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Rol de Receptores de Tipo Toll en la infección con el Virus del Tumor 

Mamario Murino  

 

 

El Virus del Tumor Mamario Murino (MMTV) es un retrovirus transmitido durante la 

lactancia que utiliza al sistema inmune del huésped para establecer la infección. La acción del 

superantígeno viral sobre las células T cumple un papel importante en la relación establecida entre 

el virus y el sistema inmune adaptativo. En este trabajo hemos investigado si el MMTV también 

puede influenciar la respuesta inmune interactuando con receptores de tipo Toll (TLRs).  

Utilizando un modelo de infección por MMTV en ratones adultos tolerizados con ligandos 

de TLR4 o TLR2 determinamos que una de estas moléculas o ambas participan en importantes 

eventos de las primeras etapas de infección por MMTV: activación temprana de células B, 

reclutamiento de células B vírgenes e integración viral.  

Demostramos además que el MMTV induce la activación de células dendríticas (DCs) in 

vitro, en forma dependiente de TLR4 y TLR2. La infección con MMTV in vivo, a través del 

amamantamiento, induce aumentos en el porcentaje de DCs en las placas de Peyer (PPs), el sitio de 

entrada del virus al organismo, y una mayor expresión del receptor de entrada del MMTV en estas 

DCs, siendo ambos eventos dependientes de TLR4.  

Determinamos que la infección por amamantamiento también produce en las PPs un 

incremento en el porcentaje y número absoluto de células CD4+CD25+, una parte importante de las 

cuales posee especificidad superantigénica. Demostramos que esta población CD4+CD25+ está 

compuesta por células que presentan un fenotipo de activación (CD4+CD25+Foxp3-) o un fenotipo 

de célula regulatoria (CD4+CD25+Foxp3+) con capacidad inmunosupresora y que la proporción de 

estas dos subpoblaciones varía con el tiempo de infección. En ausencia de un TLR4 funcional los 

aumentos de ambas subpoblaciones son menores.  

Finalmente, estudiamos los niveles de integración viral en ratones deficientes para TLR4 y 

determinamos que el nivel de infección alcanzado por el MMTV en estos animales es menor que en 

los ratones salvajes. 

 En conjunto, estos resultados indican que el TLR4 juega un rol crítico durante la infección 

del MMTV. 
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células T regulatorias; infección retroviral 



 

Role of Toll-like receptors in Mouse Mammary Tumor Virus infection  

 

 

Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) is a retrovirus transmitted during the lactation 

period. MMTV utilizes the host immune system to establish the infection. The effects of the viral 

superantigen (Sag) on T cells play an important role in the relationship established between MMTV 

and the adaptive immune system. In this work we investigated whether MMTV is also able to alter 

the immune response by interacting with Toll-like receptors (TLRs). 

We first established an experimental model in which adult mice were tolerized with ligands 

of TLR4 or TLR2 and subsequently challenged with MMTV. We determined that TLR4, TLR2 or 

both molecules are involved in important events occured during early stages of infection: B cell 

activation, naïve B cell homing and viral integration.  

We then showed that MMTV induces dendritic cell (DC) activation in vitro, by TLR4- and 

TLR2-dependent mechanisms. In vivo MMTV infection (by breastfeeding) produces an increase in 

the percentage of DCs in the first site of infection -the Peyer´s patches (PPs)- and an up-regulation 

of the MMTV cell entry receptor in these cells. Both events are dependent on the presence of a 

functional TLR4. 

We determined that in vivo MMTV infection also increases the percentage and absolute 

number of CD4+CD25+ cells in the PPs. A high percentage of these cells specifically recognizes the 

viral Sag. We showed that the CD4+CD25+ population is composed by cells with an activation 

phenotype (CD4+CD25+Foxp3-) and cells with a regulatory T cell phenotype (CD4+CD25+Foxp3+) 

with immunosuppresive properties. The proportion of both subpopulations varies along time during 

infection. TLR4-deficient mice showed a diminished increase in both Sag-specific activated and 

regulatory T cells.  

Finally, we studied the viral integration during in vivo infection in TLR4-deficient mice, 

showing that the level of infection is significantly higher in the presence of a functional TLR4. 

Our results show that TLR4 has a critical role during the infection with MMTV. 
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Abreviaturas 

DC: célula dendrítica 

AT-2: 2,2´-ditiopiridina 

BMDC: célula dendrítica derivada de médula ósea 

BSA: seroalbúmina bovina 

CFSE: 5, 6 carboxifluorescein diacetato succinimidil éster 

CPA: célula presentadora de antígeno 

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte antigen-4 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

GITR: glucocorticoid-induced TNF receptor family–related gene  

GM-CSF: factor de crecimiento de colonias de granulocitos y macrófagos de ratón 

GPI: glicosil-fosfatidil-inositol 

IFM: intensidad de fluorescencia media 

LPS: lipopolisacárido 

LTR: long terminal repeat 

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad 

MMTV: virus del tumor mamario murino 

PBS: buffer fosfato 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PGN: péptidoglicano 

PP: placa de Peyer 

RPA: ensayo de protección de RNAsa 

RT-PCR: transcripción reversa-reacción en cadena de la polimerasa 

Sag: superantígeno 

SBF: suero bovino fetal 

TCR: receptor de la célula T 

Th: célula T helper 

TNF-αααα: factor de necrosis tumoral alfa 

TLR: receptor de tipo Toll 

Treg: célula T CD4+CD25+Foxp3+ regulatoria 

TVLB: Type B leukemogenic virus 

Vββββ: segmento V de la cadena β del TCR 
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Virus del Tumor Mamario Murino  

A finales del siglo XIX se sabía que ciertas cepas de ratones endocriadas 

desarrollaban cáncer de mama. En 1936 Bittner1 demostró la existencia de un “factor de la 

leche materna” en cepas de ratones que presentaban alta incidencia de tumores mamarios. 

Estudios posteriores2,3 sugirieron que la “influencia materna” era un virus altamente 

infeccioso, el virus del tumor mamario murino (MMTV). 

El MMTV es un retrovirus de tipo B que induce adenocarcinomas mamarios en el 

ratón por mutagénesis insercional, al integrarse cerca o dentro de oncogenes celulares en 

las células del epitelio mamario4. Las partículas de MMTV se encuentran en la leche 

materna y son transmitidas a las crías a través del amamantamiento. Si bien su órgano 

blanco final es la glándula mamaria, el primer blanco de la infección del MMTV son las 

células del sistema inmune.  Como se explicará más adelante, en estas células -mediante la 

expresión del superantígeno del virus- se produce un aumento en la carga viral que resulta 

crítico para que el ciclo de vida se complete en forma exitosa. Por otro lado, las células del 

sistema inmune serían responsables del traslado del virus a la glándula mamaria. 

Luego de que el MMTV fue identificado como retrovirus, resultó claro que existía 

un modo adicional de transmisión que consistía en retrovirus endógenos integrados en la 

línea germinal5. Además de las variantes virales exógenas del MMTV, existen numerosos 

provirus endógenos denominados Mtv, los cuales están integrados permanentemente al 

genoma del ratón y son transmitidos en forma vertical a la descendencia. Se cree que los 

Mtv se originaron por infecciones ancestrales en células de la línea germinal. Se han 

descripto al menos 10 variantes de MMTV exógenos y más de 30 variantes endógenas. 

Tanto las cepas de ratones criadas en los bioterios como los ratones de poblaciones salvajes 

poseen entre 2 y 14 provirus Mtv distintos en su genoma6. La mayoría de los virus 

endógenos no producen partículas virales debido a la presencia de mutaciones en sus genes 

regulatorios o estructurales, aunque sí pueden expresar algún/os de sus genes7. Unos pocos 

Mtv endógenos son productivos y causan tumores mamarios8. A diferencia de los MMTV 

exógenos, los Mtv endógenos productivos no pueden ser eliminados por amamantamiento 

de las crías recién nacidas con nodrizas no infectadas. 
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Estructura del MMTV 

Los retrovirus son virus envueltos, cuyo genoma es de ARN. El ARN se encuentra 

en el interior del virión, asociado a proteínas y cubierto por una cápside proteica. Una 

membrana lipídica que contiene proteínas virales recubre a la partícula9.  

Los MMTV exógenos poseen, al igual que otros retrovirus, un genoma dimérico 

compuesto por dos cadenas positivas de ARN poliadenilado asociadas a la enzima 

transcriptasa reversa (TR), a proteínas de la cápside derivadas del gen gag y al ARN de 

transferencia tRNALys, el cual es utilizado como primer para la retrotranscripción. 

El genoma viral se esquematiza en la Figura A. El gen gag codifica para una 

poliproteína precursora de las proteínas internas estructurales. La proteína Gag es clivada 

para dar lugar a las proteínas de la cápside MA, CA y NC, además de otros productos del 

clivaje con función desconocida. MA (membrane-associated) forma la capa más externa de 

la cápside e interactúa con la bicapa lipídica y proteínas que forman la envoltura. CA 

(capsid) forma una capa o cápside que rodea al complejo ribonucleoproteico que contiene 

al genoma. La cápside más los componentes que ésta encierra se conocen como core. NC 

(nucleocapsid) es una proteína básica pequeña fuertemente unida al ARN genómico9.  

 

 

 

gag 

pro 

pol 

env 

sag 

U3 U5 R 
ADN 

proviral 

U3 U5 R 

Figura A. Genoma del MMTV 
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El gen pro codifica para una proteasa viral que se encarga de procesar 

proteolíticamente a las poliproteínas virales9. 

El gen pol codifica para las enzimas transcriptasa reversa (con actividades de ADN 

polimerasa y ARNasa H) e integrasa, que cataliza la inserción del ADN viral recientemente 

sintetizado en el genoma de la célula huésped9. 

El gen env codifica para un precursor que da lugar a las proteínas de la envoltura 

SU (surface) y TM (transmembrane). SU (gp52) y TM (gp36) permanecen unidas luego 

del corte proteolítico y ambas están glicosiladas. La proteína Env es el determinante 

primario del tipo de célula que un retrovirus puede infectar, ya que es la que reconoce a la 

proteína de la superficie celular que es el receptor viral. La interacción entre las proteínas 

Env y los receptores virales conducen a la fusión de las membranas virales y celulares9.  

En los extremos del ADN viral se encuentran dos secuencias idénticas denominadas 

LTRs (long terminal repeats). Los LTRs pueden ser divididos en tres elementos: U3, 

derivado de una secuencia única próxima al extremo 3´ del ARN genómico; U5, derivado 

de una secuencia única próxima al extremo 5´ del ARN; y R, derivado de una secuencia 

repetida en ambos extremos del ARN. Los LTRs se generan durante la retrotranscripción, 

cuando la TR “salta” de un extremo a otro del templado. El sitio de iniciación de la 

transcripción se encuentra en el límite entre U3 y R; el sitio de poliadenilación se 

encuentra entre R y U5; U3 contiene la mayoría de los elementos de control transcripcional 

del provirus, incluyendo al promotor y secuencias “enhancers” que responden a proteínas 

celulares. El proceso de retrotranscripción ubica a todas estas secuencias en el lugar 

apropiado del ADN viral9.  

Tanto los MMTV exógenos como los Mtv endógenos poseen en el LTR 3´ un gen 

que codifica para la proteína superantígeno (Sag)10,11. El gen sag se encuentra en los 

MMTV endógenos y exógenos pero no en otros retrovirus. El Sag es una glicoproteína de 

transmembrana de tipo II, que cumple un rol fundamental en el ciclo del MMTV, como se 

explicará más adelante.  
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Ciclo de replicación 

El ciclo de replicación del MMTV puede dividirse en dos fases. En la primera se 

producen los siguientes eventos: la unión del virión a su receptor celular, la entrada del 

core del virión al citoplasma, la síntesis de ADN doble cadena, la transferencia de la 

estructura core-ADN al núcleo y la integración del ADN al genoma. Estos pasos están 

mediados por proteínas del virión y ocurren en ausencia de la expresión de genes virales. 

En la segunda fase se produce la transcripción del genoma viral completo. Parte de este 

ARN da lugar a ARNs subgenómicos generados por splicing para la síntesis de proteínas 

codificadas hacia el extremo 3´, como Env y Sag. La otra parte del ARN completo 

producido por la transcripción del ADN viral no sufre proceso de splicing para ser 

utilizado como ARNm de gag, pro y pol o como genoma viral para la formación de 

viriones. El genoma viral se encapsida y se asocia con la membrana celular que contiene a 

las proteínas codificadas por env. Los nuevos viriones salen de la célula por brotación, 

rodeándose de la bicapa lipídica que forma la envoltura.  

 

Superantígeno viral  

Clásicamente, los antígenos reconocidos por los receptores αβ de las células T 

(TCR αβ) son pequeños péptidos unidos al surco de unión de las moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC). La frecuencia de células T que reconocen dichos 

antígenos es de 1/104 a 1/106. Muchos de los aminoácidos del TCR que reconocen a estos 

péptidos se encuentran en una región polimórfica del receptor denominada tercera región 

determinante de complementariedad (CDR3), formada durante el rearreglo de los 

segmentos génicos V, D y J.  

Los superantígenos (Sags) son proteínas de origen bacteriano o viral que se unen a 

los laterales del TCR y de la molécula MHC II, que son regiones mucho menos 

polimórficas. A diferencia de los antígenos convencionales, los Sags forman complejos 

con las moléculas MHC II, interaccionando por fuera del surco de unión al antígeno de las 

mismas, y con regiones conservadas del segmento V de la cadena β del TCR (Vβ). Cada 

Sag puede interaccionar con uno o más segmentos Vβ. Dado que existe un número 

limitado de segmentos Vβ (25 en el ratón), la frecuencia de células T que reconocen al Sag 
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varía entre del 2 al 20 %. De esta manera, un Sag estimula la respuesta de todos aquellos 

clones T que tengan en su TCR un segmento Vβ específico para ese Sag, 

independientemente de la especificidad antigénica de cada TCR.   

La estimulación de las células T con un Sag induce una intensa proliferación de los 

clones reactivos al mismo, y una elevada producción de citoquinas. Una continua 

exposición a un Sag in vivo conduce finalmente a la muerte de las células respondedoras, 

es decir a la deleción de los clones que reconocen al Sag. 

El Sag del MMTV es codificado por un gen localizado en el LTR 3´ del genoma 

viral. Es una proteína transmembrana de tipo II que necesita un procesamiento proteolítico 

para ser activada12. Se ha demostrado que las distintas variantes de MMTV codifican para 

diferentes Sags, los cuales presentan una gran variabilidad en su extremo 

carboxiterminal10,13-17. Esta variabilidad determina la especificidad de reconocimiento por 

la región Vβ del TCR, de manera que cada variante viral estimula la proliferación y 

posterior deleción de distintas poblaciones de células T. 

Los Mtv endógenos también poseen un gen sag, que generalmente es funcional y 

genera una proteína equivalente a la de los MMTV exógenos, con gran variabilidad en su 

extremo carboxiterminal. Se ha demostrado que todos los superantígenos endógenos 

denominados anteriormente Mls (Minor lymphocyte stimulating antigen) están codificados 

por Mtvs18,19. Dado que los Mtvs endógenos están integrados en el genoma del ratón, los 

Sags endógenos son reconocidos como proteínas propias durante la selección tímica, 

induciendo la deleción de los clones T reactivos al mismo. Como consecuencia, cuando se 

analiza el repertorio de segmentos Vβ presente en la población de células T de la periferia, 

se observa que cada cepa de ratones posee una diversidad de clones Vβ específicos 

particular que depende de qué Mtvs endógenos posee esa cepa, careciendo de aquellos 

clones que fueron delecionados en el timo. El rol del Sag viral en el ciclo de vida del 

MMTV se discutirá en el siguiente punto. 

 

Ciclo de vida del MMTV. Interacción del virus con el sistema inmune del huésped. 

El ciclo del MMTV se muestra en la Figura B. La leche materna de hembras 

infectadas con un MMTV exógeno contiene altos títulos de virus, el cual es transmitido a 
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la descendencia durante la etapa de la lactancia. Las crías amamantadas por las hembras 

infectadas adquieren el virus a través del intestino, más precisamente a través de los tejidos 

linfáticos asociados al mismo, las placas de Peyer (PPs)20. La infección por esta ruta es 

posible durante las dos primeras semanas de vida, antes de la acidificación del estómago. 

El virus entra a través de la región del domo que cubre las PPs e infecta las células B de las 

PPs21. Hasta el momento se desconoce si las células dendríticas (DCs) de las PPs también 

son infectadas por el virus, aunque estudios realizados en un modelo de infección con 

MMTV en ratones adultos (por inyección subcutánea del virus en la almohadilla plantar) 

indican que las DCs del ganglio drenante de la inoculación viral se infectan 

tempranamente, a la par de las células B22. Recientemente se ha demostrado que el receptor 

de transferrina tipo 1 (Tfr1), también llamado CD71, es la molécula utilizada por el 

MMTV como receptor de entrada a la célula23. Las células B infectadas, y también 

probablemente las DCs, comienzan a expresar el Sag viral en su membrana, asociado a 

moléculas MHC de clase II. En pocos días se produce en las PPs una respuesta 

proliferativa de los clones T Vβ específicos para el Sag viral20. La interacción T-B ocurrida 

durante la presentación del Sag a las células T también induce la activación y proliferación 

de las células B infectadas. De esta manera se produce una amplificación del reservorio del 

virus24. Muchos días después se comienzan a detectar células infectadas en otros órganos 

linfoides. A lo largo de la vida del ratón se puede encontrar una pequeña fracción de 

células B, T CD4+ y T CD8+ infectadas con MMTV en todos los órganos linfoides y en 

muchos órganos no linfoides. La infección de los linfocitos está coordinada con el 

desarrollo. Para el comienzo de la pubertad, el MMTV ya se ha expandido exitosamente en 

la población linfocitaria y los linfocitos llevan al virus desde los compartimientos linfoides 

al epitelio mamario en división25. La infección de la glándula mamaria se detecta a partir 

de la pubertad. La preñez, otra etapa de división celular de la glándula mamaria, también 

amplifica la infección en el tejido mamario. Las células epiteliales mamarias infectadas 

producen gran cantidad de viriones por estimulación de elementos respondedores a 

hormonas y elementos tejido-específicos contenidos en el LTR viral26. El virus producido 

en la glándula mamaria es secretado en la leche y de esta manera se completa el ciclo del 

MMTV.  
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Muchos estudios han demostrado que el Sag juega un rol crítico en el ciclo de vida 

del MMTV27-29. La ausencia de células reactivas al Sag (por ejemplo, por acción de un Sag 

endógeno que cause su deleción en el timo) conduce a la falta de respuesta al Sag del virus 

exógeno y disminuye fuertemente la probabilidad de que la infección llegue a la glándula 

mamaria. Luego de una a cinco generaciones el virus exógeno se pierde en la cepa de ratón 

que originalmente había infectado28,29. Resultados similares se observaron en ratones que 

expresan moléculas MHC de clase II que no presentan al Sag en forma eficiente, o en 

ratones sin células B o moléculas de clase II30,31.   

Además de proteger al huésped de infecciones con virus exógenos que expresen 

Sags con reactividad cruzada, la presencia de los virus endógenos generaría ventajas 

selectivas para los MMTVs. Se ha demostrado que los virus MMTV infecciosos son 

capaces de recombinar con provirus endógenos no productores de partículas virales, dando 

lugar a la aparición de nuevas variantes virales que pueden resultar más patogénicas que 

los virus parentales32-34. La variante de MMTV utilizada a lo largo de este trabajo, 

MMTV(LA), surgió en nuestro laboratorio de una recombinación ocurrida entre la variante 

exógena MMTV(BALB14) y el provirus endógeno Mtv-733. Hemos determinado que la 

región hipervariable del gen sag del virus recombinante deriva del Mtv-7, por lo cual los 

clones T estimulados por el Sag del MMTV(LA) son los mismos estimulados por el Sag 

del Mtv-7: Vβ6, Vβ8.1, Vβ7 y Vβ933. El MMTV(LA) posee una mayor capacidad 

tumorigénica que el virus parental, MMTV(BALB14)33.  

 

Modelos para el estudio de la infección con MMTV in vivo 

La mayoría de los trabajos que estudian la interacción del MMTV con el sistema 

inmune han sido realizados en un modelo experimental de infección en ratones adultos, en 

el cual el virus es inoculado en forma subcutánea en la almohadilla plantar del ratón y la 

respuesta es estudiada en el ganglio drenante de la inoculación, el ganglio poplíteo. La 

utilización de este modelo ha permitido grandes avances en el conocimiento del MMTV, 

aunque difiere de la infección natural en neonatos en algunos puntos importantes, como la 

edad del huésped, la carga viral y las características del tejido inmune que entra en 

contacto con el virus por primera vez.  
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Como se explicó anteriormente, en el ciclo natural del MMTV las PPs constituyen 

el sitio de entrada del virus al organismo. Las PPs son agregados linfoides macroscópicos 

que se encuentran en la submucosa a lo largo del intestino, en el borde antimesentérico35. 

Las PPs maduras consisten en grupos de tres o más grandes folículos de células B2, con 

áreas T interpuestas. Las áreas linfoides están separadas del lumen intestinal por una capa 

única de células epiteliales columnares, conocida como epitelio asociado al folículo 

(“follicle-associated epithelium” o FAE) y un área más difusa inmediatamente por debajo 

del epitelio, conocida como domo subepitelial (“subepithelial dome” o SED)36.  

El FAE difiere del epitelio que recubre el resto de la mucosa intestinal ya que 

contiene menores niveles de enzimas digestivas y un borde en cepillo menos pronunciado; 

además contiene grandes números de células B, T y dendríticas infiltradas. La principal 

característica del FAE es la presencia de células M, que son enterocitos especializados que 

carecen de los microvilli superficiales y de la capa gruesa de mucus. Las células M se 

diferencian a partir de enterocitos bajo la influencia de LTα1β2 presente en las células 

linfoides locales, principalmente células B37,38. Las células M unen patógenos invasivos 

como Salmonella, Shigella, Yersinia y reovirus, y otros antígenos particulados36. 

Golovkina y colaboradores han sugerido que la falta de células M inhibe la infección con 

MMTV38. 

