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1. RESUMEN

La micosis fungoide (MF) es el linfoma cutdneo mas comun. Consiste en una
neoplasia de linfocitos T CD4+ localizados preferentemente en la epidermis. Es
una enfermedad de progresion lenta; en etapas tempranas se presentan lesiones
en forma de placa, que pueden invadir el 95 — 100% de la superficie corporal
(eritrodermia) o puede progresar a etapas avanzadas con la presencia de tumores
cutaneos.

Se ha propuesto un patron de citocinas tipo Thl en etapas tempranas de la
enfermedad, que cambia hacia un perfil tipo Th2 al progresar la enfermedad, sin
embargo, no ha habido estudios robustos que demuestren de manera concluyente
dicho cambio de perfil.

Por otro lado, el factor de transcripcion YY1, tiene un papel importante en
procesos fisiolégicos normales como diferenciacion celular, replicacion y
proliferacion celular, ya sea a través de la activacion o represion de genes
relacionados con dichas funciones. También se ha estudiado la funcién de YY1 en
la biologia de distintos tipos de cancer, en los que se ha demostrado que la sobre-
expresion y/o activacion de dicho factor de transcripcibn esta asociada con
procesos carcinogénicos como proliferacion celular descontrolada, metastasis,
resistencia a estimulos apoptéticos y tumorigénesis.

Recientemente se describié que el factor de transcripcién YY1 es importante en la
diferenciacion de los linfocitos T CD4+ hacia un perfil tipo Th2, ya que promueve la
expresion génica de citocinas a través de la regulacion del locus Th2 y su
interaccion con el factor de transcripcion GATA-3.

Con base en estos antecedentes se analizé la expresidon de las citocinas IFNy e
IL-4 y del factor de transcripcion YY1 mediante la técnica de inmunohistoquimica
en biopsias de lesiones cutaneas de pacientes con MF en diferentes etapas de la
enfermedad. Se encontré una disminucién significativa de la expresién de IFNy al
progresar la enfermedad. Ademas, se observdé un aumento significativo en la
expresion de IL-4 al progresar la enfermedad y el mismo comportamiento en la
expresion de YY1. También por medio de una tincion doble, para YY1 e IL-4, se
encontré que la célula que sobre-expresa YY1 también expresa IL-4. Al realizar un
analisis de correlacion entre la expresion del factor YY1 y las citocinas IL-4 e IFNy,
se encontro una correlacion positiva entre la expresion de YY1 e IL-4, lo que nos
sugiere que el factor YY1 podria estar regulando el cambio de respuesta hacia un
perfil Th2 en etapas progresivas y esto es importante ya que se podria explicar la
perdida de la inmunovigilancia lo cual podria favorecer la progresion de la
enfermedad.




2. MARCO TEORICO

2.1. La piel en el sistema inmune

La piel, como la interface entre el organismo y el medio ambiente, proporciona una
primera linea de defensa en contra de patégenos microbianos y agentes fisico-
quimicos. La inmunovigilancia de un érgano tan grande y expuesto, representa un
reto Unico para las células efectoras del sistema inmunitario. Si la respuesta es
inadecuada pueden surgir infecciones o algun tipo de neoplasia, pero si la
respuesta inmunitaria es excesiva el sujeto puede desarrollar inflamacion crénica;
lo cual a su vez también puede promover el surgimiento de neoplasias, y
autoinmunidad. Por lo tanto, los mecanismos de defensa y los mecanismos de
tolerancia deben de estar debidamente reguladas para lograr la homeostasis del
sistema inmunitario en la piel, permitiendo que las respuestas sean propiamente

ajustadas ante diversos retos?.

La piel humana tiene dos principales compartimientos: la epidermis y la dermis. La
epidermis es el compartimiento mas externo y contiene cuatro estratos; el estrato
basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato corneo. Las células
especializadas de éste compartimiento son los melanocitos, productores de
melanina y las células de Langerhans, las cuales son las células inmunitarias
residentes en la piel mas abundantes. También se encuentran las células T,

principalmente T CD8+1,

La dermis cuenta con wuna gran diversidad celular. Contiene células
especializadas, entre las cuales estan las células dendriticas, linfocitos T CD4+

cooperadores, linfocitos T yd y células NKT. Ademas también estan presentes




macrofagos, células cebadas y fibroblastos. La dermis es drenada por los
conductos linfaticos y vasculares, a través de los cuales las células que migran

pueden circular entre la piel, los nédulos linfaticos y la circulacion periférica®.

Una funcion esencial de la piel es mantener la accion coordinada entre células
epiteliales y del sistema inmunitario para generar respuestas adecuadas ante los
diversos insultos fisicos-quimicos y microbiolégicos manteniendo la homeostasis
del tejido, por lo que es fundamental que las respuestas inmunes efectoras en la
piel sean debidamente ajustadas. Una poblacion celular que participa de manera
activa en la homeostasis de este 6rgano son los linfocitos T, ya que son
esenciales en la defensa contra diferentes patégenos y en la regulaciéon de las
respuestas inmunes, pero también pueden actuar como perpetuadores de

diversas patologias cutaneas?.

2.2. Diferenciacion de los linfocitos T CD4+ en linfocitos efectores Thly Th2

Los linfocitos T efectores se caracterizan por su capacidad para expresar
moléculas de superficie y secretar citocinas que activan otras células. En la piel
constituyen una poblacion importante de alrededor de 2 x 100 células T
residentes, que son mas del doble de los que se encuentran en sangre periférica.
La activacion de los linfocitos T y su diferenciacion en células efectoras y memoria
requieren el reconocimiento del antigeno, coestimulacion y citocinas que producen
los propios linfocitos T y las células presentadoras de antigeno (CPA) y otras

células en el lugar del reconocimiento del antigeno®.




El antigeno es la primera sefal necesaria para la activacion de los linfocitos, lo
gue asegura que la respuesta inmune resultante sea especifica. Los linfocitos T
CD4+ y CD8+ reconocen complejos péptido-MHC mostrados por las CPA.
Ademas del reconocimiento por el TCR de los péptidos mostrados por las
moléculas del MHC, otras proteinas de superficie del linfocito T participan en el

proceso de activacion de este linfocito, como las moléculas de coestimulacion®.

