-Lopez, Peter Hevezi, Jerry Lee, Dorian Willhite, Gail M. Verge,
Sandra M. lechner, Vianney Ortiz-Navarrete, Albert Zlotnik. Human class-l
restricted T cell associated molecule is highly expressed in the cerebellum and is
a marker for activated NKT and CD8" T lymphocytes. J Neuroimmunoi 171
2006, 145-155.

7.-Metelitsa, L.S. Flow Cytometry for natural killer T cells: mult-parameter
methods for multifunctional cells. Clinical immunology. 2004; 110:267-276

8.- Williams, A.F. and Barclay, AN. The immunoglobulin superfamilty domains for
cell surface recogniticn. Ann. Rev. immunol. 1988;.6:381-405,

9.- Wang, J.H. and Springer, T.. Structural specializations of immunoglobulin
superfamily members for adhesion to integrins and viruses. Immunol. Rev. 1598;

163:197-215.

10.- Du Pasquier, L The phylogenetic origin of antigen-specific receptors Curr
Top Microbiol Immunel. 2000, 248:160-185.

53



11.-Jacqueline Kennedy, Alain P. Vicari, Vicki Saylor, Sandra M. Zurawski, Neal
G. Copeland, Debra J. Gilberi, Nancy A. Jenkins, and Albert Zlotnik. A molecular
analysis of NKT celis: identification of a class-| restricted T cell-associated
molecule (CRTAM). J.Leukoc. Biol. 67:725-734

12.- Wilson, M.T., Avneesh, K.S. and Kaer, L. 2002. immunotherapy with ligands
of naturat killer T cells. Trends in Molec. Med. 8.225-231.

43 .- Morita, M., Motoki, K Akimoto, K., Natoni, T., Sakai, T., Sawa, E., Yamaji, K.,
Koezuka, Y., Kobayashi, E and Fukushima, H. 1985 Structure-activity
retationship of alphagalactosylceramides against B-16 bearing mice J. Med.
Chem. 38:2176-2187.

14.- Kobayashi, E, Motoki, K, Uchida, T. Fukushima, H. and Koezuka, Y.
KRN7000 A novel immunomodulator, and its antitumor activities Oncol. Res.
1965; .7:529-534.

15.-Kawano, T., Cui, J., Koezura, Y., Toura, |, Kaneko, Y., Sate, H., Kondo, E.,
Harada, E., Koseki, H., Nakayama, T., Tanaka, Y. and Taniguchi M. Natura! killer
nonspecific tumor cell lysis mediated by specific ligand activated val4 NKT cell.
Proc. Netl. Acad. Sci. USA. 1998, 95:5690-5683.

1B.- Brossay, L., Chioda, M., Burdin, M., Koezuka, Y., Casorati, G., Dellabona, P.
And Kronenberg, M.. CD1d-mediated recognition of an alpha-galactosylceramide
by natural kiler T cefts is highly conserved through mammalian evolution. J.
Exp.Med. 1998; 188:1521-1528.

17 -Zlotnik, A., Godfrey, D.L., Fischer, M and Suda, T. Cytckine production by

mature and immature CD4 CD8 T cells, ap T cell receptor CD4” CD8 T celis
produce IL4. J. immunol. 1992; 149:1211-1215.

54



18.-Arase, H., Arase, N, Nakagawa, K., Good, R.A. and Onoe, K.. NK1.1+ CD4’
CD8 Thymocyltes with specific fymphokine secretion. Eur. J. immunol. 1883,
23:307-10.

19.- Derkers, E.Y., Scharton-Kersten, T, Barbieri, S., Caspar, P and Sher, A. A
role for CD4 1 NK1.1+ T lymphocytes as major histocompatibility complex class Il-
independent helper cells in the generation of CD8+ effecter function against
intracellular infection J. exp. Med. 1996; 184:131-139.

20.- Chen, Y.H., Chiu, N.M., Mandal, M., Wang, N and Wang, C.R.. Imparied
NK1.1 T cell development and eary 1L-4 preduction in CD1 deficient mice.
immunity. 1997; 6:459-467.

21.-Hammond, Kjl., Poulton, L.D., Palmisano, L.J. sitveira, P.A., Godfrey, D_.I.
and Baxter A.g. af T cell receptor (TCR+) CD4- CD8- {NKT) thymocytes prevent
insulin dependent diabetes mellitus in nonobese diabetic {NCD/Lt} mice by the
influence of interleckin {IL)-4 and/or IL-10 J.Exp. Med. 1998; 187:1047-1056.

22.- Wang, _Y.F., Goldschneider, |., Foss, D., Wu, D.Y., O'Rourke, J and Cone,
R.E. Direct thymic involved in anterior chamber-associated immune deviation-
evidence for a nondeletion mechanism of centrally induced tolerance to
extrathymic antigens in adult mice. J. Immunol. 1997;158:2150-2155.

23.- Smyth, M.J., Thia, K.Y. T, Street, S.E.A, Cretney, E., Trapani, JA.,
Tianiguchi, M., Kawano, T, Pelican, S.B., Crowe, N.Y. and Godfrey D..
Differential tumor surveiliance by natural killer {NK) and NKT cells J. Exp.Med.
2000; 191:661-668.