El domo contiene una extensa red de DCs, la mayoría de las cuales son CD11b-

CD8-CD11c+39. Está claro que estas DCs juegan un rol importante en la inducción de 

respuestas inmunes en las PPs, ya que en los ratones knock out para CCR6, que carecen de 

DCs en el SED, no pueden montar una respuesta inmune contra un antígeno administrado 

en forma oral o contra un rotavirus enteropático40. Se cree que antígenos y 

microorganismos son transportados por las células M y capturados por las DCs del SED. 

Luego, estas DCs migran directamente a las zonas T interfoliculares de las PPs o bien, vía 

vasos linfáticos, a los ganglios mesentéricos35. 

 

Tumorigénesis inducida por MMTV 

En general, las propiedades transformantes del MMTV han sido consideradas como 

el resultado de efectos posicionales causados por la integración viral próxima a proto-
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oncogenes. Específicamente la transformación celular causada por el MMTV ha sido 

atribuida a la inserción cerca o dentro de genes de la familia Wnt/FGF41. Sin embargo, 

evidencia genética sugiere que los productos de los genes virales gag y env también están 

involucrados en la tumorigénesis inducida por MMTV42. Recientemente se ha demostrado 

que la proteína Env del MMTV posee un dominio ITAM (immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif) y que la señalización generada a través de este dominio es suficiente para 

inducir la transformación de células normales43. 
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Receptores de Tipo Toll 

El sistema inmune de los vertebrados comprende al sistema inmune innato y al 

sistema inmune adaptativo. La primera línea de defensa contra los patógenos es el sistema 

inmune innato, capaz de reconocer un número limitado de estructuras moleculares de los 

patógenos e iniciar una respuesta inflamatoria que en muchos casos es suficiente para la 

eliminación de los mismos. El sistema inmune innato está filogenéticamente conservado y 

está presente en casi todos los organismos multicelulares, en muchos de los cuales es el 

único sistema inmunológico44. Los vertebrados han evolucionado una segunda línea de 

defensa, el sistema inmune adaptativo, el cual es capaz de reconocer un amplio espectro de 

antígenos a través de una inmensa diversidad de receptores (receptores T- TCRs y 

receptores B- BCRs) producidos por rearreglos génicos somáticos. La inmunidad 

adaptativa se caracteriza por su alta especificidad, desarrollada mediante la selección 

clonal de los linfocitos que expresan receptores específicos para el antígeno. 

La respuesta inmune innata no es completamente inespecífica como se creía 

anteriormente, sino que es capaz de discriminar entre lo propio y una variedad de 

patógenos. El sistema inmune innato reconoce microorganismos a través de receptores 

denominados receptores de reconocimiento de patrones de patógenos (pattern recognition 

receptors- PRRs). A diferencia de los receptores T y B utilizados en la respuesta inmune 

adaptativa, existe un número limitado de PPRs, los cuales se encuentran codificados en la 

línea germinal y no sufren ningún tipo de rearreglo.  

Los PRRs poseen características en común. Primero, reconocen componentes 

microbianos denominados patrones moleculares asociados a patógenos (pathogen 

associated molecular patterns- PAMPs) que son esenciales para la supervivencia del 

microorganismo y por lo tanto altamente conservados. Segundo, se expresan en forma 

constitutiva en el huésped. Tercero, están codificados en la línea germinal, no son clonales, 

se expresan en distintos tipos celulares y son independientes de la memoria 

inmunológica45. Los PRRs pueden ser expresados en la superficie celular, en 

compartimentos intracelulares o secretados al torrente sanguíneo o tejidos tisulares46. Las 

principales funciones de estos receptores incluyen: opsonización, activación de cascadas de 

complemento y coagulación, fagocitosis, activación de vías de señalización 

proinflamatorias e inducción de apoptosis47. Algunos ejemplos de PRRs son la proteína de 
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unión a manano, la proteína C reactiva, el receptor de manosa, el receptor scavenger y los 

receptores de tipo Toll47. Existe también una gran familia de PRRs citoplasmáticos como 

las proteínas NOD-LRR y las helicasas CARD, implicadas en el reconocimiento de 

componentes bacterianos y virales, respectivamente45.   

 

RECEPTORES DE TIPO TOLL 

Los receptores de tipo Toll (TLRs) son una clase de PRRs evolutivamente 

conservados desde Caenorhabditis elegans hasta los mamíferos45. En la actualidad son 

considerados los sensores primarios de patógenos y los responsables de orquestar la 

respuesta inmune innata. Además existe creciente evidencia de que los TLRs contribuyen 

significativamente a la activación y modulación de la respuesta inmune adaptativa48. La 

unión de un TLR a su ligando puede activar a macrófagos y células dendríticas (DCs), y 

tiene un rol importante en la maduración de las DCs. Luego del reconocimiento de 

patógenos microbianos, los TLRs disparan señales intracelulares que resultan en la 

inducción de citoquinas inflamatorias, interferones de tipo I y quemoquinas, además de un 

aumento en la expresión de moléculas coestimulatorias.   

 

Receptor Toll de Drosophila 

El receptor Toll de Drosophila fue el primer miembro de la familia de los TLRs en 

ser identificado. Fue descripto originalmente como un receptor transmembrana requerido 

para el establecimiento del eje dorso-ventral en el embrión en desarrollo49. Cuando Toll es 

activado por su ligando endógeno Spätzle se inicia una cascada de señalización intracelular 

que conduce a la traslocación de la proteína Dorsal al núcleo, donde regula la expresión de 

genes blanco específicos50. La vía de señalización del receptor Toll de Drosophila muestra 

notables similitudes con la vía de señalización de la IL-1 de mamíferos, la cual conduce a 

la activación de NF-κB, un factor de transcripción responsable de muchos aspectos de las 

respuestas inflamatorias e inmunológicas. De hecho, los dominios citoplasmáticos de Toll 

y del receptor de IL-1 (IL-1R) están altamente conservados y se refiere a ellos como el 

dominio Toll/IL-1R (TIR). En base a esta similitud, se propuso que la vía de señalización 

mediada por el receptor Toll podría estar involucrada en la regulación de respuestas 
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inmunes50. Esto fue demostrado en estudios de moscas mutantes para algunos de los 

componentes de la vía mediada por Toll51,52, las cuales eran sensibles a infecciones por 

hongos o bacterias. A diferencia de los TLRs de mamíferos, el Toll de Drosophila es 

activado indirectamente por Spätzle, y no directamente por componentes microbianos. El 

mecanismo por el cual Toll es activado en respuesta a una infección microbiana no se 

conoce bien aún. 

 

Receptores de tipo Toll de mamíferos 

Un año después del descubrimiento del rol del receptor Toll de Drosophila contra 

la infección fúngica, se identificó un homólogo de Toll en mamíferos53. Luego se 

identificaron más miembros de esta familia de proteínas estructuralmente relacionadas con 

Toll, conocidas en conjunto como receptores de tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs). 

Hasta el día de hoy, la familia de los TLRs de mamíferos tiene 12 miembros (TLR1-12)45.  

 

Estructura 

Los TLRs son glicoproteínas integrales de membrana de tipo I. Los miembros de la 

familia TLR se caracterizan estructuralmente por la presencia de un dominio de repetición 

rico en leucinas (leucine rich repeat, LRR) en su dominio extracelular y un dominio TIR en 

su dominio intracelular52. En base a sus secuencias aminoacídicas, los TLRs pueden ser 

divididos en subfamilias, cada una de las cuales reconoce PAMPs relacionados: la 

subfamilia de TLR1, TLR2 y TLR6 reconoce principalmente lípidos, mientras que TLR3, 

TLR7, TLR8 y TLR9 reconocen ácidos nucleicos45. Sin embargo, los TLRs son receptores 

inusuales porque algunos de ellos, como por ejemplo el TLR4 (ver más adelante), pueden 

reconocer muchos ligandos que no están estructuralmente relacionados.  

 

Expresión y distribución 

Los TLRs se expresan en varias células del sistema inmune, incluyendo 

macrófagos, DCs, células B, algunos tipos de células T, y también en células no inmunes 

como fibroblastos o células epiteliales. La expresión de los TLRs no es estática sino que es 
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rápidamente modulada en respuesta a patógenos, citoquinas o factores de estrés ambiental. 

Algunos TLRs (TLR1, 2, 4, 5 y 6) se expresan en la superficie celular mientras que otros 

(TLRs 3, 7, 8 y 9) se encuentran casi exclusivamente en compartimientos intracelulares 

como endosomas, y sus ligandos requieren ser internalizados al endosoma para disparar la 

señalización.   

 

Descripción de los TLRs y sus ligandos 

Describiremos a los TLRs más mencionados en la literatura, profundizando en 

aquellos relevantes para este trabajo, el TLR4 y el TLR2. 

TLR4: El ligando más estudiado del TLR4 es el lipopolisacárido (LPS), glicolípido 

que constituye el principal componente de la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas. El lípido A es la porción del LPS que posee actividad inmunomodulatoria. 

 Dos cepas de ratones, C3H/HeJ y C57BL/ScCr fueron conocidas por un largo 

tiempo por presentar hiporrespuesta al LPS. En la búsqueda de los genes responsables de 

esta hiporrespuesta, dos grupos independientes identificaron mutaciones en el gen Tlr4
54,55. 

La cepa C3H/HeJ tiene una mutación puntual en la región del gen Tlr4 que codifica para la 

región intracelular, que lleva al reemplazo de una prolina altamente conservada por una 

histidina. Esta mutación resulta en la generación de un alelo dominante negativo, defectos 

en la señalización mediada por TLR4 y la consecuente supresión de la respuesta al LPS56.  

La denominación de este alelo mutado es Tlr4
LPS-d y la del normal es Tlr4

LPS-n, por lo cual 

la cepa C3H/HeJ es Tlr4
LPS-d

/ Tlr4
LPS-d, mientras que la cepa C3H/HeN es Tlr4

LPS-n
/ 

Tlr4
LPS-n. La cepa C57BL/ScCr tiene una deleción en el gen Tlr454,55. Los ratones knock 

out para TLR4 también presentan hiporrespuesta al LPS, confirmando que el TLR4 es el 

receptor esencial para el reconocimiento del LPS56. 

El reconocimiento del LPS requiere otras moléculas además del TLR4. El LPS se 

une a la proteína de unión al LPS presente en el suero, y el complejo formado es luego 

reconocido por CD14, una proteína anclada a la membrana por glicofosfatidil inositol. El 

complejo LPS/CD14 estimula al complejo formado por TLR4 y la proteína MD-2 en la 

superficie celular57. MD-2 es una molécula que se asocia con la porción extracelular del 

TLR4 y es indispensable para el reconocimiento del LPS por el TLR457-59 y para la 
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localización normal de TLR4 en la membrana plasmática58. La interacción del LPS con 

TLR4/MD-2 induce la homodimerización de TLR4 y la señalización intracelular a partir 

del mismo60. 

Otra proteína de superficie, RP105, también está involucrada en el reconocimiento 

de LPS. RP105 contiene un dominio LRR estructuralmente relacionado con la porción 

extracelular de los TLRs y se expresa preferencialmente en la superficie de las células B61. 

RP105 se asocia funcionalmente con TLR4 para reconocer al LPS62. Por lo tanto, muchos 

componentes están implicados en el reconocimiento del LPS, indicando que el receptor 

funcional del LPS forma un gran complejo. 

Otros ligandos de TLR4: Además del LPS, el TLR4 reconoce muchos otros 

ligandos. La molécula de origen vegetal Taxol, de potente actividad antitumoral y 

antimicótica por su acción de estabilización de microtúbulos que impide la división celular 

durante la mitosis, posee actividad inmunoestimulatoria similar al LPS en ratones pero no 

en humanos63,64. Esta actividad está mediada por TLR4 y MD-2. Algunas proteínas virales 

interaccionan con el TLR4. Por ejemplo, el TLR4 y CD14 reconocen la proteína de fusión 

del virus respiratorio sincicial65,66. Por otro lado, las proteínas de la envoltura del MMTV y 

del virus de la leucemia murina Moloney coinmunoprecipitan con el TLR4 e inducen la 

activación del factor NF-κB a través del mismo67.  

El TLR4 también parece reconocer ligandos endógenos, entre los que se incluyen 

las proteínas de shock térmico (heat shock proteins, HSPs), algunos componentes de la 

matriz extracelular, β-defensina y la proteína surfactante A68. Las HSPs se encuentran muy 

conservadas filogenéticamente; son inducidas por una amplia variedad de condiciones de 

estrés como shock térmico, radiación ultravioleta e infecciones bacterianas y virales. Las 

HSPs tienen como función primaria la de ser chaperona de proteínas nacientes o mal 

plegadas. Además, las HSPs activan macrófagos y DCs a través del TLR4 y el TLR2 

induciendo la secreción de citoquinas proinflamatorias y la expresión de moléculas 

coestimulatorias69-71.  

Los componentes de la matriz extracelular se producen en respuesta a la injuria 

tisular y juegan un importante rol en la remodelación de tejidos, conteniendo al agente 

acusante de la injuria, cerrando de la herida y completando la curación. Se ha demostrado 

que varios componentes de la matriz, entre ellos un dominio de la fibronectina (type III 
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repeat extra domain A), el ácido hialurónico y sus derivados de bajo peso molecular, 

fragmentos de heparán sulfato y el fibrinógeno, poseen actividad inmunoestimulatoria 

similar al LPS y ésta es mediada por TLR472-75.  

Por lo tanto, el TLR4 está presumiblemente involucrado en diversos aspectos de la 

respuesta inflamatoria mediante el reconocimiento de ligandos endógenos producidos 

durante la inflamación, aun en ausencia de infección. Estos ligandos podrían representar un 

tipo de “señal de peligro” endógena, es decir, moléculas o estructuras moleculares que son 

liberadas o producidas por células que se encuentran bajo estrés o muerte celular anormal 

(necrosis). Estas señales son reconocidas por macrófagos y DCs que en consecuencia 

inician una respuesta inmune76.  Sin embargo, debe tenerse en cuenta que todos estos 

ligandos endógenos activan células del sistema inmune sólo a concentraciones muy 

elevadas, en contraste con las bajas concentraciones requeridas de LPS. Se ha sugerido la 

posibilidad de que estos ligandos endógenos podrían estar en algunos casos contaminados 

con un verdadero ligando del TLR4 como por ejemplo el LPS68.  

TLR2, TLR1, TLR6, TLR10: El TLR2 reconoce componentes de una variedad de 

microorganismos, incluyendo entre otros peptidoglicano (PGN) y ácido lipoteicoico (LTA) 

de bacterias Gram positivas77-80, lipoproteínas de bacterias Gram negativas, micoplasmas y 

espiroquetas81-85, lipoarabinomanano de micobacterias79,80,86,87, glicolípidos y glicosil-

fosfatidil-inositoles (GPIs) de parásitos88 y zymosan (carbohidrato de la pared de 

levaduras)89. El PGN es un polímero único compuesto por una mezcla heterogénea de 

disacáridos repetidos y es la única molécula biológica conocida que contiene D-

aminoácidos, mientras que el LTA está compuesto por un polímero polifosfato hidrofílico 

unido a un glicolípido90. Ambas moléculas se encuentran muy conservadas entre las 

bacterias Gram positivas y son indispensables para su viabilidad, lo cual las convierte en 

PAMPs ideales para el reconocimiento por TLRs. Aunque los GPIs no son estructuras 

exclusivas de patógenos, los GPIs de Treponema maltophilum, Trypanosoma cruzi, y 

Plasmodium falciparum son estructuralmente diferentes de los del huésped y se expresan 

de diez a cien veces más90,91. 

El TLR2 juega un papel muy importante en la detección de bacterias Gram 

positivas. Los ratones deficientes en TLR2 (TLR2-/-) son altamente susceptibles a desafíos 

con Staphylococcus aureus o Streptococcus pneumoniae
92,93. Un polimorfismo en el gen 
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del TLR2 humano ha sido asociado a una respuesta reducida a varias lipoproteínas 

bacterianas y con un shock séptico luego de la infección con bacterias Gram positivas94.   

Además, el TLR2 reconoce algunas formas atípicas de LPS de Leptospira 

interrogans y Porphyromonas gingivalis, a diferencia del TLR4, que reconoce el LPS de 

enterobacterias como Escherichia coli y Salmonella spp
95,96. Los LPS reconocidos por el 

TLR2 difieren de las de aquellos reconocidos por el TLR4 en particular en el número de 

cadenas acilo del lípido A. Debe tenerse en cuenta que aún no se ha probado que pequeñas 

cantidades de un ligando de TLR2 contaminen las preparaciones de estos LPS. 

La capacidad del TLR2 para inducir activación celular depende de la formación de 

heterodímeros con los miembros de su subfamilia TLR1 y TLR6. Tanto los heterodímeros 

TLR2:TLR1 como los TLR2:TLR6 pueden funcionar como receptores del PGN97-99. En 

cambio, los heterodímeros TLR2:TLR1 y TLR2:TLR6 reconocen diferencialmente triacil- 

y diacil-lipopéptidos, respectivamente98-100. La molécula CD14 también participa junto con 

el TLR2 como receptor de PGN y otros componentes de bacterias Gram positivas101.  

El TLR10 humano es un miembro huérfano de la subfamilia del TLR2, codificado 

en el mismo locus que contiene a TLR1 y TLR6102. TLR10 puede formar tanto 

homodímeros como heterodímeros con TLR1 o TLR2103. 

TLR5: El ligando del TLR5 es un componente del flagelo bacteriano. La flagelina 

es un componente importante tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas ya 

que es requerida para el ensamblaje del filamento flagelar y para la motilidad y es por lo 

tanto esencial para la supervivencia104. Se ha demostrado que el reconocimiento de la 

flagelina mediado por TLR5 cumple un rol importante en las respuestas inmunes 

protectivas contra la enfermedad del legionario y la fiebre tifoidea en humanos105,106. 

TLR3: El TLR3 se expresa intracelularmente y ha sido identificado como receptor 

de ARN doble cadena (ARNdc) asociado a infecciones virales107. El ARNdc puede estar 

presente en el genoma viral o puede ser generado durante la replicación viral. El ARNdc es 

un potente inductor de interferones de tipo I, los cuales tienen muchos efectos, incluyendo 

actividad antiviral e inmunoestimulación52. Ratones deficientes para TLR3 son hiper-

susceptibles a la infección con citomegalovirus, indicando que el TLR3 tiene un rol 
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protectivo contra la infección viral108. Algunos ARNdc sintéticos como el ácido 

poliinosínico-policitidílico [poli(I:C)] poseen una actividad similar al ARNdc viral. 

TLR9: El TLR9 también es de localización intracelular. Reconoce ciertas 

secuencias de ADN como dinucleótidos CG no metilados (llamados motivos CpG), los 

cuales son estructuras conservadas que se encuentran frecuentemente en la mayoría de los 

genomas bacterianos y en ciertos genomas virales109. El TLR9 también reconoce otros 

componentes de patógenos distintos del ADN, como la hemozoina de Plasmodium 

falciparum
110. 

TLR7 y TLR8: Estos dos receptores son altamente homólogos al TLR952. El TLR7 

murino, el TLR7 humano y el TLR8 humano reconocen a ligandos sintéticos tipo 

imidazoquinolina como el imiquimod (R-837) y el resquimod (R-848) y análogos de 

guanosina como loxorribina, los cuales poseen una potente actividad antiviral111-113. La 

similitud estructural entre estos compuestos y los ácidos ribonucleicos sugiere la 

posibilidad de que TLR7 y TLR8 pueden detectar la presencia de virus y existen trabajos 

que apoyan esta teoría, mostrando que ARN viral de simple cadena funciona como ligando 

de estos receptores114,115. 

 

Señalización a través de los TLRs 

El reconocimiento de ligandos por los TLRs conduce a una rápida y compleja 

cascada de señalización intracelular que involucra la activación del factor de transcripción 

NF-κB, MAP quinasas y factores regulatorios de interferón (IRFs). Esto conduce a una 

activación celular que incluye la producción de citoquinas, quemoquinas, interferones e 

inmunoglobulinas, así como también el aumento en la expresión de moléculas 

coestimulatorias116. 

Los TLRs activan las mismas moléculas intracelulares utilizadas en la señalización 

a través del receptor de IL-1117. Luego de la unión del ligando, los TLRs sufren cambios 

conformacionales, requeridos para el reclutamiento de proteínas adaptadoras que contienen 

dominios TIR hacia la porción citoplasmática de los receptores45. La interacción 

homofílica entre los dominios TIR de las proteínas adaptadoras y los TLRs dispara una 

cascada de señalización y la producción de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias. Se 
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han descripto cuatro moléculas adaptadoras con dominios TIR45: MyD88, TIRAP/MAL, 

TRIF/TICAM-1 y TRAM/TICAM-2. Las diferentes respuestas inducidas por distintos 

TLRs pueden ser explicadas en parte por el uso selectivo de estas moléculas adaptadoras. 

MyD88 y TRIF son responsables de la activación de distintas vías de señalización que 

conducen a la producción de citoquinas proinflamatorias e interferones de tipo I, 

respectivamente. 

MyD88 es utilizado por todos los TLRs, con excepción del TLR3118. TLR2 y TLR4 

requieren otro adaptador (TIRAP/MAL) para reclutar MyD88 al receptor, mientras que 

para los otros TLRs la interacción es directa. La asociación entre los TLRs y MyD88 

recluta miembros de la familia de quinasas IRAK. Dos miembros de esta familia, IRAK4 e 

IRAK1, son fosforilados secuencialmente, causando su disociación del complejo del 

receptor y su asociación con TRAF6. TRAF6 forma un complejo con enzimas de 

ubiquitinación, el cual activa a la quinasa TAK1, que a su vez activa a los factores de 

transcripción NF-κB (a través del complejo de la quinasa de IκB- IKK-) y AP-1 (a través 

de MAP quinasas). Esta “vía de señalización dependiente de MyD88” resulta en la 

activación de genes de citoquinas inflamatorias como TNF-α, IL-6 e IL-1β118. 

Recientemente se ha demostrado que otro factor de transcripción, IRF-5, también es 

activado a través de MyD88, induciendo varios genes de citoquinas inflamatorias por 

asociación con NF-κB p50. 

La unión del ligando a TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9, pero no a TLR2, induce una 

“vía de señalización independiente de MyD88” que utiliza a TRIF como molécula 

adaptadora. En el caso de TLR4 también participa TRAM como puente adaptador entre 

TRIF y el receptor. Mediante otros intermediarios, TRIF induce la activación de NF-κB y 

de los factores de transcripción IRF-3 e IRF-7, los cuales inducen la expresión de 

interferones de tipo I y de otros genes inducibles por interferón. Por el contrario, la 

inducción de IFN-α por TLR7 y TLR9 a través de IRF-7 sí depende de MyD88116,118. 