Las moléculas de coestimulacion representan la segunda sefial para la activacion
del linfocito T. Sin la coestimulacion, los linfocitos T no responden al reconocer al
antigeno y mueren por apoptosis, o entran en un estado de falta de reactividad
llamado anergia. La via de coestimulacion mejor caracterizada en la activacion del
linfocito T es aquella en que interviene el receptor de superficie del linfocito T
llamado CD28, que se une a las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86
expresadas en las CPA activadas, de esta manera las sefiales del CD28 cooperan
con el reconocimiento del antigeno para iniciar las respuestas de los linfocitos T
virgenes, induciendo vias de transmision de sefiales que potencian o actlan junto
con las sefales del TCR para estimular la expresion de proteinas de
supervivencia, citocinas y receptores para citocinas, para promover la proliferacion

celular e inducir la diferenciacién hacia las células efectoras y memoria®.

Las tercera sefal de activacion, constituida por las citocinas induce en los
linfocitos la transcripcién de genes que permite la diferenciacion hacia distintos
perfiles con funciones especializadas. Es asi como las citocinas producidas en las
respuestas inmunitarias innata y adaptativa promueven la diferenciacién de los

linfocitos T virgenes CD4+ en linfocitos Thl, Th2, Thl7 o Treguladores. Con la




activacion continua se producen cambios epigénicos, de forma que los genes que
caracterizan cada perfil, entre ellos los de citocinas, son mas accesibles para la
activacion y mientras que los genes correspondientes a otros perfiles de
diferenciacion se hacen mas inaccesibles. Debido a estos cambios, el linfocito T
diferenciado se compromete progresivamente en una via especifica. Las citocinas
producidas por cualquier perfil dado promueven el desarrollo de este subgrupo e

inhiben la diferenciacion hacia las subpoblaciones CD4+4.

Para fines de este trabajo nos enfocaremos en los perfiles de diferenciacion Thly

Th2, asi como la regulacion entre estos.

Diferenciacién Th1l. El factor de transcripcién T-bet es un miembro de la familia
T-box y se considera el regulador maestro de la diferenciacion Thl. La expresion
de T-bet se induce en los linfocitos T CD4+ virgenes en respuesta al antigeno y al
interferon gama (IFNy). El IFNy activa el factor de transcripcion STAT-1, que a su
vez estimula la expresion de T-bet. T-bet promueve entonces la produccion de
IFNy a través de una combinacion de una activacion directa del gen del IFNy y la
induccion de la reestructuraciéon de la cromatina del locus del IFNy. La interleucina
12 (IL-12) contribuye al compromiso Thl al unirse en receptores situados en los
linfocitos T CD4+ estimulados por el antigeno y activar el factor de transcripcion

STAT-4, que potencia alin mas la produccién de IFNy4.

La diferenciacion hacia un perfil Thl permite una respuesta inmune efectora contra
patogenos intracelulares y contra células neoplasicas. El IFNy en la respuesta

anti-neoplasica puede aumentar la expresion de las moléculas de clase | del MHC




por las células tumorales y la sensibilidad a la lisis por los linfocitos T citotoxicos.
El IFNy también puede activar a los macrofagos para que destruyan a las células
tumorales. La importancia del IFNy en la inmunidad antitumoral la demuestra el
hallazgo de un aumento de la incidencia de tumores en ratones con una
inactivacidn génica que carecen de esta citocina, del receptor para el IFNy o de

componentes de la cadena de transduccion de sefales del receptor para el IFNy®.

Diferenciacion Th2. GATA-3 es un factor de transcripcion que actia como un
regulador maestro de la diferenciacion Th2 y que aumenta la expresion de los
genes de citocinas Th2, IL-4, IL-5 e IL-13, que se localizan en el mismo locus
génico. GATA-3 interactla directamente con los promotores de estos genes y
también mediante la reestructuracion de la cromatina, lo que abre el locus para
que sea accesible a otros factores de transcripcién. La diferenciacion Th2 se
desarrolla en respuestas a parasitos protozoarios o helmintos. En contraste con
los linfocitos Th1, la dominancia de una respuesta Th2 en los tumores se relaciona

con prondstico pobre en la mayoria de los casos*.

Cada perfil de células efectoras diferenciadas produce citocinas que promueven
su propio desarrollo y pueden suprimir el desarrollo de las otras subpoblaciones de
linfocitos. El IFNy secretado por los linfocitos Th1 promueve una mayor
diferenciacion Thl e inhibe la diferenciacion de linfocitos Th2. De forma anéaloga,
la IL-4 producida por los linfocitos Th2 promueve la diferenciacién Th2 y el factor
de transcripcién GATA-3 inhibe la expresiéon de la cadena transmisora de sefiales
del receptor para la IL-12. Este antagonismo Th1-Th2 puede explicar la asociacién

de Th2 con prondstico pobre en cancer. Al predominar este tipo de respuesta, se




inhibe la produccién de citocinas Thl lo que lleva una pérdida de la

inmunovigilancia y de la respuesta anti-neoplasica®.

Debido a la importancia de la diferenciacion de los linfocitos T en la regulacion de
la respuesta inmunitaria en condiciones de homeostasis y patologicas, los
mecanismos que intervienen en este fenOmeno son un campo activo en
investigacion. En los dltimos afios se han encontrado nuevos factores que regulan

esta funcion entre ellos se encuentra el factor de transcripcion Yin Yang-1.