24.-Cui, J., Shin, T., Kawano, T ., Sato, H., Kondo, E., Toura, |, Kaneko, Y.,
Koseki. H., Kanno, M & Taniguchi, M requirement for Va14 NKT celis in IL-12
mediated rejection of tumors. Science. 1897; 278, 1623-1626.



25.-Smyth, M.J.. Crowe, N.Y., Pellicci, D.G., Kypanssoudis, K., Kelly, J. M,
Takeda, K., Yagita, H and Gedfrey, D.1.. Sequential production of interferon-y-by
NK1.1 T cells and natural kitler cells is essential for the antimetastatic effect of o-
galactosylceramide. Blood 2002; §8:1259-1266.

26.-Tomura, M., Yu, W.G., Ahn, HJ Yamashita, M., Yang, Y., Ono, S., Hamaoka,
T., Kawano, T., Taniguchi, M., Koezuka, Y. and Fujiwara, H. A novel function of
Vg14+ CD4+ N cells: stimulation of IL-12 production by antigen-presenting cells in

the innate immune system. J. immunol. 1999; 163:93-101.

27 - Kitamurs, H., Iwakabe, K., Yahata, T., Nishimura, S., Ohta, A., Ohmi, Y.,
Sato, M., Takeda, K., Okumura, K., Van Kaer, L., Kawano, T., Taniguchi, M. and
Nishimura. T.. The natural killer (NKT} cell ligand a-galactosylceramide
demonstrates its immunopotentiating effect by inducing " interleukin  (IL)-12
production by dendritic cells and IL-12 receptor expression on NKT cells.
J.Exp.Med. 1998, 189:1121-1128.

28.- Bendelac, A. and Schwartz, R.H. 1991. CD4+ and CD8+ T cells acquire
specific lymphokine secretion potentials during thymic maturation. Nature.
353:68-71.

29.- Hayakawa, K., Lin, B.T. and Hardy, R.R. . Murine Thymic CD4+ T cell
subsets: a subset (ThQ) that secretes diverse cytokines and over expresses the
VB8 T cell receptor gene family. J. Exp. Med. 1992; 176:268-74.

30.-Sumida, T., Sakamoto, A., Murata, H., Makino, Y., Takahashi, H., Yoshida, S.,
Nishicka, K., lwamoto, | and Taniguchi, M. Selective reduction of T cells bearing
invariant Va24 JuzQ antigen receptor in patients with systemic sclerosis.
J.Exp.Med. 1995; 182:1163-68.

LA
=



31.-Wilson, S.B., Kemt, S.C., Patton, K.T., Orban, T., Jackson, RA., Exley, M.,
Porcelli, S., Schatz, D.A., Atkinson, M.A., Balk, S P., Strominger, J.L. and Hafler,
AD. Extreme Th1 bias of invarant Va24JaQ T cells in type 1 diabetes. Nature.
1998; 391:177-181

32.-Bengalagha, K., Weiss, A, Beavis, A, Teyton, L. and Bendelac, A. in vivo
identification of glycolipid antigen specific T celis using fluorescents CD1d
tetramers J.Exp.Med. 200C; 191:1895-1803.

33.-Matsuda, J.L., Naidenko, C.V., Gapin, L., Nakayama, T and Taniguchi, M.
Tracking the response of natural killer T cells to a glycolipid antigen using CD1d
tetramers. J.Exp.Med. 2000, 192:741-754.

34- Karadimitis, A., Gadola, S., Altamirano, M., Brown, D., Woalfson, A,
Klenerman, P., Chen, J.L.Koezuka, Y., Roberts, | A., Price, D.A. Dusheiko, G,
Midlistein, C., Fersht, A, Luzzatto, L and Cerundolo, V.. Humman CD1d-glycolipid
tetramers generated by in vitro, oxidative refolding chromatography. Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 2001; 98:3294-3298.

35.-Kronenberg, M. and Gapin, L.. The unconventional lifestyle of NKT cells. Nat.
Rev Immunol. 2002; 2:557-568.

36.- Pawson, T and Scott, J.D. 1897. Signaling Through Scaffold, Anchoring, and
Adaptor proteins. Science 278:2075-208C.

37.-Fanning, A.S and Anderson, J.M. PDZ domains: fundamental building blocks
in the organization of protein complex at the plasma membrane. J Clin. Invest.
1999; 103:767-772.

38.-Miyahara, M. Nakanishi, H., Takabashi, K., Satoh- Horikawa, K., Tachibana, K
and Takai Y Inetraction of nectin with afadin is necessary for it's clustering at
cell-cell contact sites but not for its cis dimerization or trans interaction J. Biol.
Chem. 2000; 275:613-618



39.- Momose, Y., Honda, 7., lnagaki, M., Shimizu, K., Ine, K., Nakanishi, H and
Takai, Y. Role of the Second immunoglobulin-ike loop of nectin in celi-ceil
adhesion. Biochem. Biophys. Res. Common. 2002; 293:45-49

40.-Yasumi,M., Shimizu, K., Honda, T., Takeuchi, M and Takai, Y. Role of each
Immunoglobulin-like loop of nectin for its cell-celi adhesion activity. Biochem.
Biophys.Res.Commun. 2003; 302:61-66.