Además de la producción de interferones de tipo I, existen otros eventos mediados 

por los TLRs que son independientes de MyD88, como por ejemplo el aumento en la 

expresión de moléculas coestimulatorias en DCs estimuladas con LPS119. 

Las complejas cascadas de señalización de los TLRs ofrecen múltiples puntos para 

la regulación negativa120. Algunos reguladores negativos como ST-2 secuestrarían 
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proteínas adaptadoras, limitando su disponibilidad121. Otros como Tollip, MyD88s, IRAK-

M o SIGGR tienen como blanco la actividad de fosforilación de algunos intermediarios o 

rompen la interacción entre dominios modulares122-125. Por otro lado, la proteína SOCS 

tiene la capacidad de inhibir la producción de IFN de tipo I dejando intacta la producción 

de citoquinas proinflamatorias inducida por NF-κB126, mientras que la proteína A20 

suprime la actividad de NF-κB a nivel de TRAF6127. Debe remarcarse que el desarrollo de 

tolerancia en muchos sistemas celulares cuando son expuestos a estimulación repetitiva de 

los TLRs podría estar generado a través de la modulación de estos controles de 

señalización más que por una simple disminución en la expresión de los TLRs128-131.  

 

Rol de los TLRs en la respuesta inmune innata 

Los TLRs participan de la respuesta inmune innata generando protección inmediata 

contra patógenos invasores a través de distintos mecanismos. Los TLRs inducen la 

producción de citoquinas como IL-1β, IL-6, TNF-α y quemoquinas (por ejemplo KC-1 y 

MCP-1) que en conjunto inducen respuestas inflamatorias agudas contra los patógenos, 

atrayendo y activando a células del sistema inmune innato y también activando a células 

estromales y leucocitos residentes del tejido local132. Los TLRs también inducen la 

secreción de péptidos y proteínas anti-microbianos en varios tipos celulares133. Por otro 

lado la activación a través de los TLRs aumenta la fagocitosis y eliminación de patógenos 

por los macrófagos. Además, la inducción de interferones de tipo I por los TLRs en 

respuesta a ADN o ARN viral conduce a la transcripción de proteínas anti-virales 

necesarias para eliminar las infecciones virales. 

 

Rol de los TLRs en la respuesta inmune adaptativa 

Además de su función en la respuesta innata, existe creciente evidencia de que los 

TLRs contribuyen significativamente a la activación de la respuesta inmune 

adaptativa48,132. Aunque los TLRs están involucrados en la actividad de las células B (por 

ejemplo en el switch de clase), es su rol en la respuesta de las células T el que 

predomina134. A través de su influencia sobre las DCs en cuanto a la captura antigénica, la 

diferenciación y la migración, los TLRs pueden polarizar la respuesta T helper. Mientras 
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que el TLR4 y el TLR9 están más asociados a respuestas Th1, el TLR2 y el TLR5 lo están 

con respuestas Th2120. Uno de los mecanismos por los cuales los TLRs influyen en la 

respuesta inmune adaptativa es aumentando la expresión de moléculas coestimulatorias en 

las DCs. Además, algunas citoquinas inducidas por la activación a través de los TLRs, 

como la IL-12, favorecen una respuesta tipo Th1. Los interferones de tipo 1 también 

pueden influir sobre varios procesos de la respuesta inmune adaptativa como la producción 

de IFN-γ por células T o la activación de DCs48,132. Se ha descripto que los TLRs 

contribuiyen a la activación de las células T mediante el bloqueo de la actividad supresora 

de las células T regulatorias. En un trabajo reciente se muestra que la producción de IL-6 

inducida por el TLR4 en las DCs es necesaria para inhibir la actividad supresora de las 

células T regulatorias CD4+CD25+ y para que se produzca la activación de las células T. 

La IL-6 actúa haciendo a las células respondedoras refractarias a la supresión y no 

inactivando a las células supresoras135. Aunque en general el TLR4 participa en la 

activación de la respuesta inmune, también ha sido involucrado en la activación directa de 

las células regulatorias CD4+CD25+136. La proliferación y capacidad supresora de estas 

células es aumentada por el LPS, en forma dependiente del TLR4136. 
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Células Dendríticas 

Las células dendríticas (DCs) fueron descriptas por primera vez en 1973 por 

Steinmann y Cohn como un nuevo tipo celular presente en los órganos linfáticos del ratón, 

que se diferenciaba de otros leucocitos por presentar extensiones citoplasmáticas de forma 

y número variables, similares a dendritas137. En ese momento las células T eran 

consideradas las células más importantes en la respuesta inmune y los macrófagos como 

las principales células presentadoras de antígeno (CPAs). Al comienzo las DCs 

permanecieron como células bastante enigmáticas; su aislamiento y caracterización eran 

difíciles, y su origen era desconocido. Con el tiempo, el campo de investigación de las DCs 

se fue ampliando considerablemente y se produjeron grandes avances en el conocimiento 

de estas células. Hoy en día se considera que las DCs cumplen un rol fundamental en la 

iniciación y control de las respuestas inmunes innatas y adquiridas138, como así también en 

el balance entre inmunidad y tolerancia inmunológica139. 

Las DCs representan una población celular heterogénea que se encuentra 

distribuida en la mayoría de los tejidos periféricos, en particular en sitios de interfase con 

el medio ambiente (piel y mucosas), en donde representan un 1-2% de las células 

totales140,141. En ausencia de respuestas inmunes e inflamatorias, estas DCs, consideradas 

inmaduras, cumplen la función de “centinelas” capaces de detectar la entrada de patógenos, 

inflamación o daño celular. Las DCs inmaduras poseen una alta capacidad para capturar 

antígenos pero la presentación de los mismos a las células T es ineficiente. Una señal de 

activación induce la entrada de las DCs en un programa de desarrollo llamado maduración 

que transforma a las DCs en células altamente eficientes para la presentación de antígenos 

y la activación de células T. Muchos productos derivados de patógenos, como así también 

citoquinas inflamatorias y otras moléculas propias, pueden inducir la maduración de las 

DCs a través de la interacción directa con receptores de su superficie. El proceso de 

maduración produce en las DCs una disminución en su capacidad de captura antigénica, un 

aumento en la presentación del antígeno en moléculas MHC, un incremento en la 

expresión de moléculas coestimulatorias y la migración de estas células a los órganos 

linfáticos a través de la linfa. En conjunto, estos cambios hacen de la DC una potente CPA 

que se destaca por su capacidad de activar linfocitos T vírgenes e iniciar respuestas 

inmunes primarias. Finalmente, los linfocitos T y las células endoteliales contribuyen a la 
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maduración final de las DCs a través del contacto célula-célula y la secreción de 

citoquinas142.  

Debe tenerse en cuenta que aunque este modelo es el paradigma clásico de las DCs, 

existen estudios más recientes que complican esta visión relativamente simple. Primero, se 

han descripto poblaciones de DCs inmaduras que residen en regiones discretas de órganos 

linfáticos secundarios. Estas células pueden procesar antígenos solubles que llegan por 

sangre143 para presentarlos a las células T. Segundo, se ha demostrado que no todas las 

DCs de los órganos linfáticos secundarios provienen de tejidos periféricos por migración a 

través de la linfa, sino que algunas derivan de precursores de médula ósea que llegan a los 

tejidos linfáticos por vía sanguínea. Tercero, lejos de ser simplemente células estacionarias 

que esperan ser activadas para madurar y migrar, las DCs migran continuamente en 

ausencia de inflamación o infección desde sitios de la periferia hacia los tejidos linfoideos 

organizados, a través de la linfa. Se cree que estas DCs que migran en “estado 

estacionario” se encuentran en un estado de activación inmaduro y presentan en forma 

continua antígenos propios endógenos o exógenos -probablemente adquiridos de células 

apoptóticas- para la inducción y mantenimiento de la tolerancia inmunológica144. Otro 

factor que hace más compleja a la comprensión de la función de las DCs es el hecho de que 

se han identificado múltiples subtipos de DCs tanto en ratones como en humanos145,146. Las 

DCs son una población celular heterogénea en cuanto a su ontogenia, fenotipo, función y 

distribución celular. Esto, junto con la compleja interrelación existente entre los distintos 

tipos de DCs y el hecho de que eventos de activación-diferenciación pueden cambiar la 

morfología, expresión de marcadores y función de las DCs, ha creado dificultades para 

establecer una clasificación clara. 

 

Distribución celular, subpoblaciones y ontogenia  

Estudios tempranos sobre las DCs indican que estas células tienen origen en la 

médula ósea147. Se cree que los precursores de DCs migran de la médula ósea al torrente 

sanguíneo, desde donde generan a las DCs intersticiales que se observan en los tejidos 

periféricos no linfoideos141,148. Se han encontrado DCs en corazón, hígado, tiroides, 

páncreas, vejiga, riñón y piel, la cual contiene a una subpoblación de DCs muy 

caracterizada, denominada células de Langerhans 149,150. También se observan DCs en las 
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redes de circulación corporales, incluyendo la sangre151 y los vasos linfáticos aferentes152. 

En cuanto a los tejidos linfoideos, todos ellos contienen DCs, que pueden ser subdividas en 

varias subpoblaciones en base a la expresión de marcadores de superficie.   

En la actualidad, el mejor marcador para las DCs murinas es CD11c (integrina 

α)153. Se han descripto numerosos tipos de DCs, dependiendo de su localización y de la 

expresión de una variedad de marcadores de superficie, principalmente CD11b, F4/80, 

CD4, CD8 (expresado como homodímero αα), DEC-205, 33D1 y Langerina139. En base a 

la expresión de marcadores mieloides o linfoides se describieron originalmente dos 

subpoblaciones principales de DCs, una “mieloide” (CD11c+CD11b+CD8-) y una 

“linfoide” (CD11c+CD11b-CD8+)146. Las DCs CD8- del bazo pueden ser subdivididas 

según su expresión de CD4 (CD11c+CD11b+CD8-CD4+ y CD11c+CD11b+CD8-CD4+)145. 

Un tipo adicional de DCs son las DCs “plasmacitoides”, que expresan B220 y se 

distribuyen en varios órganos, donde se especializan en la producción de interferón de tipo 

I en respuesta a infecciones virales154.  

En el caso particular de las placas de Peyer (PPs), que constituyen el sitio de 

entrada del MMTV al organismo, se han descripto cinco subpoblaciones de DCs155. Tres 

de ellas expresan altos niveles de CD11c y pueden ser definidas según la expresión de 

CD8α y CD11b: CD8α+CD4-CD11b–, CD8α-CD4-CD11b+, o CD8α-CD4-CD11b-156. 

Luego de su purificación los tres grupos muestran bajos niveles de moléculas MHC II y 

moléculas coestimulatorias, aumentando su expresión luego de ser activadas. Los distintos 

tipos de DCs de las PPs mantienen su expresión de CD8α y CD11b luego de la 

purificación, sugiriendo que una subpoblación no sería simplemente una forma más 

diferenciada o activada de otra. Recientemente se han descripto dos subpoblaciones de 

DCs plasmacitoides en las PPs: CD11cint CD8+ B220+ Ly6C+157-159 y CD11cint CD8- B220+ 

Ly6C+155. 

En el bazo160 y en las PPs39, las DCs CD8- se localizan principalmente en las zonas 

de captura antigénica (zona marginal en el bazo y domo subepitelial en las PPs) pero 

migran a las zonas T luego de ser estimuladas por productos microbianos161,162, mientras 

que las DCs CD8+ se encuentran en las áreas T. Se ha reportado que las DCs CD8-, pero no 

las CD8+ se encuentran también en los folículos B y en las zonas T-B163, y que tienen la 

capacidad de inducir la activación de células B y la diferenciación de plasmablastos164,165. 
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Las células CD8α-CD4-CD11b-, que constituyen una subpoblación particular de las PPs, se 

encuentran distribuidas ampliamente en este órgano, tanto en zonas de captura antigénica, 

como en zonas T y en folículos, excepto en los centros germinales155.  

Las DCs se originan a partir de precursores hematopoyéticos mieloides o linfoides 

de la médula ósea, a través de precursores intermediarios de DCs que migran hacia los 

distintos tejidos y dan lugar a DCs inmaduras. Inicialmente se consideraba que las DCs 

“mieloides” y “linfoides” pertenecían a los linajes mieloide y linfoide, 

respectivamente166,167. Más tarde se demostró que DCs CD8+ y CD8- pueden ser obtenidas 

a partir de ambos tipos de precursores168,169. Además se ha encontrado un precursor común 

en sangre capaz de originar DCs CD8+, CD8- y plasmacitoides148. Esta plasticidad en el 

desarrollo de las DCs no se encuentra en otros linajes hematopoyéticos170 y ocasiona que 

las teorías sobre la relación entre los linajes y los diferentes tipos de DCs sean 

continuamente discutidas y corregidas.   

Estudios in vivo han confirmado que las DCs convencionales y la plasmacitoides 

derivan de la subpoblación Flt3+, ya sea de los progenitores comunes mieloides como de 

los linfoides171,172. Es posible derivar los distintos tipos de DCs cultivando células de 

médula ósea en presencia de cocktails definidos de factores de crecimiento, incluyendo 

Flt3L173,174. Sin embargo, Flt3L no es específico para las DCs ya que puede estimular la 

expansión de otros linajes hematopoyéticos175. Otro factor utilizado para la obtención de 

DCs in vitro a partir de diversos precursores es el factor de estimulador de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF), con el agregado opcional de IL-4 o TNF-α145,176 

 

Maduración de las DCs 

Las DCs inmaduras localizadas en los tejidos periféricos tienen características que 

las convierten en células ideales para el monitoreo y captura de patógenos del ambiente 

circundante141. Estas DCs expresan una gran variedad de receptores que reconocen 

específicamente moléculas derivadas de patógenos (receptores de reconocimiento de 

patógenos o PRRs), incluyendo receptores de tipo Toll132 y lectinas de tipo C, las cuales 

reconocen estructuras de carbohidratos (como el receptor de manosa, DEC-205 y DC-

SIGN)177. Una vez en contacto con el antígeno, las DCs inmaduras usan diversas vías de 



Introducción 

 29 

captura como la endocitosis mediada por receptor (mediada por lectinas de tipo C y 

receptores FCγII/III) y la endocitosis no específica de partículas y solutos por fagocitosis y 

macropinocitosis141,178. Estas vías también parecen ser utilizadas para la captura de 

antígenos propios179. La expresión de las integrinas αvβ3 y αvβ5 y de CD36 facilitan la 

toma continua de material apoptótico180, proceso importante para el mantenimiento de la 

tolerancia. 

Una vez que ingresa en la vía endocítica de las DCs, el antígeno internalizado se 

acumula en compartimientos endosomales especializados ricos en moléculas MHC de 

clase II, denominados MIIC181. Los MIIC poseen un pH levemente ácido y contienen 

diferentes proteínas lisosomales, lo cual favorece la degradación de una variedad de 

antígenos exógenos. Los MIIC son particularmente prevalentes en las DCs inmaduras182. 

Sin embargo, antes de poder formar los complejos péptido antigénico-molécula MHC y 

presentarlos en la superficie celular, las DCs deben pasar por un proceso de maduración 

funcional. 

La maduración es un proceso complejo que conduce a la diferenciación de las DCs 

a células con una potente actividad inmunoestimulatoria. Varios eventos forman parte de 

este proceso: reorganización del citoesqueleto, adquisición de motilidad celular, migración 

a los tejidos linfoideos, aumento de la capacidad de activación de células T y desarrollo de 

extensiones citoplasmáticas o “dendritas”183. 

La maduración es inducida por estímulos llamados “señales de peligro” que alertan 

a las DCs sobre la presencia de patógenos, inflamación o daño tisular184,185. Estas señales 

pueden provenir de moléculas inflamatorias del huésped como TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ 

o de productos microbianos como el LPS y moléculas liberadas por tejidos dañados que 

interaccionan con los PRRs de las DCs. 

La migración de las DCs a las zonas T de los ganglios linfáticos es promovida por 

cambios en la expresión de moléculas de adhesión y receptores de quemoquinas. Algunas 

receptores disminuyen, como CCR1, CCR5 y CCR6186. El ligando de CCR6, CCL20 

(MIP3-α), localiza a las células de Langerhans en los tejidos dérmicos187. Las células de 

Langerhans también bajan la expresión de E-caderina, que actúa a través de interacciones 

homotrópicas para mantener a las células de Langerhans entre los queratinocitos188. Otros 
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receptores de quemoquinas aumentan su expresión, como CCR7. Las quemoquinas CCL21 

(SLC) y CCL19 (MIP3-β) son ligandos de CCR7 que inducen la entrada de las DCs en los 

vasos linfáticos. La migración de DCs en estado estacionario, en ausencia de activación 

inducida por patógenos, también es mediada por CCR7. Una maduración incompleta 

(inducida por ejemplo por la fagocitosis de células apoptóticas) también es capaz de 

aumentar la expresión de CCR7189. También se demostró que CCR7 es esencial para la 

migración de DCs de la dermis o epidermis tanto en condiciones inflamatorias como de 

estado estacionario190. La maduración también induce en las DCs la secreción de 

quemoquinas como TARC, MDC o IP-10 (que reclutan varios tipos de células T) y 

RANTES, MIP-1α y MIP1-β, que reclutan monocitos y DCs al ambiente local183. 

La presentación antigénica de las DCs se ve fuertemente aumentada por el proceso 

de maduración, que produce aumentos en la carga de péptidos en moléculas MHC, en el 

transporte del complejo molécula MHC-péptido a la superficie celular y en la vida media 

del complejo en la membrana191. En las DCs inmaduras los antígenos internalizados se 

acumulan en los MIIC192. Sin embargo, la maduración induce la activación de las enzimas 

necesarias para formar los comlpejos molécula MHC-péptido193. Concomitantemente, 

disminuye la capacidad endocítica de las DCs, impidiendo la reabsorción y degradación de 

los complejos molécula MHC-péptido que llegan a la membrana y promoviendo su 

expresión estable en la superficie celular194. La expresión de moléculas MHC en las DCs 

maduras es de diez a cien veces más alta que en células B o monocitos195. 

La maduración también induce la síntesis de novo de moléculas MHC de clase I y 

otros componentes de la vía de presentación endógena como TAP y componentes del 

inmunoproteasoma191,196. 

En algunos casos, las proteínas secuestradas en los MIIC pueden ser transportadas 

al citosol, donde seguirán la vía de presentación en moléculas MHC de clase I. La 

presentación de antígenos extracelulares vía MHC de clase I se conoce como “presentación 

cruzada”196-198. En el ratón, la presentación cruzada está fuertemente controlada por la 

maduración de DCs inducida por ligación de CD40 y tratamiento con agonistas de TLRs 

como LPS, poli I:C o DNA CpG199,200. 

Las DCs también pueden presentar antígenos lipídicos derivados de patógenos 

(como micolatos de micobacterias) o propios (como esfingolípidos y fosfatidilinositoles). 
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Estos antígenos se procesan en compartimentos especializados y se presentan en moléculas 

CD1, que heterodimerizan con la β2-microglobulina201,202. 

La maduración también mejora la capacidad de presentación antigénica y de 

activación de células T mediante el aumento en la expresión de moléculas involucradas en 

la interacción con las células T183. Las DCs maduras expresan altos niveles de moléculas 

coestimulatorias (CD80, CD86, CD40), moléculas de adhesión (CD2, CD11a, CD54 

(ICAM-1), CD58 (LFA-3), y las integrinas β1 y β2) y miembros de la familia TNF 

(CD137, CD134/OX40L, CD70).  

Por otro lado la maduración de las DCs induce la producción de un patrón 

citoquinas que depende del tipo de estímulo madurativo, el subtipo de DC estimulada y el 

origen de esa DC183,203. Entre las citoquinas que producen los distintos tipos de DCs se 

encuentran: citoquinas que participan en la polarización de la respuesta T helper, como la 

IL-12204,205; citoquinas proinflamatorias como TNF-α e IL-6206, involucradas en la 

respuesta inmune innata y en la activación de DCs inmaduras; citoquinas que participan en 

la respuesta antiviral como los interferones de tipo I (IFNα/β)207 y citoquinas involucradas 

en la inducción de tolerancia inmunológica, como la IL-10208.  

 

Rol de las DCs en la inmunidad adquirida 

Las DCs activadas y cargadas con el Ag migran a las zonas T de los órganos 

linfáticos secundarios para iniciar las respuestas de las células T. Las DCs pueden entran al 

ganglio linfático a través de la sangre o de la linfa209. Se ha observado que durante las 

primeras horas luego de entrar al ganglio, las células T antígeno-específicas examinan 

rápidamente muchas DCs diferentes y sólo establecen interacciones cortas que no duran 

más de unos minutos. Luego de 6-8 horas, la motilidad de las células T decrece y los 

contactos formados con las DCs duran más de 1 hora. Los contactos duraderos entre DCs y 

células T continúan el primer día hasta que las células T comienzan a proliferar210. Las 

interacciones estables entre DCs y células T son necesarias para inducir la activación de las 

células T211. Los contactos estables entre DCs y células T observados in vitro se asocian a 

la formación de una sinapsis inmunológica, que es una zona especializada de contacto que 
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contiene al TCR, al complejo molécula MHC-péptido así como todas las moléculas 

accesorias necesarias para la interacción y activación212. 

La activación efectiva de las células T resulta en su expansión clonal y 

diferenciación a células efectoras y de memoria. El tipo de respuesta T generada (ya sea 

CD4+ o CD8+) depende de muchos factores, incluyendo la concentración del antígeno en la 

DC, la afinidad del TCR por el complejo péptido-molécula MHC, la duración de la 

interacción entre la DC y la célula T, el estado de maduración de la DC y el tipo de 

estímulo que causó la maduración de la DC213. El patrón de citoquinas de la DC 

estimuladora determina la polarización de la respuesta T CD4+. Las DCs que producen IL-

12, IL-18 e IL-27 polarizan hacia una respuesta tipo T helper 1 (Th1), mientras que la 

secreción de CCL17 o CCL22, la expresión de determinados ligandos de Notch214 o la 

ausencia de IL-12 induce una respuesta tipo T helper 2 (Th2). El perfil de citoquinas 

producido por una DC depende de varios factores: el tipo de DC, el microambiente local y 

localización anatómica y el tipo de estímulo madurativo183. Estos factores también 

controlan otros aspectos de la respuesta T, como por ejemplo la inducción de tolerancia215. 