2.3. Factor de transcripcién Yin-Yang-1 (YY1)

Yin-Yang-1 (YY1) es un factor de transcripcion expresado de manera ubicua, cuya
region con dedos de Zinc le proporciona los dominios de union a DNA. Este factor
se caracteriza por tener un papel fundamental en procesos biol6égicos normales
como diferenciacion, replicacién y proliferacion celular. YY1 ejerce sus efectos en
genes involucrados en estos procesos a través de su habilidad para iniciar, activar,
o reprimir la transcripcion dependiendo de los estimulos recibidos por las células y
por su asociacién con otros factores celulares. Los mecanismos de accién de
dicho factor incluyen la activacion o represion directa mediante la unién al sitio
promotor, la activacion o la represion indirecta a través del reclutamiento de
cofactores, o la activacion o represiéon por la interrupcién de sitios de unién o por

cambios conformacionales del DNA1°,

La importancia fisiologica de la actividad de YY1 ha sido aplicada en modelos de
biologia de distintos tipos de cancer. La mayoria de los datos son consistentes con

la hipotesis que indica que la sobreexpresion y/o activacion de YY1 esta asociada




con la proliferacion celular descontrolada, resistencia de estimulos apoptoticos,
tumorigénesis y potencial metastasico. Los mecanismos moleculares que han sido
investigados indican que esto se debe a una bajo-regulacién de la actividad de
p53, alteracion en la expresion de NF-kB, regulacién tanto de los genes como de
los productos génicos de muerte y la uniéon diferencial de YY1 en presencia de
mediadores inflamatorios'? 11,.Sin embargo recientemente se describié su papel en
la actividad del sistema inmunitario, regulando la diferenciacion de los linfocitos T

CD4+12,

Anteriormente, se habia estudiado la capacidad de YY1 de activar o reprimir
genes relacionados con el sistema inmune, sin embargo hasta hace poco se
desconocia su papel en la regulacion de la diferenciacion de los linfocitos.
Inicialmente se describié que algunos genes como tbx21, il4, il5, ifng e il13
contienen sitios consenso de unién para YY1, sin embargo se desconocia si este
factor podria funcionar como activador o represor de estos genes. En un modelo
de asma utilizando linfocitos provenientes de ratones heterocigotos (yyl*-) se
observé menor expresion de IL-4 y menos inflamacién alérgica, comparado con el
fenotipo silvestre'?. Por otro lado, se demostré6 que en una linea celular de
linfocitos T, la sobre-expresiéon de YY1 disminuye la funcion del promotor de tbx21
actuando como represor de la respuesta Th1?°. En un estudio reciente se describié
que YY1 es necesario para la modificacion de la cromatina, ya que se ha visto que
interactia con algunos factores modificadores de la cromatina como; histona
acetiltransferasas, histona deacetilasas, histona metiltransferasa. Por lo que al

interactuar con alguno de estos factores puede modificar o remodelar el locus de
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citocinas Th2. Otra funcidon importante del factor YY1 es que puede mediar las
interacciones entre la region de control del locus Th2 y los promotores de genes

de citocinas Th210. 12,

Ademas, se demostré que YY1 puede reclutar al factor de transcripcion GATA-3
en el locus de citocinas Th2 favoreciendo la transcripcion del locus Th2. Hwang et.
al han mostrado que YY1 y GATA-3 coinmunoprecipitan en células que sobre-
expresan estas dos proteinas, las cuales se colocalizan en células Th2, lo que
sugiere una asociacion fisica entre ellas. Estudios cinéticos de union de proteinas
muestran que YY1 se une al locus Th2 aproximadamente de 12-24 horas antes de
la unién de GATA-3. Por lo cual YY1 se ha sugerido como un factor necesario y
critico para la diferenciacion Th2 por cooperacion con GATA-3 y por modificacién
de la cromatina e interacciones cromosdmicas'?. Lo cual ayuda a elucidar el
proceso fundamental de la diferenciacién de células T cooperadoras, informacion
que puede ser utii en el desarrollo de una estrategia terapéutica para

enfermedades mediadas por células Th2.

Este novedoso mecanismo de regulaciéon de la diferenciacion de los linfocitos T
CD4+ podria tener implicaciones importantes en la patogénesis de enfermedades

en las que participen linfocitos Th2.

2.4. Micosis fungoide

El linfoma cutaneo de células T comprende un complejo de desordenes con varias
consideraciones, manifestaciones y cursos clinicos. La micosis fungoide (MF) es

una neoplasia de linfocitos T CD4+ que se localizan preferentemente en la

11
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epidermis, es el linfoma cutaneo mas comun y se caracteriza por su progresion
lenta. La enfermedad se presenta con lesiones en forma de manchas o placas en
areas definidas de la piel, las lesiones de placa de MF tienen predileccién por
areas que no estan expuestas al sol (por ejemplo; gluteos, muslo, y pecho),
aunque cualquier area de la piel puede ser afectada. Las placas pueden mostrar
hipopigmentacion o hiperpigmentacion, y petequia, asi como también una variedad
de tropismos en los cuales las células se acumulan en areas especializadas de la

epidermis, llegando a formar los llamados microabscesos de Pautrier!3,

La piel de pacientes con micosis fungoide puede mostrar areas poco definidas de
eritema, aparentemente surgidas de manera espontanea o conforme la
enfermedad va progresando. Cuando el eritema alcanza un punto de
predominancia en mas del 80% del area superficial, la enfermedad evoluciona
hacia una etapa que es llamada micosis fungoide eritrodérmica. Finalmente, la
enfermedad puede evolucionar o no hacia una etapa tumoral. Los tumores
cutaneos pueden surgir de pacientes con MF en fase de placa o eritrodermia. Los
tumores estan caracterizados por una fase de crecimiento exagerado, resultando

en el desarrollo de lesiones elevadas y frecuentemente ulcerantes®s.

12
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Figura 1. Diversas manifestaciones cutaneas de micosis fungoide. A MF placa. B
MF Eritrodermia. C. MF Tumor (Girardi, et al. 2004)

Los principales hallazgos histolégicos en placas de micosis fungoide representan
algunas caracteristicas importantes de la enfermedad. Un infiltrado linfocitico en la
dermis superficial, con linfocitos migrando entre queratinocitos epidérmicos, define
el llamado epidermotropismo que caracteriza a este linfoma!3. Los linfocitos
pueden mostrar grados variados de atipia (pleomoérficos, hipercromaticos y de
nucleo irregular). Ademas del estudio histolégico de rutina, la tincion de una
biopsia de piel con un panel de marcadores de linfocitos es utilizado para hacer un

diagnéstico de la enfermedad.
2.4.1. Produccién de citocinas en MF

Los linfocitos T activados en micosis fungoide tienen la capacidad de cambiar la
expresion de moléculas sefializadoras y varias citocinas, que efectian funciones
especificas benéficas o por otro lado, median funciones inflamatorias. El analisis
de las células clonales en biopsias de piel y en muestras de sangre periférica de
pacientes con linfoma cutaneo de células T han mostrado la expresién de varios
marcadores de activacion, como lo son CD45R0, antigeno nuclear de proliferacion

celular (PCNA) vy el receptor para IL-2 (CD25)4.