St SOCIEDAD MEXICANA DEINMUNOLOGIA AC
D Cion Sanzabez-Hoedty
Prodiesa
Dra. oy Estruds (acve
Vkoprdeaty Wxe D.F. g 20 de mavoo de 2000
T, e e Lagpas- Lot
Sereeris- Tasrws
Dra Glacts Swldeciha
Sab-Secreri Tearer

Solrmado AEcriat
P reeEr ok EsE [ONGGCD Ma pAFMIET MO o csted ae & comld gecbfios 22 sl

Longrezo Ma-oral de Pmrars 'yf‘..q.v-semmu‘( i Crocac de Chmudza Tnoce 2al s
o oy a2 20 £ 2eerhot atecdar SU RSP ALe qUsth TEg e de B siale e A

Con ndlmers de resumaen 04 13, Taler 4.4, Presemacion oral, Serd dissmms
en b comids académica en b mesal® 10, Deberd presentarse enla sesicn
de colreiss 13 Gel 3 de FRryeo Go 3006 oo 11:30 3 13 hes!

EVALUACION DE LA EXPRESHOH DE LA PROTEMA CRTAM EH LESIOHES
DE LA PEL

L ez~ seeT 2 e\aﬁ.fu—ﬁzﬂ‘ﬂ..i.“' F"’ .—Lq:

WHaice, CF.4 _:r;e-*u:”s

F,“\‘E—’T‘-’J‘K}b;? Er:zru‘x ey Canoar Bedf.Ee, B, Beshesda US2

L33 ¢oeans Matimend 4 kvatin a ceho 5io ootz e & antariec nroesars. Lt
senotarelaTIoy VAT 0 en & [t el COrgress vk $OFS Sea™ TS Lo Gt S fiEn
nCOOESTGA eTORES o o) a2 feshas Ot esnata SN CEFR. j & Ll 2250 d2
Srecantatidn e tal or W oM WESETRD

L8 sopnareation oy Tokg 23l s g gut & TRACS LG 3£ ) aRTES St 0TS
A en e Donged

£ o) vBT B FeteTs ATEns O PV ENDON [OME 208 BRSA & ESsms st drolcatad 4
Tosrarca & oha 8 dr mevs 21 T Bremadero de ke Barancas o Cibie.

SaEThaTe,

/\\
rs by
! )
! S N
1 lﬂ/]\ﬂ/\
T Césarixzdel Bona
FreRCET SO0 edor Hen cone de et e et

..efe & Ia Uratad gt e 20 R G R 8 R gl

59



2005, aBo del Bicanlenaris del natallck del Benamirito de las Américas
Don Benito Juirez Garcia”

17 ce fgosto dy 2026
Chgo ro, 653 BS 62 25037

Barenkca Sanchez Arellano
M55

Estimads nvesmgadarial:

Tenge 4 agrads £ srfprmarle que L Cetn dimacifn du Imvastigac-on en Sakd ~acbd 752 resimenes pard &
XN Foro M Ze irwesticacin en Sahed. La semcciin de ks trabajos sa Zevd 2 cabo despuis deoun
cwrdadess procere dr evaeascdn poT FATES, SAAN0R slegides 253 de wics con las o Fcacres mis alas er
CAZE UAC CP G5 SBMPAE TR COTWKIMRTIO de MU S Jiudsh e lnverbgacion,

M perims falioitare sersua su wabajs fue acepryde con sivare e cxrte! 16, v ‘2 Tafar T o jue Ik presarsa2
€ mszoi Mo 1 sue se | avars 2 cake o ¢’ Mlércotes 20 de las 3:30 2 las 11130 hrs.

Como as de su conofments. e Farn oe Fevard a cabe dal 13 al 22 de resciambra c4l p-erents afo an
Ce=try Vicacsonal Castspec, Hoiglos. Loe Investigaderss con wabajo azeciada, coWaran <on borpedije v
Emetes du-anma tode o evente, 38 toTe bransporiacda Co. de Ménico - Daxtanrec - <o, ce MxLs ern
artobioses aue zaldoin dal CHM 5'gke EXT.

srdamor que BS MeCE1Are JuA regitlre su asshenca 1 amte #Yenis €0 la sguente <oreclion di Intemat:
Ay TEr o M ey R £ D% s s Akl d 2008

25 wisme, le iformamss qua s fecha limitz para o regisre =3 & 25 da sgorts £ presenta alo y Gue la
Fecha Fr_ca pare cancHar o hackr tamkeos 35 al 05 de sapsexhie,

Atentamente,

DR. JOSE DANTE AMATO MARTINEZ
Coordinader ca investigacdr on Saius
Priscerte ¢zl Comad Organizader

G I3 RT o M




	Portada
	Abreviaturas 
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Justificación
	6. Objetivos
	7. Diagrama de Flujo
	8. Material y Métodos
	9. Resultados
	10. Discusión de Resultados
	11. Conclusiones
	12. Perspectivas
	13. Figuras
	14. Bibliografía