Numerosos trabajos muestran la influencia de estos factores: por ejemplo, las DCs CD8+ 

dan preferentemente respuestas Th1 y las DCs CD8- respuestas Th2145,216; por otro lado,  

DCs totales de placas de Peyer inducen la secreción de IL-10 e IL-4 en células T, mientras 

que DCs de bazo inducen predominantemente la secreción de IFNγ208. En cuanto a la 

influencia del estímulo madurativo, se ha demostrado que diversos ligandos de TLRs 

modulan diferencialmente a las DCs, generando células inductoras de respuestas Th1 o 

Th2 según el caso217. Por ejemplo, el LPS, la flagelina y ligandos del TLR9 (ADN con 

motivos CpG)218,219 inducen la producción de IL-12 en DCs murinas, mientras que 

ligandos del TLR2 como Pam3Cys inducen preferencialmente DCs inductoras de 

respuestas Th2220.  

Las DCs también pueden interactuar directamente con las células B. Las DCs 

activadas pueden inducir la proliferación de las células B, el switch de clase y la 

diferenciación a célula plasmática en respuesta a antígenos T independientes a través de la 

producción de factores de activación y supervivencia B como BAFF y APRIL164,221,222. 

 

 



Introducción 

 33 

Rol de las DCs en la tolerancia periférica 

Las células T autorreactivas que escapan a la deleción tímica pueden ser 

controladas en la periferia. Numerosos estudios han dejado claro que las DCs también 

participan en la generación y mantenimiento de la tolerancia periférica a través de diversos 

mecanismos223. Por un lado, la presentación de antígeno por DCs en estado estacionario o 

inmaduras resulta en un estado de tolerancia, ya sea por deleción o anergia de las células T 

antígeno específicas224-226. Las DCs que no recibieron una señal de peligro presentan el 

antígeno a las células T en ausencia de señales coestimulatorias. En ausencia de 

coestimulación o en presencia de coinhibición, las células T pueden ser silenciadas 

funcionalmente y transformarse en células no respondedoras (anérgicas) a dicho antígeno 

en el futuro227,228. Algunos subtipos de DCs parecen ser tolerogénicos in situ. En humanos, 

se ha descripto una subpoblación de DCs derivadas de monocitos que expresa indoleamina 

2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima que cataboliza triptofano y cuya actividad se asocia 

con la inhibición de la proliferación de células T y la inducción de muerte de células T229. 

La presencia de estas DCs en ganglios linfáticos drenantes de tumores contribuiría a la 

falta de respuesta inmunológica en pacientes de cáncer229,230. 

 Por otro lado, las DCs pueden generar tolerancia a través de la inducción de 

diversos tipos de células regulatorias capaces de suprimir una respuesta T. Las DCs han 

sido involucradas en la generación de células CD4+ regulatorias inducidas por un antígeno 

en la periferia, como las células Tr1 y las Th3, que suprimen respuestas inmunes a través 

de citoquinas como IL-10 y TGF-β231-234. Por ejemplo, se ha mostrado que una población 

de DCs de ratón que expresa altos niveles de CD45RBhigh y presenta un fenotipo de DC 

inmadura induce la generación de células Tr1 mediante la secreción de IL-10, tanto ex vivo 

como in vivo
232. Además, ciertos patógenos o productos derivados de los mismos pueden 

aumentar la producción de IL-10 en las DCs, las cuales a su vez inducen a las células 

Tr1235-237.   

Otra población de células regulatorias influenciadas por las DCs son las células 

regulatorias naturales CD4+CD25+ de origen tímico (Tregs). Mientras que las DCs 

inmaduras de los tejidos linfoideos son capaces de inducir tolerancia intrínseca durante el 

estado estacionario, DCs en diferentes estadíos de diferenciación influyen en la biología de 

las Tregs238. Las DCs son capaces de inducir la proliferación de células CD4+CD25+ in 
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vitro, mediante la presentación de un antígeno o un estímulo policlonal como un anticuerpo 

anti-CD3239-242. El estado de maduración de las DCs influye en el grado de expansión de 

las Tregs238. Las DCs maduras (generadas por estimulación con citoquinas o ligandos de 

TLRs) serían más efectivas para romper la anergia de las células CD4+CD25+ e inducir su 

proliferación240,242,243. La proliferación de Tregs antígeno-específicas inducida por DCs 

cargadas con el antígeno correspondiente también ha sido observada in vivo
240,241. En un 

trabajo reciente se ha demostrado que las DCs expanden a la población de células 

regulatorias CD4+CD25+ cuando presentan al antígeno en concentraciones inmunogénicas, 

mientras que en condiciones subinmunogénicas pueden inducir la generación de células 

Treg a partir de células CD4+CD25-244.  

Aunque es claro que las DCs son capaces de expandir a las Tregs, existen 

discrepancias acerca de la influencia de las DCs sobre la función regulatoria de dichas 

células. Algunos trabajos muestran que la proliferación de las Tregs inducida por DCs 

maduras no afecta o aumenta su capacidad inmunosupresora in vitro o in vivo
240,243,244, 

mientras que otros sugieren lo contrario242,245. Esto parece depender de si la capacidad 

supresora de las Tregs se mide durante o después de su proliferación. Se ha sugerido que la 

proliferación de las células CD4+CD25+ suprime en forma temporal su capacidad 

regulatoria242,246,247. En co-cultivos de DCs maduras, células CD4+CD25- y células 

CD4+CD25+, estas últimas proliferan y su actividad supresora sobre la proliferación de las 

CD4+CD25- se ve anulada242,245. En cambio, células CD4+CD25+ previamente expandidas 

por DCs maduras muestran una potente capacidad supresora en cultivos posteriores o al ser 

inoculadas in vivo
239-241. En general se considera que las DCs inmaduras o en estado 

estacionario mantienen la capacidad supresora de las Tregs mientras que las DCs maduras 

la anulan, lo cual permitiría que ocurra una respuesta efectora ante la entrada de un 

patógeno. Las DCs pueden influir en forma indirecta sobre las Tregs: Pasare y 

Medzhitov135 demostraron que la IL-6 producida por las DCs activadas por ligandos de 

TLRs actúa sobre las células T efectoras, de manera que estas células adquieren resistencia 

a la supresión mediada por las Tregs. 

Se han descripto mecanismos por los cuales las DCs pueden ser transformadas en 

células tolerogénicas. El cultivo de células de médula ósea de ratón en presencia de IL-10 

induce la diferenciación de una población de DCs CD11clow que expresan CD45RB, 

presente en órganos linfáticos de ratones normales. Como se mencionó previamente, estas 
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células secretan altos niveles de IL-10 luego de ser activadas y generan tolerancia 

antígeno-específica a través de la inducción de células Tr1, que a su vez también producen 

IL-10232. La presencia de TGF-β, vitamina D3, IL-10 o corticosteroides en cultivo también 

confiere propiedades tolerogénicas a las DCs183. Las DCs también pueden ser convertidas 

en células tolerogénicas por la células regulatorias naturales CD8+CD28-, las cuales 

aumentan la expresión de receptores inhibitorios (ILT3 e ILT4) en la superficie de las 

DCs248. Las células CD4+CD25+ regulatorias pueden, a su vez, influir sobre la capacidad 

tolerogénica de las DCs, restringiendo su maduración249-251. 
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Células T Regulatorias 

Todo proceso fisiológico necesita ser controlado. Sin regulación, los procesos 

fisiológicos tienen un alto riesgo de volverse patológicos. Las respuestas inmunes no son 

una excepción; además de la autoinmunidad, el sistema inmune también puede inducir 

enfermedad cuando los mecanismos inmunológicos protectores empleados para limitar el 

crecimiento de patógenos o células tumorales causan un “daño colateral” en células 

normales vecinas al ataque inmunológico.  

El sistema inmune utiliza numerosos mecanismos que permiten establecer y 

mantener una falta de respuesta a antígenos propios (auto-tolerancia inmunológica) y evitar 

el daño colateral durante una respuesta. Los controles incluyen la eliminación física o la 

inactivación funcional de los linfocitos autorreactivos (deleción clonal y anergia, 

respectivamente), como así también una compleja red de mecanismos regulatorios 

periféricos. La existencia de células T con función específicamente supresora ha sido muy 

discutida. A pesar de que su existencia se ha postulado hace muchos años252, durante un 

largo tiempo este concepto fue cuestionado, sugiriéndose que la regulación de la respuesta 

inmune se produce solamente por células no especializadas, a través mecanismos 

intrínsecos a la activación y diferenciación de células T inducidas por el antígeno253. Sin 

embargo, nuevos trabajos publicados en la década del ´90 hicieron resurgir el concepto de 

células supresoras o regulatorias254-256. En poco tiempo se han identificado numerosos 

subtipos celulares dentro de la población de células T supresoras o regulatorias, 

encontrándose una gran variabilidad en varios aspectos, incluyendo el origen, los 

mecanismos y blancos de acción y la especificidad antigénica. Esta gran heterogeneidad 

genera, aún hoy en día, confusión en la literatura. 

 Los términos “células T supresoras” y “células T regulatorias” han sido utilizados 

alternativamente por diversos autores, aunque en la actualidad se habla preferentemente de 

“células T regulatorias”. La familia de células T regulatorias está compuesta por diversos 

subtipos celulares que existen en forma “natural” en un individuo sano o son inducidos 

durante una respuesta inmune. Entre los diferentes miembros de la familia se encuentran 

las células CD4+CD25+255, Tr1254, Th3256, NKT257 y CD8+CD28-258.  
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Células T regulatorias CD4
+
CD25

+  

Las células T CD4+CD25+ regulatorias (Tregs) son quizás hoy en día las células 

regulatorias más estudiadas. Desde la década del ´70 hubo evidencia de que existían 

células CD4+ capaces de suprimir la autoinmunidad en animales con timectomía neonatal o 

enfermedades autoinmunes espontáneas259-262. En la búsqueda de un marcador de 

superficie que definiera más específicamente a estas células CD4+ con propiedades 

inmunorregulatorias, Sakaguchi y colaboradores255 describieron en 1995 una población de 

células T CD4+CD25+ que constituye aproximadamente un 5-10 % de todas las células T 

CD4+ y un 5 % de los timocitos maduros CD4+CD8-. Esta población existe en forma 

natural en el ratón, en ausencia de cualquier tipo de enfermedad o afección. Por este 

motivo son frecuentemente llamadas células T CD4+CD25+ regulatorias naturales (aunque, 

como se explicará más adelante, se ha sugerido que existen células CD4+CD25+ 

adaptativas o inducidas). Se ha identificado una población con fenotipo similar en 

humanos263,264.  

Estas células poseen potentes funciones regulatorias de la respuesta inmune tanto in 

vivo como in vitro
255,265. En cultivo, las células CD4+CD25+ murinas suprimen la 

proliferación de células T CD4+CD25- o CD8+266. En un principio se determinó que las 

células CD4+CD25+ tienen un papel importante en la supresión de respuestas autoinmunes 

a través de la inhibición de las células T autorreactivas. Por ejemplo, la inyección de 

células T CD4+CD25- en ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) induce 

colitis, mientras que la co-inyección junto con células CD4+CD25+ previene la inflamación 

intestinal. Posteriormente se encontró que las células CD4+CD25+ también participan en el 

control negativo de otros procesos como alergias, respuestas inmunes antitumorales, 

respuestas inmunes a agentes infecciosos y rechazo a transplantes265,267-270.  

Existen numerosos reportes de células CD4+CD25- con propiedades regulatorias en 

individuos sanos271. Esto implica que las células regulatorias CD4+ naturales no están 

necesariamente confinadas a la población CD4+CD25+267. 

A lo largo de este trabajo utilizaremos el término “Treg” para denominar a 

células T CD4+CD25+ con fenotipo regulatorio Foxp3+ (ver siguiente punto).  

 



Introducción 

 38 

Fenotipo de las células CD4
+
CD25

+
 regulatorias naturales 

La molécula CD25 es la cadena α del receptor de IL-2 y su expresión resulta en la 

conformación de un receptor de alta afinidad272. CD25 ha sido un buen marcador para 

identificar a las células CD4+ regulatorias de origen tímico. Sin embargo, la activación de 

células T vírgenes induce la expresión transiente de CD25273-276, lo cual sugiere que CD25 

no sería el marcador óptimo. En un ratón normal, las células CD4+CD25+ son una 

población que constituye el 5-10% de las células CD4+ y es fácilmente distinguible de la 

población CD4+CD25-. Por lo tanto el aislamiento de células regulatorias CD4+CD25+ de 

ratón no presenta un problema a menos que el animal se encuentre atravesando un estado 

activación inmunológica. En humanos, en cambio, aproximadamente el 30% de las células 

CD4+ expresan CD25. La mayoría expresa CD25 con intensidad baja o media (CD25int) y 

sólo de un 1 a un 3% lo expresan con una intensidad alta (CD25high)277. Estudios in vitro 

demostraron que es la población CD25high la que posee propiedades inmunosupresoras278. 

Las células CD4+CD25int son consideradas células de memoria generadas luego del 

encuentro con un antígeno. 

Las células CD4+CD25+ regulatorias naturales expresan constitutivamente una 

variedad de moléculas de superficie que, al igual que CD25, se asocian en general con 

células activadas o de memoria. Algunas de estas moléculas son CD45RBlow, CD62L, 

CD103, CD152 o CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4), y GITR (glucocorticoid-

induced TNF receptor family–related gene)255,279-284. Aunque ninguno de estos marcadores 

se expresan exclusivamente en las células CD4+CD25+ regulatorias naturales, su nivel de 

expresión y naturaleza constitutiva los transforma en útiles herramientas para el 

aislamiento y estudio de dichas células. El nivel de expresión de estas moléculas puede 

aumentar en las células Treg ante determinados estímulos281,282. 

En la actualidad, el marcador más selectivo de las células regulatorias CD4+CD25+ 

es el factor de transcripción Foxp3. El gen de Foxp3 fue identificado por clonado 

posicional como el gen defectuoso en los ratones mutantes Scurfy285. Estos ratones 

presentan una mutación recesiva ligada al cromosoma X que es letal en los machos en el 

primer mes de vida. Los animales afectados presentan una enfermedad autoinmune 

linfoproliferativa, con hiperactivación de células T CD4+ y producción espontánea de 

citoquinas286. Más tarde se demostró que mutaciones en el gen del Foxp3 humano 
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(FOXP3) son las causantes del síndrome de inmunodeficiencia ligado al cromosoma X, 

IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome), 

asociado con enfermedad autoinmune en múltiples órganos, enfermedad inflamatoria 

intestinal, alergia severa incluyendo dermatitis atópica y alergia a alimentos, e infección 

fatal287. 

Estudios recientes revelaron el rol específico de Foxp3 en el desarrollo y función de 

las células regulatorias naturales CD4+CD25+288-291. Varios grupos determinaron 

simultáneamente que Foxp3 se expresa predominantemente en la población CD4+CD25+ 

periférica y la población de timocitos CD4+CD25+CD8-, mientras que no se detecta 

expresión alguna otros timocitos/células T y células B.   

Inicialmente se propuso que sólo las células CD4+CD25+ expresaban Foxp3 

mientras que en otras subpoblaciones T la expresión no era detectable.  Sin embargo, un 

creciente número de trabajos demuestra que una fracción de la población 

CD4+CD45RBlowCD25- en el ratón normal naïve tiene una expresión intermedia de Foxp3 

y presenta actividad regulatoria in vitro e in vivo
289,292-295. Utilizando un alelo knock-in de 

Foxp3 consistente en una fusión (en marco de lectura) de Foxp3 con la proteína 

fluorescente verde (green fluorescent protein-GFP)295, se demostró que Foxp3 es 

expresado predominantemente por células T TCRαβ+CD4+, y que existe una subpoblación 

CD4+ con expresión baja o nula de CD25 que también expresa Foxp3. La proporción de 

células Foxp3+ que son CD25+ y CD25- varía según el tejido u órgano analizado. Se 

determinó además que la expresión de Foxp3 correlaciona con la actividad supresora 

de las células, independientemente de la expresión de CD25. 

Estudios genéticos y funcionales en el ratón han determinado que la expresión de 

Foxp3 constituye un buen marcador de las células CD4+CD25+ regulatorias. Además de la 

correlación entre la expresión de Foxp3 y la actividad regulatoria de las células 

CD4+CD25+, se ha reportado recientemente la capacidad de Foxp3 para reprogramar la 

función de las CD4+288-290. La transducción retroviral o expresión transgénica de Foxp3 en 

células T CD4+CD25- o CD8+ las convierte fenotípica y funcionalmente en células 

similares a las Tregs naturales; por ejemplo, las células CD4+CD25- transducidas con 

Foxp3 pueden suprimir la proliferación de otras células T in vitro como así también el 

desarrollo de enfermedades autoinmunes in vivo
288-290. La transducción de Foxp3 también 
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suprime la producción de IL-2 (las células CD4+CD25+ se caracterizan por su incapacidad 

para producir IL-2) e induce la expresión de moléculas asociadas a las Tregs, como CD25, 

CTLA-4 y GITR289. Foxp3 parece ser un “gen maestro de control” para el desarrollo y/o 

función de las Tregs naturales CD4+CD25+. 

Así como la expresión ectópica de Foxp3 induce función regulatoria, la falta de 

Foxp3 ha sido correlacionada con una falta de Tregs288,290,295, mostrando la importancia de 

Foxp3 en el desarrollo de estas células. Una deleción condicional de Foxp3 en las células 

CD4+ genera una enfermedad linfoproliferativa indistinguible de la observada en los 

ratones scurfy295. En experimentos con quimeras de médula ósea se demostró que sólo la 

médula ósea de un animal normal y no la de uno Foxp3-/- es capaz de regenerar el 

compartimiento CD4+CD25+, demostrando el rol crítico de Foxp3 en la determinación del 

linaje de las Tregs y que este rol es intrínseco de las células regulatorias288. Estos 

resultados indican que, en el ratón, Foxp3 sería necesario y suficiente para el desarrollo 

y función de las Tregs. 

Los factores que afectan la expresión de Foxp3 no han sido determinados aún en 

forma concluyente. La mayor dificultad radica en que aquellos factores que afectan la 

expresión de Foxp3 también afectan a la supervivencia y expansión de las células 

CD4+CD25+ regulatorias. Entre estos factores se encuentran la IL-2, CD28 y TGF-β296. 

Fontenot y colaboradores han demostrado con su modelo de knock-in295 que la expresión 

tímica de Foxp3 es absolutamente dependiente de la interacción TCR-MHC.  

El rol de TGF-β en el proceso de diferenciación de células regulatorias en el ratón 

es controversial. Los experimentos realizados por varios autores fueron criticados por 

utilizar concentraciones suprafisiológicas de este factor y porque esta citoquina puede 

inhibir el efecto proliferativo de la IL-2 en células T convencionales, favoreciendo la 

expansión de células Foxp3+ en el cultivo297. Los datos de experimentos in vivo con 

animales knock out para TGF-β o sus receptores arrojaron datos contradictorios. Algunos 

mostraron que el TGF-β es indispensable para la función y expansión de las Tregs y otros 

que es completamente prescindible.   
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Inducción de Foxp3 en células CD4
+
CD25

-
 

La estimulación (policlonal o antígeno específica) de células CD4+CD25- humanas 

induce la expresión de FOXP3291,298,299. Estos resultados sugieren que, en humanos, 

FOXP3 se comporta como un gen inducido por activación en células CD4+. Aún no se ha 

determinado en forma concluyente si la expresión inducida de FOXP3 conduce a la 

generación de células regulatorias. Algunos autores mostraron que las células 

CD4+CD25+FOXP3+ obtenidas a partir de CD4+CD25-FOXP3- humanas por estimulación 

in vitro poseen capacidad supresora291,300. Sin embargo, Gavin y colaboradores han 

demostrado que la expresión de FOXP3 inducida por activación en células humanas es 

transiente y no induce un fenotipo regulatorio301.  

La generación de células Foxp3+ con fenotipo regulatorio a partir de células Foxp3- 

de ratón también está muy discutida. Mientras que algunos grupos demostraron que no se 

puede inducir la expresión de Foxp3 en células CD4+CD25- murinas288,289, otros han 

demostrado que el cultivo in vitro de células CD4+CD25- con un cocktail de TGF-β, IL-2 y 

estimulación del TCR y CD28 conduce a la inducción de Foxp3 y la adquisición de 

actividad supresora302-304. Utilizando células T transgénicas para un TCR, se ha observado 

que la presentación del antígeno correspondiente en cantidades subinmunogénicas induce 

la conversión in vivo de células naïve Foxp3- en células regulatorias Foxp3+244.     

 

Activación de células regulatorias CD4
+
CD25

+ 

Las células CD4+CD25+ purificadas de un individuo normal no tienen la capacidad 

de suprimir respuestas T y sólo ejercen su función inhibitoria luego de la estimulación a 

través del TCR297. Tanto la estimulación policlonal como la antígeno específica activa a las 

CD4+CD25+ e induce su función supresora in vitro, mientras que antígenos no reconocidos 

por el TCR no lo hacen305,306. Las células CD4+CD25+ son muy sensibles a la estimulación 

por un antígeno y son supresoras a dosis antigénicas de 10 a 100 veces menores que las 

requeridas para la activación de las células T CD25-305. Tienen un repertorio de TCRs muy 

diverso, por lo cual son capaces de responder a una gran variedad de antígenos, incluyendo 

antígenos microbianos, alimenticios y propios263,271,307,308. 
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Se había descripto que una característica distintiva de las células CD4+CD25+ era 

su falta de respuesta proliferativa ante la activación del TCR o la estimulación con 

anticuerpos mitogénicos. Por este motivo, a estas células se les atribuyó un fenotipo 

anérgico, aunque luego se ha demostrado que existe proliferación de las mismas in vivo 

(homeostática309-312 e inducida por antígenos292,313,314) y que se pueden expandir in 

vitro
136,240,242,243. En general, se considera que las células CD4+CD25+ no producen IL-2 in 

vitro y dependen de IL-2 exógena315,316. Se ha demostrado que la IL-2 es indispensable 

para mantener la homeostasis periférica y la función supresora de las Tregs in vivo, aunque 

la actividad de esta citoquina no sería imprescindible durante su desarrollo en el timo309,317. 