13
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Después de la estimulacion del receptor de IL-2, en las células T activadas se da
la fosforilacién de algunas proteinas de sefializacion intracelular; por ejemplo, de
la molécula STAT-3, y se ha visto que en una linea celular obtenida de una biopsia
de piel de un paciente con MF, la activacion constitutiva de ésta molécula
contribuye a que las células tumorales puedan evadir la sefializacion generada por

IFNy1S.

El cambio en la produccion de diversas moléculas sefializadoras y citocinas, junto
con la progresion lenta, contribuye a que la micosis fungoide se considere una
enfermedad inflamatoria de la piel, en la cual, las células tienen la capacidad de

producir diversas citocinas.

Las células activadas en micosis fungoide también pueden tener efectos
regulatorios sobre los linfocitos T normales. Por ejemplo, se ha demostrado por
andlisis de mRNA que en lineas celulares de linfoma cutaneo de células T las
células tumorales tienen la capacidad de producir citocinas antiinflamatorias como
interleucina 10 (IL-10) y factor de crecimiento tumoral f (TGF-B) y también
encontraron que en estas células no se expresan citocinas tipo Thl, lo cual podria
explicar la inhibiciéon de una respuesta antitumoral especifical’. Este fenémeno se
puede considerar para el riesgo incrementado de cancer secundario e infecciones

en pacientes con MF.

A pesar de gque se ha analizado con varios enfoques la produccion de citocinas en
MF, adn no existe un consenso acerca del perfil de diferenciacién dominante de

los linfocitos T en las lesiones. Por ejemplo; un estudio de ELISA realizado del
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sobrenadante de un cultivo de células de dermis y epidermis, para cuantificar la
produccion de citocinas, demostré que en etapas tempranas de la enfermedad no
hay un patréon detectable de linfocitos T CD4, ya que las células son capaces de
producir IL-4 e IFNy!8. Otro estudio realizado por PCR de material genético
extraido de leucocitos de sangre periférica y de células de biopsias de pacientes
con MF demostr6 que las lesiones cutaneas en la fase de placa, estan
caracterizadas por un perfil epidérmico de citocinas tipo Thl, ya que se detectd

mRNA de IFNy e IL-21°.

En un estudio, por analisis de microarreglos de DNA obtenido de células
mononucleares de sangre periférica, se encontré una menor expresién, con
respecto a sujetos control, de los genes especificos para la diferenciacion de las
células T CD4+ hacia un perfil Th1, por ejemplo tbx21 y txk?°. Esto coincide con lo
reportado anteriormente en células mononucleares de sangre periférica activadas
donde se observo un incremento en la produccion de interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 5 (IL-5) que frecuentemente afectan a los pacientes, especialmente
aguellos que estan en la etapa eritrodérmica. También se han reportado
diferencias entre las citocinas encontradas en las diferentes etapas de MF. Vowels
et al demostraron la presencia del mRNA de IFN en los pacientes en etapa de
placa con deteccion variable de IL-4 e IL-5 y en etapa de tumor, las dos ultimas

citocinas son siempre detectables??.

En analisis hechos por mRNA de lesiones de pacientes con MF se ha encontrado
que hay niveles incrementados de IL-4 y bajos niveles de IFNy6. La disminucion

de la expresion de IFNy y la dominancia de las citocinas Th2 podria contribuir a la
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pérdida de la inmunovigilancia en las lesiones de MF, permitiendo asi la

progresion de la enfermedad hacia una etapa tumoral.

2.4.2. Antecedentes de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica

En la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIQ) se ha explorado
la produccion de citocinas en los linfocitos T CD4+ obtenidos de las biopsias de
piel lesionada de pacientes con MF en etapa de placa. En este caso la técnica
utilizada fue citometria de flujo con el propésito de detectar las citocinas
directamente en los linfocitos T CD4+. Para esto se realizaron suspensiones
celulares de las biopsias de piel lesionada y se cultivaron en presencia de
activadores policlonales (lonomicina y acetato de forbol miristato) y de inhibidores
del transporte proteico. Los resultados obtenidos demuestran que en los pacientes
en etapa de placa, el perfil dominante de células T cooperadoras en la dermis es
de tipo Thl, ya que se encuentran mayor cantidad de linfocitos T CD4+
productores de IFNy. De manera interesante, en la epidermis se puede observar
una poblacion de linfocitos grandes con morfologia atipica que se han descrito en
la bibliografia como linfocitos neoplasicos. Estos linfocitos producen IL-4 en estado
basal y al activarlos producen tanto IFNy como IL-4. Estos resultados indican
fuertemente que las células con potencial fenotipo neoplasico producen
constitutivamente IL-4 desde las etapas tempranas. En las etapas tardias, como
los tumores, donde las células neoplasicas se encuentran en grandes cantidades
en la piel, esta produccion de IL-4 podria llevar eventualmente a la inhibicion de la
respuesta Thl. Por lo que resulta esencial determinar cual es perfil de

diferenciacion de linfocitos T CD4 en las etapas tardias de la enfermedad.
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Por lo tanto, en este trabajo exploramos el perfil de diferenciacion de linfocitos Thl
o Th2, a través de las citocinas IFNy e IL-4 en biopsias de pacientes con MF en
diferentes etapas de la enfermedad. También estudiamos la expresion del factor
de transcripcion YY1 como posible candidato en la regulacion de esta
diferenciacion, ya que es importante determinar el perfil de diferenciacion que se
da en las diferentes etapas de la enfermedad y también es importante poder
determinar el mecanismo por el que se esta llevando a cabo dicha diferenciacion,
para asi entender la fisiopatologia de la enfermedad y poder utilizar alguna

estrategia terapéutica especifica.
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3. JUSTIFICACION

La micosis fungoide es una neoplasia de linfocitos T CD4+ que se localizan
principalmente en la epidermis. En esta enfermedad se presentan lesiones
cutaneas que progresan lentamente por lo que es probable que el sistema inmune
tenga un papel importante en el control de la neoplasia. Los linfocitos T
cooperadores tienen un rol esencial en la respuesta contra tumores. Sin embargo,
en la actualidad no existe un conceso sobre el tipo de respuesta de los linfocitos T
cooperadores en las lesiones de pacientes con MF. Antecedentes directos del
laboratorio demostraron la presencia en epidermis de linfocitos grandes atipicos,
probablemente transformados, que producen IL-4 en etapas tempranas de MF.
Estas células podrian ser las responsables del cambio en la respuesta propuesto

en MF.

Por otro lado se ha demostrado el factor de transcripcion YY1 se sobre-expresa en
algunos tipos de neoplasias y media diversas funciones carcinogénicas; asi como
también YY1 es necesario para la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ hacia un

perfil Th2.

Por lo que es importante conocer el tipo de respuesta inmunitaria en las lesiones
de pacientes con MF durante la progresion de la neoplasia, asi como también es
necesario conocer que moléculas podrian estar modulando los cambios en la
respuesta inmune en las diferentes etapas de la enfermedad. Por lo tanto,
nosotros exploramos la expresiéon de IFNy, IL-4 y YY1 en biopsias de lesiones
cutdneas de pacientes con micosis fungoide en las diferentes etapas de la

enfermedad para demostrar el perfil de respuesta dominante en las diferentes
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etapas de la enfermedad y si YY1 se encuentra regulando el perfil de los linfocitos

en MF.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de diferenciacion dominante de los linfocitos T cooperadores
durante la progresion de micosis fungoide y la posible relacion de esta

diferenciacion con la expresion del factor de transcripcion Yin Yang-1 (YY1).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar la expresiéon de las citocinas IL-4, IFNy en cortes histoldgicos de
biopsias de lesiones cutaneas de pacientes con MF en las diferentes etapas
de la enfermedad.

e Determinar la expresion del factor de transcripcibn YY1 en cortes
histol6gicos de biopsias de lesiones cutaneas de pacientes con MF y su
relacion con la progresién de la enfermedad.

e Evaluar la relacion en la expresion del factor YY1 con la expresion de las

citocinas IL-4 e IFNy.
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5. HIPOTESIS

La respuesta dominante en las lesiones cutdneas de micosis fungoide durante la
progresion sera de tipo Th2 y esta respuesta estard regulada por la expresion de

YY1

20

——
| —



6. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron cortes histologicos de biopsias de piel de pacientes con MF en
diferentes etapas de la enfermedad; placa, eritrodermia y tumor. Los pacientes
que fueron provenientes del Centro Dermatolégico Ladislao de la Pascua se
encontraban en la etapa inicial de la enfermedad, del Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI se obtuvieron los tejidos incluidos en bloques
de parafina de la etapa de tumor, y piel remanente de cirugia de individuos sin
patologia cutdnea del servicio de gastrocirugia del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, que fueron utilizados como controles en los
experimentos realizados. Es importante mencionar que a cada uno de los
individuos que participaron en el estudio se les informé acerca de todas las
cuestiones referentes a la utilizacion de sus biopsias de piel y ellos dieron su
consentimiento para participar en dicho estudio y firmaron una carta de

consentimiento.

Previo a realizar el ensayo inmunohistoquimico en los cortes histolégicos de tejido
cutdneo, se realizaron ensayos para estandarizar los anticuerpos anti-YY1, anti-
IL4 y anti-IFNy, y conocer la concentracion de anticuerpo a la cual se iba a

trabajar.

6.1. Técnica de inmunohistoquimica

Los cortes histolégicos se desparafinaron en un horno a 60 °C durante 30 minutos;
después se procedio a hidratar la muestra con 2 bafios en xilol, 1 bafio en etanol a

100%, un bafio en etanol a 90%, un bafio en etanol a 70% y un bafio en agua
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destilada. Posteriormente se realizo la recuperacion de epitopes colocando las
laminillas en vasos coplin con citrato de sodio; previamente calentado, en
ebullicion por 20 min. Concluida la recuperacién de epitopes las laminillas se
lavaron con una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) para eliminar el exceso
de citrato. Después se elimind la actividad de la peroxidasa enddgena con una
solucion de peréxido de hidrégeno en metanol a 3% por 15 min y huevamente se
lavaron con PBS. Se bloqued la union inespecifica de los anticuerpos al tejido
incubandolo 40 minutos en suero normal de cerdo a 2% utilizando una camara
hameda. Posteriormente, los tejidos se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente en cadmaras humedas con los anticuerpos anti-YY1 (1:750), anti-IL-4
(1:250) y anti-IFNy (1:250) (anticuerpo primario). Al dia siguiente se lavaron los
tejidos con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario (link universal; coctel
de anticuerpos biotinilados anti-raton, anti-conejo) en camara hiumeda durante 30
minutos y en seguida se incubaron con estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano, en cdmara humeda por 30 minutos. Posterior a esto, se procedio a revelar
mediante la adicibn del cromdgeno diamino-benzidina (DAB); la reaccion se
detuvo con agua de la llave y, para el contraste, fue tefiida con hematoxilina.
Finalmente, el tejido se deshidratd bajo el siguiente esquema: agua destilada,
etanol 70%, etanol 90%, etanol 100%y xilol en bafios de 2 minutos cada uno. Las

preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.

6.2. Andlisis de imagenes

Se capturaron microfotografias de cada uno de los pacientes y sujetos control,

utilizando un microscopio (Olympus, BX-40) y se analizdé la IOD en un éarea
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determinada de varias microfotografias de cada paciente y controles utilizando un

analizador de imagenes con el programa Image-Pro Plus.