 

Señales coestimulatorias e inhibitorias para la activación de las células CD4
+
CD25

+ 
 

La activación de las células CD4+CD25+ regulatorias requiere dos señales: una a 

través del TCR y otra señal coestimulatoria presentada por las APCs. Se han estudiado 

diversas moléculas de membrana expresadas por las células CD4+CD25+ involucradas en 

la detección de la señal coestimulatoria, entre las que se encuentran CD28, CTLA-4 y 

GITR.  

Las señales a través de CD28 serían críticas para la generación tímica de células 

CD4+CD25+ regulatorias, así como también para su supervivencia y auto-renovación en la 

periferia318. Por otro lado, la estimulación de las Tregs a través de CD28 in vitro atenúa su 

capacidad supresora y estimula su proliferación. Las DCs maduras CD86high estimulan la 

proliferación de estas células, sugiriendo que las DCs activadas no sólo activan a células T 

naïve sino que a la vez disminuyen la supresión mediada por las Tregs, haciendo más 

efectiva la respuesta inmune318.  

Las células regulatorias naturales CD4+CD25+ expresan la molécula CTLA-4, 

mientras que las células T CD4+CD25- efectoras la expresan sólo luego de su 

activación281,282,319. Además de mediar en forma directa la supresión ejercida por las 

células CD4+CD25+ (ver más adelante), se ha postulado que en estas células la molécula 

CTLA-4 transduce una señal coestimulatoria que las activa para ejercer la supresión318. 

La molécula GITR es expresada por las células Treg en forma constitutiva283,284. 

Otras células, como células T, células B, DCs y macrófagos muestran baja expresión de 
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GITR, pero ésta se ve aumentada luego de la activación283,284. El entrecruzamiento de los 

receptores GITR de las Tregs, junto con la estimulación a través de su TCR, inhibe la 

actividad supresora de estas células y dispara su proliferación en presencia de IL-2283,284. 

Se ha sugerido que la inhibición de la supresión podría ocurrir por la señalización a través 

de GITR expresado por las Tregs (es decir, por inhibición directa de la actividad 

regulatoria de estas células)283 o por la señalización a través de GITR expresado por las 

células T activadas320. En este caso, la unión de GITR a su ligando induciría un aumento en 

el umbral de permisividad de las células activadas para ser blanco de la supresión. El 

ligando de GITR, GITR-L, es una molécula de membrana expresada por CPAs en reposo y 

su expresión disminuye por activación a través del receptor B, CD40 y diferentes 

TLRs297,320-322. La modulación de la expresión de GITR-L durante la maduración de las 

DCs contribuiría al control de la activación inmune y la tolerancia por parte de estas 

células297,318. 

 

Células regulatorias CD4
+
CD25

+
 y receptores de tipo Toll  

Se ha reportado que las células regulatorias CD4+CD25+ expresan varios miembros 

de la familia de los TLRs, incluyendo el TLR4136. La estimulación in vitro de estas células 

a través del TLR4 con una alta concentración de LPS induce su proliferación, prolonga su 

supervivencia y aumenta su capacidad supresora, incluso en ausencia de CPAs, indicando 

que el LPS actúa directamente sobre el TLR4 de las CD4+CD25+136. Por otro lado, se ha 

descripto que la estimulación de DCs con ligandos de TLRs induce la producción de 

citoquinas (en particular IL-6) que generan en las células T naïve resistencia a la supresión 

mediada por las células CD4+CD25+135. Además, la falta de respuesta primaria de células T 

CD4+ observada al inocular un ratón con DCs knock-out para MyD88 puede ser revertida 

con la depleción de células CD4+CD25+323. Aunque los efectos del LPS sobre la respuesta 

inmune parecen oponerse (maduración de DCs e inducción de respuesta adaptativa versus 

activación de células regulatorias que suprimen la respuesta), las concentraciones de LPS 

que causan estos efectos son distintas, siendo mucho más alta la cantidad de LPS que se 

necesita para observar un efecto sobre las Tregs que la requerida para activar a las 

DCs135,136. Se ha hipotetizado que en una infección con bacterias Gram-negativas la 

estimulación con LPS dispararía al comienzo la maduración de las DCs y la consecuente 
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activación, expansión y diferenciación de células T antígeno específicas. En el caso de 

producirse grandes cantidades de LPS, éste activaría a las Tregs, evitándose así el 

desarrollo de una inmunopatología local o sistémica (como el shock séptico) que podría 

desencadenarse en presencia de una gran cantidad de citoquinas proinflamatorias324. Se ha 

demostrado que la IL-10 producida por Tregs activadas puede suprimir la activación de 

macrófagos y la producción de citoquinas por los mismos269.  

Otros TLRs también están involucrados en la biología de las Tregs. La estimulación 

de células regulatorias CD4+CD25+ con un ligando del TLR2 en combinación con un 

estímulo del TCR aumenta la proliferación de estas células in vivo e in vitro, pero produce 

en las mismas una pérdida temporal del fenotipo supresor246,247. También se ha demostrado 

que ligandos sintéticos y naturales del TLR8 pueden revertir la función supresora de las 

Tregs325. 

 

Mecanismos de acción y células blanco 

Una vez que las Tregs han sido activadas, inhiben la producción de IL-2 en las 

células T y suprimen la proliferación y la producción de citoquinas en células T CD4+ y 

CD8+ en forma antígeno-independiente266,305,306,326. Aunque el efecto supresor de las 

células CD4+CD25+ ha sido estudiado principalmente sobre las células T, se ha demostrado 

que las Tregs también tienen efectos inhibitorios sobre DCs y otras CPAs, y también sobre 

células B y natural killer249-251,327-329.  

Numerosos trabajos han estudiado los mecanismos de inmunosupresión utilizados 

por las células CD4+CD25+ para regular la actividad de las células T330. Sin embargo, no se 

ha encontrado un único modo de acción regulatoria de estas células. En particular, existen 

importantes diferencias entre los mecanismos descriptos in vitro e in vivo. 

La mayoría de los estudios in vitro han concluido que la supresión mediada por 

células CD4+CD25+ tanto murinas como humanas se da a través de un mecanismo 

dependiente del contacto célula-célula. La supresión in vitro no es bloqueada por 

anticuerpos neutralizantes contra IL-4, IL-10 o TGF-β. Por otro lado, las células 

CD4+CD25+ son incapaces de ejercer su función regulatoria cuando están separadas de las 

células blanco por una membrana permeable que impide el contacto entre células pero no 
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el pasaje de moléculas proteicas264,305,306. Notablemente, células Treg CD25+ humanas 

fijadas con paraformaldehído mantienen su función supresora, siempre y cuando hayan 

sido activadas antes de la fijación331,332. La molécula de superficie CTLA-4 expresada por 

las células CD4+CD25+ cumple un rol importante en la inhibición por contacto célula-

célula. Se han descripto dos mecanismos inhibitorios en los que participa CTLA-4. Uno 

involucra la unión de CTLA-4 a CD80 y CD86 expresados por las células T blanco, lo cual 

conduciría una señal inhibitoria hacia el interior de estas células333. El segundo mecanismo 

sería la interacción de CTLA-4 con CD80 y CD86 expresados por las DCs, resultando en 

la inducción de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO)334, que provoca una 

disminución en la disponibilidad de triptofano y una consecuente disminución de la 

activación de células T229. Se ha postulado que otro mecanismo de supresión in vitro sería 

por actividad citolítica (dependiente de granzima A y perforina) de las células CD4+CD25+ 

Foxp3+335. 

En cuanto a la participación de TGF-β en ensayos de supresión in vitro, se han 

obtenido resultados contradictorios. Aunque algunos trabajos muestran que la presencia 

este factor no constituye un requerimiento para la actividad supresora de las células 

Treg330, otros sugieren que el TGF-β de membrana expresado por las células CD4+CD25+ 

es esencial para inhibición por contacto célula-célula336. Respecto al rol de TGF-β in vivo, 

se ha demostrado que esta citoquina es necesaria para la supresión de células CD8+ 

(involucradas en autoinmunidad o rechazo de tumores) por las células CD4+CD25+. No 

está claro si en estos casos el TGF-β es producido por las Tregs o por otras células como 

por ejemplo CPAs.  

La supresión in vitro mediada por la células CD4+CD25+ regulatorias parece tener 

como blanco principal el control transcripcional del gen de la IL-2 en las células 

efectoras305,306. Sin embargo los estudios in vitro no descartan que la inhibición de la 

proliferación se deba al consumo de IL-2 por las Tregs337. Éstas presentan una mayor 

expresión del receptor de IL-2 (CD25), por lo cual competirían fuertemente por la 

citoquina, que es un factor de crecimiento esencial para las células T estimuladas in vitro.  

Aunque se ha propuesto que las células Treg actuarían principalmente regulando 

los niveles de producción de IL-2 in vitro, no se ha demostrado que éste sea el único 

mecanismo in vivo. El hecho de que las células CD4+CD25+ pueden suprimir la respuesta 



Introducción 

 46 

autoinmune en ratones deficientes en IL-2R descarta la posibilidad de que la competencia 

por IL-2 o la inhibición de la transcripción del gen de IL-2 representen mecanismos 

esenciales de supresión por las Tregs in vivo, indicando que existen otros blancos afectados 

por estas células338-341. 

Uno de los mecanismos de supresión de las células CD4+CD25+ regulatorias in vivo 

es la producción de IL-10. Se ha demostrado que estas células producen IL-10 in vivo
313,342 

y se ha establecido que la secreción de IL-10 es necesaria para generar supresión343,344. 

Otros autores han demostrado que en algunos casos la supresión in vivo es independiente 

de la IL-10315,344. Se ha sugerido que las células CD4+CD25+ regulatorias pueden ejercer su 

función a través de diversos mecanismos, dependiendo en cada caso del microambiente en 

el cual las células supresoras fueron activadas330. 

Se ha postulado otro mecanismo de supresión in vivo, denominado “tolerancia 

infecciosa”, mediante el cual las Tregs generarían un medio en el cual algunas células 

efectoras se convertirían en células supresoras345. Otro modelo de tolerancia infecciosa 

sugiere que algunas células CD4+CD25- pueden ser inducidas por células CD4+CD25+ a 

secretar TGF-β y/o IL-10332. 

La especificidad antigénica de las Tregs es aún un punto controversial. En base a la 

expresión de diversos segmentos de las cadenas α y β del TCR, se sabe que tanto las Tregs 

murinas como las humanas poseen un variado repertorio de TCRs, al igual que las células 

CD4+CD25-305,346,347, lo cual permite predecir que reconocerían una amplia variedad de 

antígenos. En un principio se había postulado que las Tregs reconocían principalmente 

antígenos propios, aunque en la actualidad no está claro si los TCRs que reconocen 

autoantígenos están más representados dentro de la población de células CD4+CD25+ 

regulatorias297. Un trabajo reciente ha demostrado que durante la infección crónica con 

Leishmania major se produce una acumulación de Tregs que reconocen específicamente al 

patógeno, demostrando que las Tregs también pueden reconocer antígenos no propios348. 

En relación a la importancia de la especificidad antigénica en la actividad de las células 

Treg, algunos estudios in vitro han demostrado que la actividad supresora de las Tregs 

depende de su activación previa a través del TCR pero que, una vez activadas, las Tregs 

son capaces de suprimir células T con otras especificidades238,305,326,349. Varios trabajos 

indican que las Tregs antígeno-específicas son más eficaces para ejercer su función 
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supresora241,297,350,351, aunque no se ha determinado si esto se debe a que estas Tregs son 

activadas preferencialmente o a que actúan selectivamente sobre las células T específicas 

para el mismo antígeno. 

El análisis de la supresión generada in vivo por las Tregs debe considerar la 

capacidad de estas células para localizarse cerca de células T efectoras con una 

determinada especificidad antigénica y entrar en contacto ya sea directamente o a través de 

CPAs intermediarias. La migración y homing de las Tregs deben ser similares a los de las 

células T efectoras para permitir una interacción efectiva cuando están respondiendo a 

ligandos presentados por las CPAs en el mismo microambiente330.  

En un ratón naïve, las células CD4+CD25+ regulatorias de periferia expresan 

CD62L (L-selectina) y aparentemente recirculan de sangre a linfa al igual que las células T 

vírgenes. Luego de la estimulación antigénica las Treg migran a los ganglios drenantes del 

antígeno donde se acumulan y proliferan estimuladas por la unión de ligandos agonistas a 

sus TCRs240,314,352,353. Esto permitiría una supresión efectiva de la respuesta inmune local. 

Dos trabajos recientes han estudiado por técnicas complejas de microscopía los 

mecanismos ejercidos por las Tregs in vivo
350,354, utilizando Tregs y células T no 

regulatorias, expresando ambas poblaciones un TCR transgénico. Los autores demostraron 

que las Tregs inhiben el arresto en la migración de las células naïve inducido normalmente 

por el antígeno. En ausencia de las Tregs, las células T disminuyen su motilidad en 

respuesta al antígeno, y los contactos entre las células T y DCs cargadas con antígeno son 

de mayor duración. Células CD4+CD25+ policlonales también son capaces de disminuir el 

arresto de células activadas inducido por el antígeno, aunque en menor grado que las Tregs 

que expresan un TCR específico. Además, sólo se pudieron registrar interacciones estables 

Treg-DC y T efectora-DC pero no interacciones Treg-T efectora o Treg-T efectora-DC. 

Durante el curso de la estimulación antigénica, las Tregs, al igual que las células T 

efectoras, pueden cambiar su actividad migratoria y dirigirse a los tejidos inflamados, en 

donde ejercen su función supresora269,355,356. Por lo tanto, la capacidad regulatoria de las 

Tregs no está restringida a la inhibición de la proliferación inicial de las células efectoras 

en órganos linfáticos secundarios, sino que también involucra la supresión de células 

activadas en los tejidos inflamados. La capacidad de las Tregs de expandirse y migrar en 
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respuesta al antígeno constituiría entonces un mecanismo esencial para la regulación de 

varias etapas de la respuesta inmune. 
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Ratones 

Todos los animales fueron criados en los bioterios de la División Medicina 

Experimental de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires. Se utilizaron ratones 

de las cepas BALB/c, C3H/HeN, C3H/HeJ (Tlr4Lps-d/Tlr4Lps-d), C.C3H Tlr4
Lps-d (BALB/c 

congénicos para la mutación en TLR4 de la cepa C3H/HeJ)357, C57BL/6 y TLR2 knock 

out (TLR2-/-)358 en background C57BL/6.  

 

Purificación viral 

Las variantes MMTV(LA)33,34 y MMTV(FM)359 se aislaron de tumores mamarios 

de ratones C3H/HeN o BALB/c como se describió previamente360. Los tumores fueron 

homogeneizados en un buffer Tris 0,01M (pH=8), NaCl 0,1M, EDTA 2mM. Los restos 

celulares fueron separados por dos centrifugaciones sucesivas a 600 x g y 12400 x g, 

conservándose el sobrenadante. Luego se precipitó el virus por ultracentrifugación 1 hora a 

21000 rpm (rotor SW50.1), a 4°C, y se resuspendió el pellet en buffer fosfato (PBS). Esta 

preparación se colocó sobre un gradiente de sacarosa 0-60% y se centrifugó 1 hora a 32000 

rpm (rotor SW50.1), a 4°C. Se recuperó la banda correspondiente al virus y se realizó un 

lavado con PBS, 1 hora a 32000 rpm (rotor SW50.1), a 4°C. El virus obtenido de cada 

tumor (~800 mg) se resuspendió en un volumen final de 600 µl de PBS. Distintas 

diluciones de la preparación viral se probaron tanto in vivo, para determinar si inducían 

activación temprana de células B y activación dependiente del superantígeno67, como in 

vitro, sobre células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDCs) de ratones C3H/HeN. 

La mayor dilución con la cual se obtuvo la máxima activación de las BMDCs luego de 18 

horas (en general de 1:10 a 1:20) fue la utilizada en los experimentos subsiguientes.  

Para los estudios de inactivación viral, el virus fue incubado bajo luz ultravioleta 

(UV) de onda corta durante 30 minutos en hielo, o con 2,2´-ditiopiridina (AT-2) (Sigma, 

Inc., St Louis, MO, USA) (5mM) durante 60 minutos a 37°C y luego fue utilizado 

inmediatamente en los ensayos con BMDCs. 
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Suspensiones celulares 

Para distintos experimentos (citometría de flujo, extracción de ácidos nucleicos, 

separación magnética de células) se extrajeron placas de Peyer, bazos o ganglios linfáticos 

y se prepararon las suspensiones celulares en medio RPMI 1640 (Sigma, Inc., St Louis, 

Mo.) por pasaje a través de una malla de acero inoxidable. Después de un lavado con 

medio de cultivo suplementado con 3% de suero bovino fetal (SBF), se determinó la 

viabilidad por el método de exclusión de Azul Tripán, requiriéndose un mínimo de 90% de 

células vivas. 

Las suspensiones de células mononucleares de bazo se sembraron de 5 a 20 x 106 

células/ml en volúmenes de 0,5 a 1,5 ml sobre 1 ml de Ficoll-Triyosom. Las mismas se 

centrifugaron a 2000 rpm (aceleración rápida sin freno) durante 30 minutos a 16°C. Las 

células mononucleares se lavaron dos veces con medio RPMI con 3% de SBF.  

Cuando las células se utilizaron para llevar a cabo análisis citofluorométricos la 

suspensión final de las mismas se hizo en medio RPMI 1640 sin rojo fenol. 

 

Tolerizaciones in vivo 

Se tolerizaron ratones BALB/c adultos durante 3 días por vía subcutánea en la 

almohadilla plantar con LPS de Escherichia coli 0111:B4 (Sigma, St. Louis, MO) (2 

µg/día) o PGN de S. aureus (5 µg/día) (Fluka, Buchs, Suiza). El grupo control fue tratado 

con solución fisiológica. Un día después de finalizada la tolerización los ratones se 

desafiaron, por la misma vía, con dosis estimulatorias de LPS (20 µg) o PGN (20 µg), para 

comprobar la eficacia del protocolo para generar tolerancia a LPS y PGN, respectivamente. 

Luego de 90 minutos se extrajeron los ganglios poplíteos drenantes y se midió la expresión 

de las citoquinas TNF-α e IL-6 por RT-PCR. 

 

Desafío con MMTV in vivo 

Un día después de la tolerización los ratones fueron desafiados en la almohadilla 

plantar (subcutáneo) con leche de hembras BALB/c libres de MMTV o infectadas con el 

virus MMTV(LA) (alternativamente, se utilizó virus purificado de tumores y PBS como 
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control). A los tiempos indicados se extrajo el ganglio poplíteo drenante de la inoculación 

para los estudios por citometría de flujo, PCR o RT-PCR  

 

Experimentos de tráfico en animales tolerizados  

Un día después de la tolerización los ratones fueron desafiados con MMTV en la 

almohadilla plantar e inoculados simultáneamente por vía intravenosa con 5 x 107 células 

mononucleares de bazo obtenidas por gradiente de Ficoll-Triyosom y marcadas con el 

colorante CFSE (ver punto siguiente). A las 36 horas se extrajo el ganglio drenante de la 

inoculación viral y se obtuvo una suspensión celular que fue marcada con los anticuerpos 

anti-B220-PE y anti-CD44-Cy. Luego se determinó por citometría de flujo el porcentaje de 

células vírgenes en las células B220+ que migraron al ganglio drenante como el porcentaje 

de células B220+CFSE+ que expresaban CD44low (% CD44low/B220+CFSE+) 

 

Marcación con CFSE 

El siguiente protocolo se utilizó para marcar células para los experimentos de 

tráfico in vivo y para los experimentos de cultivo mixto linfocitario. Las células (1 x 107 

células/ml) se resuspendieron en PBS con 0,3% de seroalbúmina bovina (BSA) (Gibco, 

NY, USA) y se incubaron con 5, 6 carboxifluorescein diacetato succinimidil éster (CFSE) 

(Molecular probes, Eugene, OR, USA), 5-10 µM, durante 10 minutos a 37°C. Luego se 

realizaron tres lavados extensivos con PBS con 10% de SBF, realizando incubaciones de 5 

minutos a 37°C entre lavados para favorecer la eliminación del CFSE residual. Por 

citometría de flujo se determinó que la marca de las células fuera homogénea y con una 

intensidad media de fluorescencia de 103. 

 

Citometría de flujo 

En todos los casos se realizaron marcaciones directas, con anticuerpos conjugados a 

los fluorocromos fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), Cy-chrome 5 (Cy) o PercP. Se 

utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales de BD-PharMingen (San Diego, CA, 

USA): anti-CD4 (clon H129.19); anti-CD69 (clon H1.2F3); anti-Vβ6 (clon RR4-7); anti-
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Vβ10 (clon B21.5); anti-CD44 (clon IM7), anti- B220 (clon RA3-6B2), anti-CD11c (clon 

HL3); anti-CD40 (clon HM40-3); anti-CD80 (clon 16-10A1); anti CD71 (clon C2); CD25 

(clon PC61); anti-CD45RB (clon 16A); anti-CTLA-4 (clon UC10-4F10-11); anti-IL-10 PE 

(clon JES5-16E3) y el siguiente anticuerpo de e-Bioscience (San Diego, CA, USA): anti-

Foxp3 (clon FJK-16s). Para los controles de isotipo se utilizaron los siguientes anticuerpos 

(BD-PharMingen): IgG1 de rata (clon R3-34), IgG2 de rata (clon R35-95), IgG1 de hamster 

(clon G235-2356), IgG2 de hamster (clon B81-3). 

Marcación de superficie: Se utilizaron protocolos de marcación similares tanto para 

células derivadas de cultivos in vitro como para células frescas obtenidas de órganos de 

ratón. Para realizar la marcación se obtuvieron suspensiones celulares de entre 1 x 105 y 1 

x 106 células/ml. Para la incubación con anticuerpos y para los lavados se utilizó un buffer 

de marcación compuesto por RPMI sin rojo fenol, azida sódica (0,1%) y SBF (3 %). En el 

caso de las BMDCs, las células se incubaron en primer lugar con un anticuerpo bloqueante 

de receptores Fc (anti-mouse CD16/32; BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA) para 

impedir la unión no específica de anticuerpos. Las células se incubaron con 1 µg de 

anticuerpo/106 células durante 30-45 minutos, a 4°C y en oscuridad. Luego se realizaron 

dos lavados con el buffer de marcación y finalmente las células se fijaron en PBS-

paraformaldehído 0,5%, conservándose a 4°C y oscuridad hasta el momento de la 

adquisición.  