6.3. Analisis estadistico

Los datos de IOD se procesaron utilizando el programa estadistico Prisma 5. Los
datos se presentaron mediante medias aritméticas del analisis de las
microfotografias de cada paciente. EI comportamiento de los datos se analizé con
una prueba de D’Agostino y Pearson para verificar la distribucion normal de los
datos. La evaluacion de la diferencia en la densidad de expresion de las
reacciones inmunohistoquimicas entre los grupos de pacientes pertenecientes a
las diferentes etapas de la enfermedad se realizé mediante una prueba de Mann-
Whitney. Para establecer la correlacion de los diversos parametros estudiados se

realizo el analisis de Pearson. Un valor de P < 0.05 fue considerado significativo.
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7. RESULTADOS

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas demograficas de los pacientes.
Total de Sexo Edad Tiempo de | Superficie Frecuencia del tipo de
pacientes evolucién | corporal lesiones (%)
(anos) afectada (%)
N=39 M=19 |(9-85 (2 meses — | (8.5—-100%) | Placa 74.3 %
(49%) anos) 60 afos) Promedio (29)
Promedio | Promedio |59.7 % Eritrodermia | 12.8 %
F=20 46.3 afios | 9.2 afios (5)
(51%) Tumor 12.8 %
®)

En la tabla 1 se puede observar que en los pacientes reclutados con MF la
incidencia de la enfermedad entre hombres y mujeres es similar. Esto coincide con
lo reportado en otros paises. También se puede observar que la edad de los
pacientes es muy variable y existen pacientes menores de edad. La edad
promedio de MF en Estados Unidos es de 65 afios, lo que sugiere la edad
predominante en México puede ser diferente de otros paises?®. También se puede
observar que la MF es una enfermedad de progresion lenta en la cual los
pacientes tienen tiempos de evolucion muy largos, con un promedio de 9.2 afios,

aunque se puede observar que hay pacientes con una evolucién de 60 afios.

Para determinar el tipo de respuesta inmune en las lesiones cutaneas de
pacientes con MF decidimos determinar la expresion por inmunohistoquimica de
las citocinas dominantes del perfil: para Thl; IFNy y la IL-4 para el perfil Th2, en

biopsias de piel lesionada de pacientes.
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‘Control

7.1. Expresion de IFNy en lesiones cutaneas y tejidos de piel control

En primer lugar, se decidié analizar la expresién de citocinas en las biopsias de
lesiones cutaneas de pacientes con MF. En la figura 2 se muestran
microfotografias representativas de la tincion para IFNy en tejidos cutaneos de
pacientes en las etapas de placa, eritrodermia y tumor, y en piel de individuos sin
patologia cutdnea que fue tomada como control. Se puede observar que la
expresion de esta citocina se localiza predominantemente en los infiltrados
inflamatorios de las lesiones. También, se puede apreciar una disminucion de la
expresion de IFNy conforme progresa la enfermedad, observando una mayor
cantidad de células IFNy+ en la etapa de placa y en la etapa de tumor una menor
cantidad de células positivas para esta citocina. En la figura 3 se observan los
resultados de la cuantificacién de la densidad de expresion de IFNy en los tejidos
de pacientes en las diferentes etapas de la enfermedad y de individuos sin
patologia cutanea. El resultado del analisis estadistico muestra menor expresion

de IFNy en la etapa de tumor y tejido control con respecto a la fase de placa.

——
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Figura 2. Expresion de IFNy en lesiones cutaneas de pacientes con MF en
diferentes etapas. Se muestran microfotografias representativas de la tincion
para IFNy en pacientes con MF y tejidos cutaneos control. Imagenes observadas a
un aumento de 40X.
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Figura 3. Cuantificacion de la expresion total de IFN-y en la epidermis y dermis de
las microfotografias de tejidos de piel control (blanco, n=10) y lesiones de MF
(rojo) en etapa de placa (n=27), eritrodermia (n=7) y tumor (n=5).

7.2. Expresiéon de IL-4 en lesiones cutaneas y tejidos control

Para evaluar la respuesta de tipo Th2 en las diferentes etapas de MF, se cuantifico
la expresion de IL-4. La figura 4 muestra las microfotografias representativas de la
evaluacion de la expresion de IL-4. En la tincién para IL-4 se puede observar que
la expresion de IL-4 aumenta conforme progresa la enfermedad, pudiendo
observar una mayor cantidad de células IL-4+ tanto en la dermis como en la
epidermis y siendo menor la cantidad de células positivas para dicha molécula en
la etapa de placa. También se puede observar que la expresion de IL-4, se da en

las células que tienen una morfologia neoplasica, grandes y de nucleos
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Control

Placa

irregulares. En la figura 5 se muestran los resultados del andlisis estadistico que
resulto de la tincion para IL-4 y donde se observa un aumento significativo en la
expresion de dicha citocina en la etapa de tumor con respecto a la fase de placay

con respecto a los tejidos control.
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Figura 4. Expresién de IL-4 en lesiones cutaneas de pacientes con MF en
diferentes etapas. Se muestran microfotografias representativas de la tincién
para IL-4 en pacientes con MF y tejidos cutaneos control. Imagenes observadas a

un aumento de 40X.
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Figura 5. Cuantificacion la expresion total de IL-4 en la epidermis y dermis de las
microfotografias de tejidos de piel control (blanco, n=10) y lesiones de MF (rojo) en
etapa de placa (n=27), eritrodermia (n=7) y tumor (n=5).

7.3. Expresion del factor de transcripcién Yin Yang-1 en lesiones cutaneas y
tejidos de piel control

Después de que se observé que habia un cambio de perfil dominante en la
expresion de citocinas, de un perfil Thl en etapas tempranas a un perfil Th2 en
etapas tardias, se analiz6 la expresién de YY1 debido a que es un factor que se
sobre-expresa en neoplasias y media diferentes funciones carcinogénicas, asi
como también porque es necesario para la diferenciacion de los linfocitos T CD4+
hacian un perfil Th2. La figura 6 muestra las microfotografias representativas de la
evaluacion de la expresion de YY1. Se puede observar que la expresion de dicho
factor aumenta conforme progresa la enfermedad, pudiendo observar una mayor
cantidad de células YY1+ en la dermis y en la epidermis y siendo menor la
cantidad de células positivas en la etapa de placa. En la figura 7 se muestra el
resultado de la cuantificacion de la densidad de expresion de YY1 y el analisis

estadistico nos indica que existe una diferencia significativa en la expresion de
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YY1, hubo mayor expresion de dicho factor en las lesiones de tumor con respecto

a la fase de placa de la enfermedad.
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Figura 6. Expresion de YY1 en lesiones cutaneas de pacientes con MF en
diferentes etapas. Se muestran microfotografias representativas de la tincion
para YY1 en pacientes con MF y tejidos cutaneos control. Imdgenes observadas a
un aumento de 40X.
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Figura 7.Cuantificacion de la expresion total de YY1 en la epidermis y dermis en
las microfotografias de tejidos de piel control (blanco, n=10) y lesiones de MF
(rojo) en etapa de placa (n=27), eritrodermia (n=7) y tumor (n=5).
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7.4. Expresiéon de YY1 e IL-4 por la misma célula

Los resultados anteriores sefialan que la expresion tanto de IL-4 como de YY1
aumenta conforme progresa la enfermedad, siendo mayor en la etapa tumoral.
Anteriormente se habia mencionado que YY1 puede favorecer la respuesta Th2,
promoviendo la transcripcion de citocinas como IL-4. Como primer acercamiento
para determinar si éste factor podria estar regulando la expresion de IL-4 en las
lesiones de pacientes con MF, determinamos la expresion de ambas moléculas
por medio de inmunohistoquimica doble. La figura 8 muestra una microfotografia
representativa de la tincion doble para YY1 e IL-4, en pacientes en la fase de
tumor de la enfermedad. Se puede observar que las células presentan una
morfologia atipica lo cual indica que se pueden tratar de linfocitos T neoplésicos.
También se pueden observar células atipicas dobles positivas, que expresan YY1
(café) y también expresan IL-4 (rojo), por lo cual, dichas células se ven en color

marron.
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Figura 8. Microfotografia representativa de la tincion doble para YY1 (café) e IL-4
(rojo). La flecha indica células doble positivas. Imagenes observadas a un
aumento de 100X.

7.5. Correlacién entre la expresion de YY1y la expresion de IL-4.

Ya que YY1 e IL-4 se expresan en la misma célula, dicho factor de transcripcion
podria estar favoreciendo la expresion de IL-4. Para fortalecer este hallazgo,
determinamos la relacion entre estas dos moléculas en los pacientes con MF en
las diferentes etapas. La figura 9 muestra el analisis de correlacion entre la
expresion total de YY1 y la expresion total de IL-4, pudiendo observar que hay una
correlacion positiva, estadisticamente significativa, lo cual nos indica que al

incrementar la expresion del factor YY1, también incrementa la expresion de IL-4.

Los resultados anteriores confirman una dominancia de IFNy y la presencia de
células que presentan una morfologia tumoral tipica y las cuales producen
predominantemente IL-4, en la etapa de tumor estas células predominan en las
lesiones. Por otro lado YY1 se sobre-expresa en las lesiones de MF, siendo mayor
su expresion en la etapa tumoral y dicha expresion correlaciona con la expresion
de IL-4; lo que indica que el factor de transcripcion YY1 podria estar regulando la

expresion de estas citocinas y favoreciendo la respuesta Th2 en MF.
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Figura 9. Analisis de la dispersion y correlacion entre la expresion de YY1y la IL-4
en la dermis de los pacientes con MF.
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8. DISCUSION

La micosis fungoide es una neoplasia de progresion lenta, ya que los pacientes
pueden permanecer con lesiones en forma de placa de bajo grado durante meses
o afios antes de progresar a formas mas avanzadas (tumores cutaneos). Esto
indica fuertemente que existen mecanismos del sistema inmunitario que se
encuentran controlando la progresién de la enfermedad. Una de las células
efectoras inmunitarias que participan de manera importante en la inmunovigilancia
contra tumores son los linfocitos T CD4+. En este trabajo se estudi6 la respuesta
inmunitaria dominante durante las diferentes etapas de progresion de la
enfermedad. Observamos una disminucion en la expresion de IFNy conforme
progresa la enfermedad. Por otro lado observamos que tanto la expresiéon de IL-4
como del factor de transcripcion YY1 aumenta con la progresion de la enfermedad.
De manera destacada se encontré una correlacién positiva entre YY1 e IL-4, lo
que indica fuertemente que YY1 podria estar regulando la expresion de esta

citocina.

Para el presente estudio se utilizaron tejidos parafinados de biopsias de lesiones
cutdneas de pacientes con MF en etapa de placa, eritrodermias generalizadas y
tumores cutaneos. Encontramos que la expresion de IFNy es mayor en la etapa de
placa y disminuye en las etapas mas progresivas de MF, y esto nos indica que en
etapas iniciales de la enfermedad hay una dominancia del perfil Th1l. Sin embargo,
cabe mencionar que en el tejido puede haber otras células que pueden estar
produciendo IFNy. Esto coincide con los estudios de mRNA realizados por Vowels

et al, en los cuales en etapas tempranas de la enfermedad hay un aumento en la
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expresion de IFNy y por lo tanto una dominancia de linfocitos Thl; es importante
decir que el estudio antes mencionado se realizé en biopsias de piel lesionada de
pacientes con MF. Y por otro lado, los resultados antes descritos contrastan con lo
que se habia reportado por andlisis por ELISA, en donde no hay un perfil
dominante de células T y se puede detectar tanto IFNy como IL-4. (Harwix, et al).
Dicha expresion de IFNy se da en los infiltrados linfociticos lo que apoya que
podria ser una respuesta reactiva a la neoplasia. También es posible que la
dominancia de este tipo de respuesta sea responsable de que los pacientes que
se encuentran en la fase de placa puedan permanecer por afios sin progresar a

las etapas méas avanzadas de la enfermedad.