Marcación intracelular: Para la medición de CTLA-4, IL-10 y Foxp3 se realizaron 

marcaciones intracelulares. En el caso de CTLA-4 e IL-10 se utilizó el kit de marcación 

intracelular Cytofix/Cytoperm (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA) y en el caso de 

Foxp3 el kit marcación intracelular Mouse Foxp3 Staining set (e-Bioscience, San Diego, 

CA, USA). Primero se marcaron a las células con uno o dos anticuerpos para medir 

moléculas de superficie utilizando el protocolo ya mencionado, eliminando el último paso 

de fijación. A partir de aquí se siguieron las instrucciones del fabricante, tratando a las 

células con la solución de fijación y luego con la solución de permeabilización del kit 

correspondiente. Se incubaron las células resuspendidas en la solución de permeabilización 

con un anticuerpo anti-CD16/32 y seguidamente con el anticuerpo anti CTLA-4, anti-IL-10 

o anti-Foxp3. Luego se realizaron dos lavados con la solución de permeabilización y se 

adquirieron las células en el citómetro de flujo. 
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En todos los casos, las células fueron adquiridas en un citómetro de flujo FACScan 

(Becton Dickinson, Mountain View, California, USA). Las células muertas fueron 

excluidas basándose en los parámetros de tamaño y complejidad. Los resultados se 

analizaron utilizando el programa Cell Quest (Becton Dickinson Immunocytometry 

Systems), restando los valores de los controles de isotipo. 

 

Proliferación con ioduro de propidio (IP) 

Se purificaron células CD4+ de las PPs mediante separación magnética (ver más 

adelante). Las células se marcaron con un anticuerpo anti-CD25 conjugado a FITC 

utilizando el protocolo de marcación de superficie ya mencionado, exceptuando el último 

paso de fijación. Las células fueron lavadas con PBS (sin Ca2+ ni Mg2+) frío y fijadas en 1 

ml de etanol 70%, luego se guardaron a 4ºC en oscuridad un mínimo de 18 horas. Las 

células fueron lavadas y resuspendidas en 500 µl de solución de tinción (1mg/ml RNasa A 

(Sigma), 20 µg/ml ioduro de propidio (IP) (Sigma) en PBS conteniendo 1g/l glucosa) e 

incubadas por 30 minutos a 4ºC en oscuridad. Se adquirieron 30.000 eventos utilizando un 

citómetro de flujo FACScan. El IP se intercala entre las bases del ADN y permite 

discriminar entre las células que están en proceso de síntesis o han duplicado su contenido 

de ADN, de aquellas que no se están dividiendo o han perdido parte de su contenido de 

ADN al entrar en el proceso de apoptosis. 

 

Extracción de ADN 

 Las muestras de tejido o suspensiones celulares se guardaron a -70° C hasta el 

momento de la extracción del ADN. Ésta se realizó utilizando el kit de purificación de 

ADN Wizard Genomic Purification (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La concentración del ADN fue determinada por medio de la medición de absorbancia a 

260 nm utilizando un espectrofotómetro. Su calidad se estimó a través de la relación de 

absorbancias 260/280 nm utilizando solamente aquellas muestras cuya relación se encontró 

entre 1,7 y 1,9. 
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Extracción de ARN 

 Se extrajo ARN total de las muestras de tejido o suspensiones celulares utilizando 

el kit Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), según indica su 

protocolo. Luego de disolverlo en agua libre de RNAsas, la concentración del ARN se 

determinó por la medición de absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotómetro. Su 

calidad se estimó en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio para visualizar los 

ARN ribosomales y a través de la relación de absorbancias 260/280 nm, utilizando aquellas 

muestras cuya relación se encontró entre 1,7 y 1,9. 

 

PCR 

Para los ensayos de PCR para medir niveles de infección con el MMTV(LA) se 

partió de 0,5-1 µg de ADN y se agregaron los siguientes reactivos (Invitrogen, CA, USA) 

en las concentraciones finales indicadas entre paréntesis: dNTPs (0,2 mM), primers (0,5 

µM cada uno), MgCl2 (1,5 mM), Taq polimerasa (2 U/50 µl), buffer de reacción para Taq 

polimerasa (1X), y agua libre de nucleasas para llevar a un volumen de 50 µl. Las muestras 

se cubrieron con aceite mineral (Promega, Madison, WI, USA) y se realizó la 

amplificación con un ciclador MJ Research PTC 100. Se utilizaron primers específicos 

para detectar integración viral de la variante MMTV(LA) y el gen de β-actina (Tabla I). 

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos 

con bromuro de etidio.  

Para encontrar el número de ciclos de amplificación indicado para cada producto a 

estudiar, se realizó una curva con cada par de primers a utilizar. Se graficó en base 

semilogarítmica número de ciclos versus producto amplificado. Se eligió un rango de 

ciclos de manera tal que el producto quede comprendido dentro de la fase lineal de la curva 

de amplificación. 

 

RT-PCR 

 Los ensayos de RT-PCR se realizaron en algunos casos con un sistema de un solo 

paso (one step RT-PCR), el Access RT-PCR System kit (Promega) siguiendo las 
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instrucciones del fabricante. Para 0,5 µg de ARN total, se agregaron los siguientes 

reactivos del kit a cada tubo de reacción, en las concentraciones finales indicadas entre 

paréntesis: buffer de reacción AMV/Tfl (1X), dNTPs (0,2 mM), MgSO4 (1 mM), primers 

(1 µM cada uno), transcriptasa reversa AMV (5 U/50 µl), ADN polimerasa Tfl (5 U/50µl), 

agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 50 µl y 1 gota de aceite mineral 

para evitar la evaporación de las muestras en el termociclador. A continuación se realizó la 

retrotranscripción y la amplificación por PCR sin retirar los tubos del termociclador. Las 

condiciones de tiempo y temperatura utilizadas fueron: 45°C, 45 minutos 

(retrotranscripción); 94°C, 2 minutos (inactivación AMV RT y desnaturalización de 

ARN/cDNA/primer); y luego las condiciones de amplificación correspondientes a cada par 

de primers, indicadas en la Tabla I. 

En otros casos se realizó la RT-PCR en pasos sucesivos de retrotranscripción y posterior 

PCR. Para la retrotranscripción se partió de 1-2 µg de ARN a los cuales se agregaron los 

siguientes reactivos en las concentraciones finales indicadas entre paréntesis: oligo(dT)20 

(25 µg/ml), dNTPs (1 mM), buffer de síntesis para AMV (1X), DTT (5 µM), acetato de 

magnesio (4 mM), RNAsin (Promega) (40 U/20 µl), retrotranscriptasa de AMV 

(Invitrogen) (15 U/20 µl), agua libre de nucleasas para completar el volumen a 20 µl. La 

retrotranscripción se realizó a 45°C, 50 minutos. El cDNA (1-2 µl, tomando cantidades 

iguales de las muestras a comparar) se utilizó para realizar una reacción de PCR como se 

describió previamente. En la tabla I se detallan las secuencias de los pares de primers 

utilizados en los ensayos de RT-PCR y las condiciones de ciclado.  

 

 

 

 

   

 

. 
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Tabla I: Secuencias de primers utilizados para PCR y condiciones de ciclado para cada par de primers. 

Cada ciclado fue precedido por una fase de desnaturalización inicial (94°C, 4 minutos) y seguido de una 

elongación final (72°C, 7 minutos). El número de ciclos se ajustó para cada tipo de muestra como se 

explicó en el texto. 

 

 

 

 Primers 
Desnaturali-

zación 

Aparea-

miento 

Elongación 

β-actina 
5' TCATGAAGTGTGACGTTGACATC 3´ 

5'CCTAGAAGCATTTGCGGTGCAACGATG3´ 

94°C  

45 seg 

57°C  

40 seg 

72°C 

1 min 

TNF-α 
5' TCTCATCAGTTCTATGGCCC 3´  

5' GGGAGTAGACAAGGTACAAC 3´ 

94°C  

45 seg 

56°C  

1 min 

72°C 

1 min 

IL-6 
5' TTCCTCTCTGCAAGAGACT 3´  

5' TGTATCTCTCTGAAGGACT 3´ 

94°C  

45 seg 

56°C  

1 min 

72°C 

1 min 

IL-10 
5´ AGAGCAAGGCAGTGGAGCAG 3´ 

5´ GGGATGACAGTAGGGGAACC 3´ 

94°C  

45 seg 

60°C  

45 seg 

72°C 

1 min 

CCL4 

(MIP-1β) 

5´ CCACAATAGCAGAGAAACAGCAAT 3´ 

5´AACCCCGAGCAACACCATGAAG 3´ 

94°C  

45 seg 

60°C  

1 min 

72°C 

1 min 

CXCL13 

(BLC) 

5´ CCAGGCAGAATGAGGCTCAG 3´ 

5´ CTCAGCTCCTGCAGGATTGG 3´ 

94°C  

45 seg 

60°C  

1 min 

72°C 

1 min 

CXCL10 

(IP-10) 

5´ CGCACCTCCACATAGCTTACAG 3´ 

5´ CCTATCCTGCCCACGTGTTGAG 3´ 

94°C  

45 seg 

57°C  

1 min 

72°C 

1 min 

MMTV(LA) 
5´ AATTCGGAGAACTCGACCTTCC 3´ 

5´ CCCCCATGAGTATATTTGA 3´ 

94°C  

45 seg 

56°C  

40 seg 

72°C 

1 min 

Foxp3 
5´ CATTTGCCAGCAGTGGGTAG 3´ 

5´CAGCTGCCTACAGTGCCCCTAG 3´ 

94°C  

45 seg 

60°C  

45 seg 

72°C 

1 min 
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Generación de células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDCs) 

Las células dendríticas derivadas de médula ósea se generaron según el método 

descripto por Lutz y colaboradores361. Los fémures y tibias de ratones de 2 meses fueron 

removidos y se eliminaron los restos de músculos y tendones. Se colocaron los huesos en 

etanol 70% por 2 minutos y luego se lavaron con PBS. Para obtener la médula ósea se 

cortaron ambos extremos de los huesos y se eluyó el contenido de los mismos con RPMI. 

Se dispersaron los agregados con pipeta y las células se centrifugaron 8 minutos a 360 x g. 

Las células se colocaron en placas de Petri para bacterias a una densidad de 2x105 

células/ml en 10 ml de RPMI con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 

100 µg/ml, 2-mercaptoetanol 50 µM y SBF 10% (medio R10) suplementado con 30% de 

sobrenadante conteniendo factor de crecimiento de colonias de granulocitos y macrófagos 

de ratón (mGM-CSF) (obtenido de la línea J558 transfectada en forma estable con el 

cDNA de mGM-CSF). Al día 3 de cultivo se agregaron otros 10 ml de R10 suplementado 

con mGM-CSF. A los días 6 y 8 de cultivo se tomó la mitad del medio de la placa y se 

centrifugó; luego el pellet se resuspendió en 10 ml de R10 con mGM-CSF y se colocaron 

las células nuevamente en la misma placa. Al día 10 se tomaron las células no adherentes, 

se centrifugaron 8 minutos a 300xg y se resuspendieron en medio R10. Por citometría de 

flujo se determinó que el 90% de estas células eran CD11c+. 

 

Estimulación de BMDCs 

Las BMDCs se incubaron en medio R10 con LPS de Escherichia coli 0111:B4 

(100ng/ml, Sigma) o con preparaciones virales diluidas. Se realizaron incubaciones de 3 

horas para los ensayos de RT-PCR y RPA, e incubaciones de 18 hs para ensayos de ELISA 

y citometría de flujo. Para los experimentos de bloqueo, la preparación viral diluida fue 

mezclada con una dilución 1:10 de suero de cabra anti-MMTV o anti-gp52 (Quality 

Biotech, Camden, NJ, USA). Para las pruebas de contaminación con endotoxina, las 

preparaciones de LPS o MMTV fueron hervidas 1 hora a 100°C antes de su agregado a las 

células. Para algunos experimentos, el MMTV fue pretratado con AT-2 o con luz UV 

como se describió previamente.  
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Tolerización de BMDCs 

Se agregó LPS (10 ng/ml) a un cultivo de BMDCs de 9 días. Luego de 20 horas las 

células fueron incubadas con LPS o MMTV como se describió previamente.  

 

ELISA 

La producción de TNF-α, Il-6 e IL-12 fue detectada en el sobrenadante de BMDCs 

luego de 18 hs de estimulación utilizando los kits comerciales para ELISA Quantikine de 

R&D (Minneapolis, Minn., USA) siguiendo las instrucciones de los mismos. Los datos se 

presentan como media ± desvío estándar de triplicados. 

 

Ensayo de protección de RNAsa (RPA) 

Se utilizó el kit Riboquant de BD-Biosciences siguiendo las instrucciones del 

fabricante para analizar de 2,5 a 6 µg de ARN total obtenido a partir de BMDCs incubadas 

3 horas con virus o LPS. Las multisondas utilizadas como templado fueron: mCK-3b para 

analizar expresión de citoquinas y mCK-5c para la expresión de quemoquinas.  Las bandas 

correspondientes a los diversos ARNm fueron cuantificadas utilizando un Phosphorimager 

(Molecular Dynamics, Inc., Sunnyvale, CA, USA) y el programa ImageQuant. Para la 

cuantificación, los niveles de los ARNm fueron normalizados con respecto a la expresión 

de los genes L32 y GAPDH de cada muestra. Los datos fueron presentados como 

incremento en la expresión de ARNm en las células estimuladas versus células sin 

estimular (basal). 

 

Separación magnética de células 

La purificación de células (CD4+, CD4+CD25+ o CD4+CD25-) se realizó utilizando 

el sistema de separación con partículas magnéticas (Miltenyi Biotec, Alemania), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Brevemente, se obtuvo una suspensión celular del órgano 

en el buffer de purificación (PBS, SBF 3%, EDTA 2 mM). La purificación de células 

CD4+ se realizó por selección negativa: la suspensión celular fue incubada con una mezcla 
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de anticuerpos biotinilados anti-CD8a, CD11b, CD45R, CD49b y Ter-119 y luego con 

partículas magnéticas conjugadas a un anticuerpo anti-biotina. Luego de un lavado la 

suspensión se aplicó a una columna de separación LD (Miltenyi Biotec) colocada en un 

magneto. Las células CD4+ se recuperaron inmediatamente ya que no quedaron retenidas 

en la columna. La separación de células CD4+CD25+ y CD4+CD25- se realizó por 

selección positiva de las células CD25+. Para esto la suspensión de células CD4+ se incubó 

con un anticuerpo anti-CD25 conjugado a PE y luego con partículas magnéticas 

conjugadas a un anticuerpo anti-PE. Luego de un lavado la suspensión se aplicó a una 

columna de separación MS (Miltenyi Biotec) colocada en un magneto. Las células 

CD4+CD25- se recuperaron inmediatamente ya que no quedaron retenidas en la columna y 

las células CD4+CD25+ se recuperaron luego de separar a la columna del magneto y 

realizar un lavado con el buffer de purificación. Todo el proceso se realizó en condiciones 

de esterilidad. Se testeó por citometría de flujo el grado de purificación, el cual resultó 

mayor al 93 %.  

 

Cultivo mixto linfocitario 

Las células presentadoras se obtuvieron purificando células mononucleares de bazo 

de ratones AKR mediante un gradiente de Ficoll-Triyosom. Luego, estas células fueron 

tratadas con mitomicina C para impedir su proliferación durante el cultivo. El tratamiento 

consistió en incubar 25 x 106 células/ml en RPMI con SBF con mitomicina C (Sigma, Inc., 

St Louis, MO, USA) (25 ug/ml) durante 20 minutos a 37°C. Luego se realizaron tres 

lavados con RPMI-SBF 10%, realizando incubaciones de 5 minutos a 37°C entre lavados 

para favorecer la eliminación de mitomicina C.  

Las células respondedoras se obtuvieron realizando una suspensión celular a partir 

de ganglios linfáticos de ratones BALB/c. Para algunos experimentos, a partir de esta 

suspensión se purificaron células CD4+CD25- por separación magnética. Las células 

totales de ganglio o las células CD4+CD25- fueron marcadas con CFSE para seguir su 

proliferación in vitro.  

El cultivo mixto linfocitario se realizó en placas de 96 pocillos con fondo en “U”. 

Se utilizó el siguiente medio de cultivo: RPMI con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 
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U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, 2-mercaptoetanol 50 µM y SBF 10%. En cada pocillo se 

colocaron 2 x 105 células presentadoras y 2 x 105 células respondedoras y un número 

variable de células CD4+CD25+ o CD4+CD25- purificadas de las PPs, en un volumen final 

de 200µl. Las células se incubaron a 37°C durante 3 días y luego se recuperaron para su 

análisis por citometría de flujo.  

 

PCR radiactiva 

Se realizó una reacción de PCR como se describió previamente, a partir 500 ng de 

ADN, agregando a la mezcla de reacción ya mencionada deoxiadenosina 5’ trifosfato, (α-
32P) (Perkin Elmer, Boston, MA, USA) en una concentración de 0.5 µCi/rección. Los 

productos de PCR se corrieron en un gel de poliacrilamida 3,5 % con buffer Tris-Borato-

EDTA (TBE). Luego de secado (90 minutos, 80°C), el gel se expuso a una placa 

autorradiográfica AGFA CP-BU. 

 

Presentación de los resultados 

Las figuras, tablas y fotos contienen, salvo que se indique, resultados 

representativos obtenidos de experimentos repetidos de tres a cinco veces en forma 

independiente. Los histogramas y dot plots de los análisis citofluorométricos se representan 

como el logaritmo de la fluorescencia de los marcadores respectivos. 

 

Estadística 

Para analizar la significación de los resultados se utilizó el t-test de Student de dos 

colas. Valores de p<0.05 fueron considerados como indicativos de una diferencia 

significativa. 
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RESULTADOS 
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A. INFECCIÓN CON MMTV EN RATONES ADULTOS TOLERIZADOS CON 

LIGANDOS DE TLR4 Y TLR2  

El MMTV es un retrovirus que utiliza al sistema inmune del huésped para 

establecer la infección. Se ha determinado que la interacción entre el Sag viral y el TCR de 

las células T reactivas al mismo cumple un papel importante en la relación establecida 

entre el virus y el sistema inmune. Sin embargo, el MMTV también podría influenciar la 

respuesta inmune mediante otras interacciones. Se ha demostrado recientemente mediante 

ensayos in vitro que la proteína gp52 de la envoltura viral es capaz de unirse al TLR4, 

aunque aún no son claras las consecuencias de esta interacción en el desarrollo de la 

infección.     

Para estudiar el rol de los TLRs en las primeras etapas de la infección por MMTV 

utilizamos protocolos de tolerización inoculando ratones BALB/c adultos en forma 

repetida con bajas concentraciones de ligandos de TLRs. La exposición previa a LPS 

inhibe la capacidad de diversos tipos celulares de responder a un nuevo desafío con este 

compuesto. Este fenómeno se conoce con el nombre de tolerancia, hiporrespuesta o 

refractariedad al LPS. Estudios recientes indican que el desarrollo del fenómeno de 

tolerancia al LPS y otros compuestos bacterianos está relacionado con la modulación en 

los niveles de expresión y/o en la vía de señalización de los TLRs362 Además, numerosos 

trabajos han reportado el fenómeno de tolerancia cruzada, que consiste en la generación de 

un estado de refractariedad a un ligando de un determinado TLR mediante la exposición 

previa a un ligando de otro TLR363. La tolerancia cruzada ocurre in vitro e in vivo
363 y se 

produciría por la inactivación de vías de señalización intracelular compartidas por ambos 

TLRs80,364,365.  

Realizamos la tolerización inoculando ratones BALB/c adultos en forma repetida 

con bajas concentraciones de LPS (ligando de TLR4) o PGN (peptidoglicano, ligando de 

TLR2) en la almohadilla plantar (inoculación subcutánea). La eficacia de este protocolo 

para generar un estado de tolerancia fue determinada desafiando a los ratones tolerizados 

con LPS o PGN con dosis altas de LPS o PGN, respectivamente, en la almohadilla plantar. 

La inoculación de una dosis alta de estos compuestos en ratones control no tolerizados 

indujo un aumento en la expresión de IL-6 y TNF-α en el ganglio poplíteo drenante 
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(Figura 1). En cambio, los aumentos en la expresión de estas citoquinas fueron totalmente 

inhibidos por la tolerización previa con LPS o PGN (Figura 1). 

 

Una vez establecido el modelo de tolerización, estudiamos el rol de TLR2 y TLR4 

en la activación temprana de células B causada por el MMTV. Para esto, ratones no 

tolerizados o tolerizados con LPS o PGN fueron inoculados con la variante viral 

MMTV(LA) en la almohadilla plantar. Luego se estudió la activación de células B en el 

ganglio poplíteo drenante por citofluorometría (expresión del marcador de activación 

temprana CD69). Los ratones control (no tolerizados) mostraron un aumento en el 

porcentaje de células B que expresan CD69 (Figura 2).  Sin embargo, al inocular el virus 

en animales previamente tolerizados con LPS o PGN, la activación B fue 

significativamente menor (Figura 3) que la observada en los animales no tolerizados. 

FIGURA 1. Generación de tolerancia al LPS y al PGN. Ratones BALB/c adultos fueron 
tolerizados con dosis bajas y repetitivas de LPS (A) o PGN (B) y luego desafiados con 20 mg de 
LPS o PGN respectivamente. Expresión de IL-6 y TNF-α en ratones no tolerizados y no 
desafiados (calle 1), no tolerizados y desafiados (calle 2), tolerizados y no desafiados (calle 3) y 
tolerizados y desfiados (calle 4). El experimento se realizó 3 veces con resultados similares.