Los resultados coinciden también con resultados previos de la UIMIQ en los que
se obtuvieron células de la piel de pacientes en etapas tempranas y se activaron
ex vivo. Al activar se observd una mayor frecuencia de linfocitos T CD4+ que
producen IFNy en la dermis. El IFNy que nosotros detectamos en las lesiones
puede provenir de estos linfocitos, sin embargo es probable que también otras
células, como CD8 o NK, se encuentren produciendo esta citocina. Por otro lado,
en la epidermis se detectaron linfocitos neoplasicos que producen IL-4
constitutivamente. Estos resultados sostienen que el perfil dominante en etapa
temprana es Thl. Sin embargo aun no se habia realizado un estudio robusto en el
que se estudiaran estas citocinas en etapas avanzadas de MF y se compararan

con las etapas tempranas.

En este trabajo se encontré que hay un aumento en la expresién de IL-4 conforme

progresa la enfermedad. Lo anterior descrito, concuerda con lo que esta reportado
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en la literatura, en donde se detecta IL-4 en tumores, (Vowels, et al); cabe

mencionar que estos estudios se hicieron por analisis de mRNA.

Es importante mencionar que las células productoras de IL-4, son células
neoplasicas con morfologia atipica, lo que concuerda con los antecedentes del
laboratorio donde se observdé en etapas tempranas de la enfermedad la
produccion de IL-4 en linfocitos T CD4+. Por lo que es posible que en la etapa de
tumor, estas células sean las predominantes en las lesiones y provoque que la

respuesta dominante sea Th2.

Ademas se observd que la expresion de YY1 aumenta conforme progresa la
enfermedad. Esto puede estar relacionado con lo que se ha reportado en otras
neoplasias donde YY1 media funciones carcinogénicas, lo que permite que las
células tumorales proliferen de manera descontrolada, sean resistentes a
estimulos apoptoéticos, entre otras caracteristicas (Gordon, et al). Por lo tanto, la
sobre-expresion de YY1 en MF podria estar regulando funciones que favorecen la
neoplasia, como se ha reportado en un linfoma de células B, en el cual la sobre-
expresion de YY1 se ha asociado con la transformacion de las células B y la

progresion de la enfermedad en dicho linfoma?3.

También se demostrd por medio de inmunohistoquimicas dobles, que en la célula
que se expresa YY1 también se detecta la expresion de IL-4 y dichas células son
de morfologia anormal, de gran tamafio y con nucleos irregulares. Esta reportado
gue YY1 se sobre-expresa en neoplasias y esta asociado con la progresion de la

enfermedad y la transformacion celular. Por otro lado, se ha demostrado que YY1
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es un factor de transcripcion importante para la diferenciacion de los linfocitos T
CD4+ hacia un perfil Th2, debido a que genera interacciones intracromosomales y
remodelacion de la cromatina en el locus de citocinas Th2, asi como también por
el reclutamiento del factor de transcripcion GATA-3 en el locus Th2'2. Por lo tanto,
este resultado indicaria que YY1 podria estar regulando la diferenciacion hacia un

perfil Th2 que se observa al progresar la enfermedad.

Un resultado contundente que indica que YY1 pudiera estar mediando dicho
cambio de perfil, es en donde la expresion total de YY1 correlaciona de manera
positiva y significativamente con la expresion de IL-4 al progresar la enfermedad.
Ademas se ha reportado que YY1 suprime la expresion de IFNy al inhibir la union
de AP-1 al promotor de IFNy?*. Esto apoya la evidencia encontrada de que al
aumentar la expresion de YY1, aumenta la de IL-4 pero no asi la de IFNy. Sin
embargo en este trabajo no se encontro relacién entra la expresion de YY1 e IFNy.
Esto se puede deber a que como se habia mencionado, es posible que otras
células se encuentren expresando esta citocina en etapas tempranas. Ademas, el
aumento en la produccion de IL-4 en etapas avanzadas podria estar inhibiendo
directamente la respuesta Thl, como parte de los mecanismos de evasion

tumoral®.

Con los resultados anteriores se confirma que en las lesiones cutaneas de
pacientes con MF hay un cambio de respuesta de Thl a Th2 al progresar la
enfermedad y se propone que el factor de transcripcion YY1 pudiera ser el
responsable de dicho cambio de perfil. Lo cual es importante porque la produccion

deficiente de IFNy y la dominancia de citocinas Th2 pudiera ser la responsable de
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la pérdida de la inmunovigilancia en lesiones de MF, permitiendo la progresion del

tumor.

Estos hallazgos podrian ser Gtiles para que en un futuro se pueda desarrollar una
estrategia dirigida hacia el factor YY1 como un marcador de progresion de la

enfermedad o como blanco terapéutico.
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9. CONCLUSIONES

En etapas tempranas de MF se detectd un perfil mixto de citosinas,
mediante la expresion de IFNy y de IL-4. La expresion de IFNy se observo
principalmente en los infiltrados linfocitarios y la expresion de IL-4 se
observoé en las células grandes atipicas con morfologia anormal. Por lo que
la respuesta Thl se encuentra controlando la progresion de la enfermedad,
ya que favorece la respuesta inmunitaria antitumoral y la respuesta Th2
provoca una pérdida de la inmunovigilancia, debido a que se inhibe la
respuesta Thl, lo que provoca que la enfermedad progrese a etapas
avanzadas y se asocie con un mal prondstico.

Hay un aumento en la expresion de YY1 conforme progresa la enfermedad
y esta expresion correlaciona de manera positiva con la expresion de IL-4,
por lo que YY1 podria estar favoreciendo la expresion de esta citocina en
las células neoplasicas.

En lesiones cutaneas de MF, las células productoras de IL-4 predominan en
la progresion a la fase tumoral de la enfermedad, dicho predominio esta
favorecido por la expresion de YY1, por lo tanto proponemos al factor YY1
como posible responsable del cambio de respuesta en la progresion de
pacientes con MF.

Proponemos a YY1 como potencial marcador de progresién y/o blanco

terapéutico para este linfoma
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