IL-6

TNF-αααα

ββββ-actina

1) Tolerización     PBS     PBS LPS     LPS

2) Desafío            PBS     LPS    PBS    LPS

A

B

IL-6

TNF-αααα

ββββ-actina

1) Tolerización     PBS    PBS PGN   PGN

2) Desafío            PBS    PGN   PBS   PGN

FIGURA 1. Generación de tolerancia al LPS y al PGN. Ratones BALB/c adultos fueron 
tolerizados con dosis bajas y repetitivas de LPS (A) o PGN (B) y luego desafiados con 20 mg de 
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Con el objeto de descartar la participación de la respuesta al superantígeno viral en 

la activación temprana de las células B, se realizó el mismo experimento, pero utilizando 

una variante de MMTV denominada TBLV, que posee una deleción en el gen sag que 

impide su expresión. Como se observa en la Figura 4, el TBLV fue capaz de activar a las 

CD69 

N
º 

de
 c

él
ul

as
 

FIGURA 2. Expresión del marcador de activación temprana CD69 en linfocitos B de ratones 

inoculados con MMTV(LA). Histograma representativo de la expresión de CD69 en células 
B220+ a las 24 hs de la inoculación del virus. (▬): Ratón inoculado con MMTV; (▬): ratón 
control sin MMTV.
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FIGURA 2. Expresión del marcador de activación temprana CD69 en linfocitos B de ratones 

inoculados con MMTV(LA). Histograma representativo de la expresión de CD69 en células 
B220+ a las 24 hs de la inoculación del virus. (▬): Ratón inoculado con MMTV; (▬): ratón 
control sin MMTV.

FIGURA 3. Expresión de CD69 en linfocitos B de ratones tolerizados con LPS o PGN y 

desafiados con MMTV(LA). Los datos representan la media ± desvío estándar (n=4) del 
porcentaje de células B220+ del ganglio drenante que expresan CD69 a las 24 hs de la 
inoculación del virus. * p<0,05 con respecto al grupo “no tolerizado-Con MMTV”. 
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células B y este efecto se vio inhibido en animales tolerizados con LPS, al igual que lo 

ocurrido con el MMTV(LA). 

 

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que en ratones 

recién nacidos amamantados por nodrizas infectadas con MMTV existe un aumento en el 

tráfico de células B vírgenes a las placas de Peyer. Este fenómeno ocurre antes de la 

estimulación superantigénica. Este aumento también se observa en el ganglio poplíteo 

drenante al inocular el virus en la almohadilla plantar. En base a estos antecedentes 

decidimos investigar el efecto de la tolerización con LPS en el tráfico de células B vírgenes 

inducido por MMTV. Ratones controles o tolerizados con LPS fueron inoculados con 

MMTV(LA) en la almohadilla plantar y simultáneamente con células de bazo (por 

inoculación intravenosa) marcadas con carboxifluorescein diacetato succinimidil éster 

(CFSE). Luego de 36 horas se extrajo el ganglio drenante de la inoculación viral y se 

determinó el porcentaje de células B220+ CFSE+ (células B220+ que migraron al ganglio) 

que expresaban bajos niveles de CD44 (marcador de células vírgenes). En la Figura 5 se 

observa que la tolerización con LPS causó una disminución en el tráfico de células B 

vírgenes causado por el MMTV. 

FIGURA 4. Expresión de CD69 en células B de ratones tolerizados con LPS y desafiados con 

TBLV. Los datos representan la media ± desvío estándar (n=4) del porcentaje de células B220+

del ganglio drenante que expresan CD69 a las 24 hs de la inoculación del virus. * p<0,05 con 
respecto al grupo No tolerizado- Con MMTV
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Estudiamos luego los niveles de integración viral, por PCR, en el ganglio drenante 

de la inoculación con MMTV(LA). La integración viral resultó menor en los animales 

tolerizados (Figura 6). 

 

FIGURA 6. Niveles de integración viral en ratones tolerizados. A las 24 hs de la inoculación se 
extrajo el ADN del ganglio drenante y se realizó una PCR con primers específicos para MMTV(LA) 
para detectar integración viral. Se muestra un experimento representativo. El experimento se realizó 
3 veces en forma independiente.
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FIGURA 6. Niveles de integración viral en ratones tolerizados. A las 24 hs de la inoculación se 
extrajo el ADN del ganglio drenante y se realizó una PCR con primers específicos para MMTV(LA) 
para detectar integración viral. Se muestra un experimento representativo. El experimento se realizó 
3 veces en forma independiente.
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FIGURA 5. Efecto de la tolerización con LPS en el tráfico de células B vírgenes inducido por 

MMTV. Ratones controles o tolerizados con LPS fueron inoculados con MMTV(LA) (sc) y 
simultáneamente con células de bazo (iv) marcadas con CFSE. A las 36 hs se extrajo el ganglio 
drenante y se midió la expresión de CD44low (marcador de células vírgenes) en las células B que 
migraron al ganglio (B220+ CFSE+). Los datos representan la media ± desvío estándar (n=4) del 
porcentaje de células B220+ CFSE+ que expresan CD44low. *: p< 0,05 con respecto al grupo No 
tolerizado-Con MMTV. El experimento se realizó 3 veces. Resultados similares fueron obtenidos 
realizando la tolerización con PGN.
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Los experimentos realizados hasta este punto sugieren que el TLR4 y/o el 

TLR2 participan en las primeras etapas de la infección por MMTV: activación 

temprana B, reclutamiento de células B vírgenes e integración viral. 

 

 Los TLRs se expresan en muchas células del sistema inmune, entre ellas las células 

dendríticas (DCs), importantes células presentadoras de antígeno (CPAs) que participan en 

la inmunidad innata y adquirida140. Se sabe que la activación de los TLRs expresados por 

las DCs induce la maduración de las mismas218. Por otro lado, se ha demostrado 

recientemente en un modelo de infección en ratones adultos que el MMTV es capaz de 

infectar a las DCs22,366. Decidimos investigar el efecto de la interacción entre el MMTV y 

las DCs y el posible rol de los TLRs en este proceso, comenzando por el TLR4.  
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B.  CÉLULAS DENDRÍTICAS Y RECEPTORES DE TIPO TOLL EN LA INFECCIÓN 

CON MMTV 

 

B.1- Efecto del MMTV sobre las células dendríticas 

Para investigar si el MMTV ejerce algún efecto directo sobre la función de las DCs, 

utilizamos como modelo a DCs derivadas de médula ósea (BMDCs). Las BMDCs fueron 

obtenidas de células de médula ósea de ratones C3H/HeN cultivadas durante 10 días con 

GM-CSF361. Para estudiar si el MMTV es capaz de activar estas DCs, incubamos las 

células durante 18 hs con MMTV(LA) y luego medimos la expresión de moléculas 

coestimulatorias por citometría de flujo. Las DCs incubadas con el virus mostraron un 

aumento en la expresión de CD40 y CD80 (Figura 7). Este efecto fue bloqueado 

preincubando al virus con un anticuerpo anti-MMTV (Figura 7). 

 

La etapa de maduración de las DCs también se caracteriza por un aumento en la 

secreción de citoquinas proinflamatorias y quemoquinas para reclutar células inmunes al 

sitio de infección367. Determinamos por ELISA la producción de TNF-α, IL-6 e IL-12 en 

BMDCs estimuladas con MMTV(LA). La secreción de estas citoquinas se vio 
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Figura 7: Expresión de moléculas coestimulatorias en BMDCs luego de la estimulación con 

MMTV. Las BMDCs se incubaron por 18 hs con MMTV(LA) o MMTV(LA) más antisuero anti-
MMTV. La expresión of CD40 (A) o CD80 (B) en células CD11c+ fue analizada por citometría 
de flujo. Las líneas negras representan el control de isotipo. Los histogramas muestran 
resultados representativos. El experimento fue realizado tres veces con resultados similares.
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Figura 7: Expresión de moléculas coestimulatorias en BMDCs luego de la estimulación con 

MMTV. Las BMDCs se incubaron por 18 hs con MMTV(LA) o MMTV(LA) más antisuero anti-
MMTV. La expresión of CD40 (A) o CD80 (B) en células CD11c+ fue analizada por citometría 
de flujo. Las líneas negras representan el control de isotipo. Los histogramas muestran 
resultados representativos. El experimento fue realizado tres veces con resultados similares.
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incrementada en las BMDCs tratadas con el virus. Este efecto pudo ser bloqueado 

preincubando el virus con un anticuerpo anti-MMTV o con un anticuerpo específico contra 

la proteína de la envoltura gp52 (Figura 8), que es la proteína expuesta en la superficie del 

virus que es capaz de unirse al TLR467. La efectividad del anticuerpo para bloquear los 

efectos del MMTV sobre las BMDCs descarta que estos efectos se debieran a la presencia 

de contaminantes agonistas de TLRs, como por ejemplo el LPS. 

 

Figura 8. Producción de citoquinas proinflamatorias en BMDCs estimuladas con MMTV. Las 
BMDCs fueron incubadas con LPS (100 ng/ml) o MMTV(LA), en presencia o ausencia de 
anticuerpos anti-MMTV o anti-gp52. Luego de 18 hs se midió por ELISA la concentración de 
TNFα (A), IL-6 (B) e IL-12 (C) en el sobrenadante. Los datos representan la media ± desvío 
estándar de cuatro experimentos. *, p<0,001 comparado con el grupo control (BMDCs no 
estimuladas).
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Se realizaron experimentos adicionales con el objeto de descartar una posible 

contaminación con LPS en la preparación viral. Se incubaron las BMDCs con virus 

expuesto a altas temperaturas. Trabajos previos han mostrado que el tratamiento del LPS 

con calor no anula la actividad estimulatoria del LPS71,73,74,368. El pre-tratamiento del virus 

a 100°C durante 1 hora anuló por completo la activación de las BMDCs inducida por el 

MMTV mientras que el LPS hervido activó a las células en igual grado que el LPS intacto 

(Figura 9). 

Figura 9. Ausencia de contaminación con LPS en la preparación viral. Las BMDCs fueron 
incubadas con LPS (100 ng/ml) o MMTV(LA), intactos o hervidos previamente durante una hora. 
Luego de 18 hs se midió por ELISA la concentración de TNFα en el sobrenadante (A) y por 
citometría de flujo la expresión de CD40 (B). Los datos en A) representan la media ± desvío 
estándar de tres experimentos. *, p<0,001 comparado con el grupo control (BMDCs no 
estimuladas). En B) se muestran histogramas representativos. Se realizaron 3 experimentos con 
resultados similares. El MMTV expuesto a altas temperaturas tampoco indujo aumentos en la 
producción de IL-6 e IL-12 ni en la expresión de CD80 en las BMDCs.
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Para determinar si la activación de las BMDCs inducida por el MMTV depende de 

la expresión de genes virales se utilizaron dos pre-tratamientos distintos que inactivan al 

virus: preincubación con la droga AT-2 y exposición a la luz ultravioleta (UV). AT-2 

interactúa con los dominios “dedo de zinc” de la nucleocápside bloqueando la infección 

inmediatamente después de la entrada del virus a la célula. Se ha demostrado que AT-2 es 

capaz de inactivar al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)369 y al MMTV67.  La luz 

UV produce inactivación viral por causar daños permanentes en los ácidos nucleicos y 

otras biomoléculas, impidiendo la progresión del ciclo viral. El efecto del MMTV(LA) 

tratado con AT-2 o luz UV sobre la expresión de moléculas coestimulatorias y la 

producción de citoquinas fue similar al observado para el MMTV(LA) sin tratar (Figura 

10). Estos resultados indican que el MMTV activa a las BMDCs por un mecanismo 

independiente de la infección.  
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Figura 10. La activación de las BMDCs se produce en ausencia de la expresión de genes virales.

Las BMDCs fueron incubadas con MMTV(LA), intacto o pretratado con la droga AT-2 o con luz 
UV. Luego de 18 hs se midió por ELISA la concentración de TNFα en el sobrenadante (A) y por 
citometría de flujo la expresión de CD40 (B). Los datos en A) representan la media ± desvío 
estándar de tres experimentos. *, p<0,001 comparado con el grupo control (BMDCs no 
estimuladas). En B) se muestran histogramas representativos. Se realizaron 3 experimentos con 
resultados similares. El tratamiento del MMTV con AT-2 tampoco modificó su capacidad para
inducir la producción de IL-6 e IL-12 y la expresión de CD80 en las BMDCs.
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Por otro lado, realizamos ensayos de protección de RNAsa (RPAs) para determinar 

si el MMTV induce la transcripción de genes de citoquinas y quemoquinas en las BMDCs. 

Las células se incubaron 3 horas con el virus y luego se analizaron los niveles de ARNm 

de distintos genes, utilizando a los genes de expresión constitutiva GAPDH y L32 como 

controles para la normalización. Como se observa en la Figura 11, los niveles de ARNm 

de TNF-α, IL-6, IP-10, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2, RANTES y eotaxina fueron 

incrementados por el MMTV. Por el contrario, no se observaron variaciones en los niveles 

de MIF (factor inhibitorio de proliferación) y de TGF-β1 (factor de crecimiento 

transformante). 

Figura 11: Niveles de ARNm de citoquinas y quemoquinas en BMDCs estimuladas con MMTV. Se 
incubaron BMDCs con LPS (100 ng/ml) o MMTV(LA). Luego de 3 horas se purificó ARN total de 
las células y se midieron los niveles de citoquinas (A) y quemoquinas (B) mediante RPAs, 
utilizando una mezcla de sondas para detectar los distintos mensajeros. A la derecha de cada figura 
se muestra el patrón de bandas obtenido con el ARN control incluido en el kit de RPA. Se muestra 
un experimento representativo. Se realizaron 3 experimentos en forma independiente.
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Los experimentos para estudiar la activación de BMDCs inducida por MMTV 

fueron repetidos utilizando BMDCs de ratones BALB/c, como así también utilizando otra 

variante viral, MMTV(FM). En ambos casos se obtuvieron resultados similares a los 

observados para BMDCs de ratones C3H/HeN y la cepa MMTV(LA) (Figura 12).  

 

Por lo tanto, el MMTV es capaz de inducir la activación de las BMDCs, 

independientemente de la expresión de genes virales. Los efectos del virus sobre las 

BMDCs no son específicos de una variante viral en particular, ni dependen de la cepa 

murina de la que se obtuvieron las células.  

 

Figura 12: La activación de BMDCs inducida por MMTV es independiente de la cepa murina o la 

variante viral. A) BMDCs obtenidas de ratones BALB/c fueron estimuladas 18 hs con MMTV(LA) 
solo o junto con un anticuerpo anti-MMTV (Ab) y B) BMDCs obtenidas de ratones C3H/HeN 
fueron estimuladas por 18 hs con MMTV(FM) solo o junto con un anticuerpo anti-MMTV. En 
ambos casos, luego de la incubación se midió por ELISA la concentración de TNF-α en el 
sobrenadante. Los datos representan la media ± desvío estándar de tres experimentos. *  p<0,001 
comparado con el grupo control (BMDCs no estimuladas).
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B.2- Rol del TLR4 en la activación de BMDCs inducida por el MMTV 

Para estudiar si el MMTV activa a las BMDCs a través del TLR4 utilizamos como 

primera estrategia un ensayo de tolerización. Con este objetivo, las BMDCs fueron 

preincubadas con dosis bajas de LPS durante 20 horas. Como se muestra en la Figura 13, 

el tratamiento de tolerización in vitro resultó efectivo ya que el desafío de las BMDCs con 

una dosis alta de LPS no indujo la producción de TNF-α. Comparamos la producción de 

TNF-α por ELISA y RT-PCR en BMDCs tolerizadas o no tolerizadas incubadas con el 

virus. La tolerización inhibió el efecto del MMTV(LA) sobre las DCs (Figura 13), 

sugiriendo una posible participación del TLR4 en la interacción entre el MMTV y las DCs. 

Figura 13. Efecto del MMTV sobre BMDCs tolerizadas con LPS. BMDCs de ratones BALB/cJ
fueron tolerizadas por 20 hs con LPS (10 ng/ml) y luego estimuladas con LPS (100 ng/ml) o MMTV 
por 18 hs. La concentración de TNFα en el sobrenadante fue medida por ELISA (A), y el ARN total 
extraído de las células fue analizado por RT-PCR usando primers específicos para TNF-α (B). Las 
figuras son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los datos se expresan 
como media ± desvío estándar. *, p<0,001 comparado con el grupo control (BMDCs no tolerizadas).
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La incapacidad del MMTV para activar a las BMDCs tolerizadas podría deberse a 

la pérdida de expresión o función del TLR4 que se produce durante el proceso de 

tolerización. Para determinar si el TLR4 está involucrado en el efecto del MMTV sobre las 

BMDCs, obtuvimos BMDCs de ratones C3H/HeJ (Tlr4
LPS-d/ TLR4

LPS-d). Esta cepa de 

ratones posee una mutación puntual en el gen del TLR4, que da lugar a un receptor incapaz 

de generar señalización intracelular54-56. Se incubaron BMDCs de ratones C3H/HeN 

(Tlr4
LPS-n/Tlr4

LPS-n) y C3H/HeJ con MMTV(LA) durante 18 horas y se estudió la expresión 

de moléculas coestimulatorias por citometría de flujo. El aumento de CD40 y CD80 

inducido por el MMTV se vio significativamente reducido en las BMDCs de ratones 

C3H/HeJ (Figura 14), indicando que la presencia de un TLR4 funcional es necesaria para 

que se produzca la activación de las BMDCs por el virus. 
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Figura 14. Expresión de moléculas coestimulatorias en BMDCs salvajes o deficientes para TLR4 

tratadas con MMTV. BMDCs de ratones C3H/HeN o C3H/HeJ fueron incubadas por 18 horas con 
MMTV. Luego se analizó la expresión de CD40 (A) o CD80 (B) por citometría de flujo. Los datos 
representan la intensidad de fluorescencia media y se expresan como la media ± desvío estándar 
(n=3). El experimento se realizó tres veces con resultados similares.
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El tratamiento de BMDCs con LPS induce la producción de citoquinas 

proinflamatorias por un mecanismo dependiente del TLR4119. Investigamos si el aumento 

de citoquinas producido por el MMTV también depende del TLR4 al igual que el aumento 

de moléculas coestimulatorias. Como se observa en la Figura 15, no se detectaron 

aumentos en la producción de TNF-α, IL-6 o IL-12 en las BMDCs C3H/HeJ incubadas 

con MMTV(LA). Mediante RPAs se compararon los niveles de expresión de diversos 

genes en BMDCs de C3H/HeN y C3H/HeJ. Luego de 3 horas de estimulación con el virus, 

las BMDCs C3H/HeN mostraron un incremento en los niveles de los ARNm de TNF-α, 

IL-6, IP-10, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2, RANTES y eotaxina, mientras que no se observaron 

aumentos en ninguno de estos ARNm en las BMDCs derivadas de ratones C3H/HeJ 

(Figura 16). 
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Figura 16: Niveles de mRNAs de citoquinas y quemoquinas en BMDCs 

C3H/HeN o C3H/HeJ estimuladas con MMTV. Las células fueron 
incubadas 2 hs con MMTV o LPS y luego se midieron por RPA los 
niveles de mRNAs de quemoquinas (A) o citoquinas (B), utilizando una 
mezcla de sondas. Se muestran las autorradiografías de los geles y la 
expresión relativa de cada uno de los genes luego de la estimulación con 
el virus con respecto a los valores basales sin virus. Previamente cada 
banda fue cuantificada y normalizada con la expresión de los genes 
control L32 y GAPDH. Se muestra un experimento representativo de
tres. 
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Para estudiar si las diferencias observadas entre las BMDCs salvajes o “wild type” 

(C3H/HeN) y deficientes para TLR4 (C3H/HeJ) también existían en ratones con otro fondo 

genético, obtuvimos BMDCs derivadas de ratones BALB/c congénicos para el gen Tlr4 

mutado de la cepa C3H/HeJ (C.C3H Tlr4
Lps-d)357. Estas células también mostraron una 

respuesta nula al MMTV en las condiciones experimentales utilizadas (Figura 17). 

 

Los experimentos de tolerización de BMDCs con LPS y la utilización de 

BMDCs que expresan un TLR4 no funcional muestran que el TLR4 cumple un rol 

fundamental en la activación de BMDCs inducida por el MMTV.  

 

B.3- Rol del TLR2 en la activación de BMDCs inducida por el MMTV 

Recientemente, el grupo de la Dra. Susan Ross en la Universidad de Pennsylvania 

ha demostrado mediante experimentos de transfección y coinmunoprecipitación que la 

proteína de la envoltura del MMTV también se une al TLR2370. Para determinar si el 

MMTV también es capaz de activar a las DCs por interacción con el TLR2, trabajamos con 

BMDCs obtenidas de ratones TLR2-/- (con fondo genético C57BL/6) e investigamos el 

efecto del MMTV sobre estas células, utilizando como control a BMDCs obtenidas de 

animales C57BL/6 (salvajes).   

Figura 17: Efecto del MMTV sobre BMDCs ratones TLR4LPSd/TLR4LPSd con fondo genético 

BALB/c. Se obtuvieron BMDCs de ratones BALB/c y de ratones C.C3H Tlr4LPS-d (BALB/c 
congénicos para la mutación en el gen de TLR4 de los ratones C3H/HeJ). Estas se incubaron 18 
hs con MMTV y luego se midió por ELISA la concentración de TNFα en el sobrenadante. Los 
datos representan la media ± desvío estándar de tres experimentos. *  p<0,001.
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Las BMDCs de C57BL/6 y TLR2-/- se incubaron 18 horas con MMTV(LA). Luego 

se examinó por citometría de flujo la expresión de las moléculas CD40 y CD80. Al igual 

que las BMDCs de otras cepas salvajes analizadas (C3H/HeN y BALB/c), las BMDCs de 

ratones C57BL/6 mostraron un aumento significativo en la expresión de CD40 y CD80 

(Figura 18). El MMTV fue capaz de activar a las BMDCs TLR2-/- aunque los niveles de 

expresión de CD40 y CD80 alcanzados fueron significativamente menores que los 

observados en las BMDCs control (Figura 18). 

Estudiamos también la producción de citoquinas proinflamatorias inducida por el 

MMTV en las BMDCs TLR2-/-. Los ensayos de ELISA mostraron que los niveles de TNF-

α, IL-6 e IL-12 inducidos por el MMTV en las células carentes de TLR2 son menores con 

respecto a los producidos por las BMDCs control (Figura 19). 

Figura 18: Expresión de moléculas coestimulatorias en BMDCs salvajes o deficientes para TLR2 

tratadas con MMTV. BMDCs de ratones C57BL/6 o TLR2-/- fueron incubadas por 18 horas con 
MMTV. Luego se analizó la expresión de CD40 (A) o CD80 (B) por citometría de flujo. Los datos 
representan la intensidad de fluorescencia media y se expresan como la media ± desvío estándar 
(n=3). *: p< 0,05 con respecto al valor de C57BL/6 con MMTV. El experimento se realizó tres 
veces con resultados similares. 
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Por último, realizamos ensayos de protección de RNAsa para analizar el efecto del 

MMTV en los niveles de expresión de citoquinas y quemoquinas en BMDCs TLR2-/-. Los 

aumentos causados por el MMTV en los niveles de mRNAs de IL-6, MIP-1α, MIP-1β, 

MIP-2 y eotaxina de las BMDCs fueron significativamente menores en ausencia del TLR2 

(Figura 20). Por otro lado, los aumentos de TNF-α, RANTES e IP-10 en respuesta al virus 

fueron similares en las BMDCs control y las TLR2-/- (Figura 20).  

El estudio de los efectos del MMTV sobre BMDCs deficientes en TLR2 indica 

que el TLR2 está involucrado en la activación de las BMDCs inducida por el virus, 

aunque, aparentemente, en menor medida que el TLR4.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta este punto, nos centramos a 

partir de aquí en el estudio del rol del TLR4 en la infección por MMTV. 

Figura 19. Producción de citoquinas en BMDCs salvajes o deficientes para TLR2 tratadas con 

MMTV. BMDCs de ratones C57BL/6 o TLR2-/- fueron incubadas por 18 horas con MMTV. Luego 
se estudió en los sobrenadantes la presencia de TNFα (A), IL-6 (B) e IL-12 (C) por ELISA. Los 
datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=3). *: p< 0,05 con respecto al valor de 
C57BL/6 con MMTV. El experimento se realizó tres veces con resultados similares. 
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A
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Figura 20: Niveles de mRNAs de citoquinas y quemoquinas en BMDCs C57BL/6 o TLR2-/-

estimuladas con MMTV. Las células fueron incubadas 2 hs con MMTV o LPS y luego se 
midieron por RPA los niveles de mRNAs de quemoquinas (A) o citoquinas (B), utilizando una 
mezcla de sondas. Se muestra la expresión relativa de cada uno de los genes luego de la 
estimulación con el virus con respecto a los valores basales sin virus. Previamente cada banda 
fue cuantificada y normalizada con la expresión de los genes control L32 y GAPDH. *: p< 0,05. 
Se muestra un experimento representativo de tres. 
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B.4- Expresión del receptor de entrada del MMTV (CD71) en las BMDCs 

Se ha demostrado recientemente que el MMTV utiliza a la molécula CD71, 

también conocida como el receptor de transferrina TfR1, como receptor de entrada a la 

célula23. Decidimos investigar si el MMTV afecta la expresión de CD71 en las DCs. Se 

incubaron BMDCs de ratones C3H/HeN con MMTV(LA) durante 18 horas y se estudió la 

expresión de CD71 de superficie por citometría de flujo. El virus fue capaz de aumentar la 

expresión de CD71 en las BMDCs (Figura 21). El antisuero anti-MMTV bloqueó el 

aumento de CD71, mientras que el pretratamiento del virus con la droga AT-2 o con luz 

UV no alteró el aumento de CD71 (Figura 21). 

 

Estudiamos si el TLR4 está involucrado en el aumento de CD71 producido por el 

virus en las BMDCs. Tanto las BMDCs de ratones C3H/HeN (Tlr4LPS-n/ Tlr4LPS-n) como las 

de C3H/HeJ (Tlr4LPS-d/ Tlr4LPS-d) mostraron un aumento en la expresión de CD71, pero este 

aumento fue significativamente menor en las BMDCs C3H/HeJ que en las C3H/HeN 

(Figura 22).  

Figura 21. Expresión del receptor de entrada del MMTV (CD71) en BMDCs estimuladas por el 

virus. BMDCs de ratones C3H/HeN fueron incubadas 18 hs con MMTV solo, MMTV más un 
anticuerpo anti-MMTV (Ab), MMTV pretratado con luz UV o MMTV pretratado con la droga 
AT-2. Luego se midió la expresión de CD71 en superficie por citometría de flujo. Los datos 
representan la intensidad de fluorescencia media y se expresan como la media ± desvío estándar 
(n=3). *: p< 0,05 con respecto al valor basal (control). El experimento se realizó tres veces con 
resultados similares. 
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En conclusión, el MMTV es capaz de inducir en las BMDCs un aumento en la 

expresión de su receptor de entrada a la célula, y este efecto es significativamente 

menor en ausencia de un TLR4 funcional. 
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Figura 22: Expresión del receptor CD71 en BMDCs deficientes en TLR4. BMDCs de ratones 
C3H/HeN o C3H/HeJ fueron incubadas con MMTV por 18 hs. Luego se midió por citometría de 
flujo la expresión de CD11c y CD71 en superficie. A) Histogramas representativos de la expresión 
de CD71 analizada en la población CD11c+ (en negro, control de isotipo, en verde BMDCs control, 
en rosa BMDCs con MMTV). B) Incremento en la intensidad de fluorescencia media de CD71 en 
la población CD11c+. Los resultados se expresan como la media ± desvío estándar (n=3) de un 
experimento representativo. *: p<0,01 (C3H/HeN vs C3H/HeJ). El experimento se realizó tres 
veces con resultados similares. 
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B.5- Efecto de la infección in vivo con MMTV en las DCs de las placas de Peyer. Rol 

del TLR4 

En un trabajo reciente se ha reportado que la inoculación subcutánea de MMTV en 

la almohadilla plantar de ratones BALB/c adultos induce un aumento en el número de 

células dendríticas en el ganglio poplíteo drenante366. Para determinar si la infección 

natural con MMTV a través de la leche materna genera cambios similares en las células 

CD11c+ de las PPs, crías C3H/HeN fueron amamantadas durante 3 días con hembras 

infectadas con MMTV(LA). Luego se estudió por citometría de flujo el porcentaje de 

células CD11c+ en las PPs de las crías. Como se observa en la Figura 23 y en la Tabla 1, 

la infección con MMTV incrementó significativamente el porcentaje de células CD11c+. 

Sin embargo, no se observaron cambios en la población CD11c+ en crías C3H/HeJ 

amamantadas con madres infectadas (Tabla 1). 

Utilizando el mismo modelo experimental investigamos si el MMTV también era 

capaz de aumentar la expresión de su receptor de entrada a la célula en las DCs de las PPs. 

La infección con MMTV(LA) a través del amamantamiento produjo en las PPs de crías 

C3H/HeN un aumento significativo en el porcentaje de células CD11c+ que expresan 

CD71 y en la intensidad de expresión de CD71 (Figura 23 y Tabla 1), mientras que no se 

detectó ningún cambio en las DCs de crías deficientes en TLR4 (Tabla 1). 

CD71

C
D

1
1
c

control MMTV

Figura 23: Expresión de CD71 en las DCs de las PPs luego de la infección con MMTV. Crías 
C3H/HeN fueron amamantadas 3 días con hembras no infectadas (control) o infectadas con 
MMTV. Luego se obtuvieron las células de las PPs y se realizó una citometría de flujo utilizando 
anticuerpos anti-CD11c y anti-CD71. Se muestra un dot plot representativo. El experimento se 
realizó 3 veces con resultados similares.  
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Tabla 1: Porcentaje de células DCs y expresión de CD71 en las PPs de crías infectadas con 

MMTV 

 

Crías C3H/HeN y C3H/HeJ fueron amamantadas 3 días con hembras no infectadas (-) o infectadas 
con MMTV(LA) (+). Luego se obtuvieron las células de las PPs y se realizó una citometría de flujo 
utilizando anticuerpos anti-CD11c y anti-CD71. Se muestra el porcentaje de células CD11c+/PP y 
el porcentaje de células CD11c+ que expresan CD71. Los datos se presentan como media ± desvío 
estándar (n=3). Se muestra un experimento representativo de tres con resultados similares. *: p < 
0,05 con respecto al control (-) de la misma cepa.  

 

Estos resultados muestran que la infección con MMTV a través del 

amamantamiento afecta a las DCs en el primer sitio de infección, las PPs. La 

infección con MMTV aumenta el porcentaje de células CD11c+ en las PPs y la 

expresión del receptor de entrada del virus en estas células. Ambos eventos son 

dependientes de la presencia de un TLR4 funcional. 

 

 

 

 

 

Cepa MMTV % CD11c+ %CD71+/CD11c+ 

- 2,3  ±  0,2 25,1  ±  2,0 C3H/HeN 

(TLR4LPSn/TLR4LPSn) 
+ 5,6  ±  1,0  * 38,4 ±  0,9 * 

- 1,9  ±  0,5 30,0 ±  3,0 C3H/HeJ  

(TLR4LPSd/TLR4LPSd) 
+ 1,7  ±  0,4 27,5  ±  1,8 
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C.  CÉLULAS CD4+CD25+ Y RECEPTORES DE TIPO TOLL EN LA INFECCIÓN 

CON MMTV 

 

C.1- ESTUDIO DE LA POBLACIÓN CD4+CD25+ DE LAS PPs DURANTE LA 

INFECCIÓN CON MMTV 

C.1.1- Expresión de citoquinas y quemoquinas en las PPs de crías infectadas 

En la primera parte de este trabajo observamos que el MMTV estimula la secreción 

de citoquinas proinflamatorias como el TNF-α en DCs cultivadas in vitro. Decidimos 

investigar el patrón de citoquinas producido en las PPs durante la infección por la vía 

natural del MMTV, a través de la leche materna. Se amamantaron crías BALB/c con 

nodrizas BALB/c infectadas con MMTV(LA) y a los 2 días se analizó la expresión de 

diversas citoquinas en las PPs por RT-PCR. Sorprendentemente, no pudimos detectar 

alteraciones en los niveles de TNF-α (Figura 24). Sin embargo, observamos un gran 

aumento en la expresión de IL-10 (Figura 24). El aumento de la expresión de IL-10 

también se observó en células CD4+ purificadas de las PPs (Figura 24 C). 

 

Figura 24. Expresión de TNFα e IL-10 en las PPs de crías infectadas con MMTV. Crías BALB/c 
fueron amamantadas 2 días con hembras no infectadas (-) o infectadas con MMTV(LA). Luego se 
extrajo ARN de las PPs y se realizaron ensayos de RT-PCR para medir los niveles de expresión de 
TNFα (A) e IL-10 (B). En algunos experimentos las mediciones se realizaron sobre ARN de células 
CD4+ purificadas de las PP (C). Para cada citoquina se muestra un gel representativo. El 
experimento se realizó tres veces con resultados similares. 
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Mediante RT-PCR medimos también la expresión de varias quemoquinas en las 

PPs de las crías infectadas. Como se observa en la Figura 25 la expresión de las 

quemoquinas MIP-1β (CCL4), BLC (CXCL13) e IP-10 (CXCL10) se encuentra 

incrementada en las PPs de crías infectadas. 

 

La IL-10 es una citoquina inmunomodulatoria secretada por diferentes tipos 

celulares, dentro de los que se incluyen las células T regulatorias CD4+CD25+ (Tregs)371. 

Las Tregs cumplen un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de la 

tolerancia inmunológica a antígenos propios así como en la modulación de respuestas 

inmunes frente a antígenos no propios. Por otro lado, en un trabajo reciente se ha 

demostrado que CCL4 recluta células regulatorias CD4+CD25+328. Los notables aumentos 

de IL-10 y CCL4 producidos en las PPs a sólo dos días de la infección con MMTV nos 

llevaron a investigar si la población CD4+CD25+ de las PPs se ve afectada por el virus. 

 

C.1.2- Células CD4+CD25+ durante la primera semana de infección con MMTV 

Para comenzar, estudiamos por citometría de flujo el porcentaje de células 

CD4+CD25+ en las PPs a lo largo de la primera semana de infección con MMTV(LA). 

Como se observa en la Figura 26 B, a partir del día 2 el porcentaje de células CD4+CD25+ 

se encuentra significativamente aumentado, observándose un pico al segundo día de 

MIP-1ββββ

ββββ-actina

- MMTV

MIP-1ββββ

ββββ-actina

- MMTV

BLC

ββββ-actina

IP-10

ββββ-actina

- MMTV - MMTV

Figura 25. Expresión de quemoquinas en las PPs de crías infectadas con MMTV. Crías BALB/c 
fueron amamantadas 2 días con hembras no infectadas (-) o infectadas con MMTV(LA). Luego se 
extrajo ARN de las PPs y se realizaron ensayos de RT-PCR para medir los niveles de expresión de 
MIP-1β (CCL4), BLC (CXCL13) e IP-10 (CXCL10). Para cada quemoquina se muestra un gel
representativo. El experimento se realizó tres veces con resultados similares. 
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infección. El número absoluto de células CD4+CD25+ en las PPs también se vio aumentado 

por la infección durante el período estudiado (Figura 26 C). 
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Figura 26: Cambios en la población CD4+CD25+ de las PPs inducidos por el MMTV en la primera 

semana de infección. Crías BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o 
infectadas con MMTV(LA). A diferentes días se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la 
expresión de los marcadores CD4 y CD25. A) Dot plots representativos de la expresión de CD4 y CD25 
al día 2 de infección. B) Porcentaje y C) Número absoluto de células CD4+CD25+ en las PP a distintos 
días de infección. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=5). Se muestra un 
experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El 
experimento se realizó cinco veces con resultados similares. 
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Para caracterizar a la población CD4+CD25+ en estudio, determinamos en estas 

células la expresión de otros marcadores, CTLA-4 y CD45RBlow. Como se muestra en la 

Figura 27, ambas moléculas son expresadas por un porcentaje de las células CD4+CD25+ 

de las PPs. El porcentaje de CD4+CD25+ que expresan CTLA-4 se encuentra aumentado 

luego de la infección con MMTV(LA) (Figura 27 A). Lo mismo se observa con respecto a 

CD45RBlow (Figura 27 B). 

0

10

20

30

40

control MMTV

%
 C

T
L

A
-4

 /
 C

D
4

+
C

D
2
5

+

Figura 27: Expresión de CTLA-4 y CD45RBlow en la población CD4+CD25+ de las PPs. Crías 
BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). A 
diferentes días se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de los 
marcadores CD4, CD25, CTLA-4 (intracelular), y CD45RB. A la izquierda se muestran 
histogramas representativos de la expresión de CTLA-4 (A) y CD45RB (B) en las células 
CD4+CD25+ al día 3 de infección. A la derecha se muestra el porcentaje de células CD4+CD25+ que 
expresa CTLA-4 (A) o CD45RBlow (B) al día 3 de infección. Los datos se expresan como la media 
± desvío estándar (n=4). Se muestra un experimento representativo. *: p< 0,05 y **: p< 0,01 con 
respecto al valor basal (control). El experimento se realizó tres veces con resultados similares. 
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Se han descripto diversos mecanismos mediante los cuales las células CD4+CD25+ 

regulatorias ejercen su acción inmunomodulatoria330. Uno de ellos es la producción de IL-

10. Investigamos la expresión de IL-10 en las CD4+CD25+ durante la infección con 

MMTV(LA). Luego de 6 días de infección, la expresión de IL-10 se ve significativamente 

aumentada en la población CD4+CD25+ de las PPs (Figura 28). 

 

CD25

IL
-1
0

MMTVControl

Figura 28: Expresión de IL-10 en la población CD4+CD25+ de las PPs. Crías BALB/c fueron 
amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). A diferentes 
días se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de CD4 y CD25 de
superficie y la de IL-10 intracelular. A) Dot plots representativos de la expresión de IL-10 y 
CD25 dentro de la población CD4+ al día 6 de infección. (B) Porcentaje de células CD4+CD25+

que expresan IL-10. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=4). Se muestra 
un experimento representativo. ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El 
experimento se realizó tres veces con resultados similares.
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Figura 28: Expresión de IL-10 en la población CD4+CD25+ de las PPs. Crías BALB/c fueron 
amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). A diferentes 
días se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de CD4 y CD25 de
superficie y la de IL-10 intracelular. A) Dot plots representativos de la expresión de IL-10 y 
CD25 dentro de la población CD4+ al día 6 de infección. (B) Porcentaje de células CD4+CD25+

que expresan IL-10. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=4). Se muestra 
un experimento representativo. ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El 
experimento se realizó tres veces con resultados similares.
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Para estudiar si la tasa de proliferación de las células CD4+CD25+ de las PPs se ve 

afectada por el virus, purificamos células CD4+ de las PPs, realizamos una marcación con 

CD25 y ioduro de propidio (IP) y analizamos por citometría de flujo el porcentaje de 

células CD4+CD25+ que se encontraban en las fases S o G2 del ciclo celular. Encontramos 

que a partir del día 2 de infección con MMTV(LA) la proliferación de las células 

CD4+CD25+ de las PPs es significativamente mayor que la observada en animales no 

infectados (Tabla 2). Al día 6 se observa un máximo de proliferación (Tabla 2). Pasada la 

primera semana de infección, la proliferación de las células CD4+CD25+ sigue siendo 

elevada, aunque es menor que la observada al día 6 (Tabla 2). 

 

Tabla 2: Proliferación de células CD4
+
CD25

+
 en las PPs de ratones infectados  

 

Crías BALB/c fueron amamantadas a distintos tiempos con hembras no infectadas (control) o 

infectadas con MMTV. Luego se purificaron las células CD4+ de las PPs por separación magnética 
y se realizó una citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD25-FITC, seguido de una 

marcación con IP. Se analizó el contenido de ioduro de propidio para calcular el porcentaje de 
células CD4+CD25+ que se encuentran en las fases S o G2 del ciclo celular. Los datos se presentan 

como media ± desvío estándar (n=3). Se muestra un experimento representativo de tres con 
resultados similares. *: p < 0,05.  

 

Por lo tanto, en la primera semana de infección con MMTV a través del 

amamantamiento se produce en las PPs un incremento en el porcentaje y número 

absoluto de células CD4+CD25+. Estas células muestran un aumento en la expresión 

de CTLA-4, CD45RBlow e IL-10, como así también en la tasa proliferación celular.  

Porcentaje de células CD4+CD25+ en proliferación 

 

Día 2 Día 6 Día 13 Día 18 

Control 5,5  ±  0,7 2,7  ±  0,6 5,0  ±  0, 6 2,6  ±  0,8 

MMTV 13,1  ±  2,3 * 28,1 ± 3,2 * 10,4  ± 0,7 * 7,9  ±  0,4 * 
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C.1.3- Células regulatorias y células activadas en la población CD4+CD25+  

Como se mencionó en la Introducción, CD25 no es un marcador específico de las 

Tregs, sino que también es expresado transitoriamente por las células T activadas. En la 

actualidad, el marcador más selectivo de las Tregs es el factor de transcripción Foxp3, cuya 

expresión es requerida para el desarrollo de dichas células. 

 Estudiamos por RT-PCR la expresión de Foxp3 en las PPs de ratones control o 

infectados con MMTV. Como se observa en la Figura 29, la expresión de Foxp3 aumenta 

en las PPs luego de la infección. 

 

Para estudiar la expresión de Foxp3 por citometría de flujo, realizamos una 

marcación simultánea de CD4 y CD25 de membrana y de Foxp3 intracelular en células 

totales de las PPs. El análisis muestra que el porcentaje y número absoluto de células 

CD4+CD25+Foxp3+ aumenta progresivamente desde el segundo día de la infección 

(Figura 30 A, B y C). La intensidad de fluorescencia media por célula de CD25 y Foxp3 

en las células CD4+CD25+Foxp3+ también se encuentra incrementada (Figura 30 D).  
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Foxp3

ββββ-actina

Figura 29. Expresión de Foxp3 en las PPs de crías infectadas con MMTV. Crías BALB/c 
fueron amamantadas 2 días con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). 
Luego se extrajo ARN de las PPs y se realizaron ensayos de RT-PCR para medir los niveles de 
expresión del factor de transcripción Foxp3. El experimento se realizó cuatro veces con 
resultados similares.
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Figura 29. Expresión de Foxp3 en las PPs de crías infectadas con MMTV. Crías BALB/c 
fueron amamantadas 2 días con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). 
Luego se extrajo ARN de las PPs y se realizaron ensayos de RT-PCR para medir los niveles de 
expresión del factor de transcripción Foxp3. El experimento se realizó cuatro veces con 
resultados similares.
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Figura 30: Expresión de CD4, CD25 y Foxp3 en las PPs en la primera semana de infección con 

MMTV. Crías BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con 
MMTV(LA). A diferentes días se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de 
los marcadores CD4 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). A) Dot plots representativos de la 
expresión de CD25 y Foxp3 en células CD4+ al día 2 de infección. B) Porcentaje y C) Número absoluto 
de células CD4+CD25+Foxp3+ en las PP a distintos días de infección. D) Intensidad de fluorescencia 
media de Foxp3 y CD25 en la población CD4+CD25+Foxp3+. Los datos se expresan como la media ± 
desvío estándar (n=5). Se muestra un experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005 con 
respecto al valor basal (control). El experimento se realizó cuatro veces con resultados similares. 
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Esta tinción nos permitió distinguir entre células con fenotipo regulatorio 

(CD4+CD25+Foxp3+) y células CD4+CD25+Foxp3-, a las cuales llamaremos activadas o 

células con fenotipo activado. Como se observa en la Figura 30 A, el aumento de células 

CD4+CD25+ inducido por el virus (Figura 26) ocurre tanto por un incremento en el 

porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3- como de células CD4+CD25+Foxp3+. El 

porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3- se encuentra significativamente aumentado al día 

2; desde el día 3 en adelante no se registran cambios significativos con respecto a los 

porcentajes observados en animales no infectados (Figura 31 A). El número absoluto de 

esta población llega a un máximo al día 2 y luego decrece significativamente, aunque 

continúa levemente aumentado con respecto al control (Figura 31 B). 

 

Por lo tanto, a medida que avanza la infección se producen cambios en la 

composición de la población CD4+CD25+ de las PPs en cuanto a la expresión de Foxp3. En 

la Figura 32 se grafica la proporción de células Foxp3+ y Foxp3- dentro del total de células 

CD4+CD25+ durante los primeros días de infección con MMTV.  Aunque al día 2 el 52% 

de las células CD4+CD25+ son Foxp3-, al día 6 de amamantamiento el porcentaje de 
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Figura 31: Expresión de CD4, CD25 y Foxp3 en las PPs en la primera semana de infección con 

MMTV (continuación). Crías BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o 
infectadas con MMTV(LA). A diferentes días se extrajeron las PPs y se midió por citometría de 
flujo la expresión de los marcadores CD4 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). A) 
Porcentaje y B) Número absoluto de células CD4+CD25+Foxp3- en las PP a distintos días de 
infección. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=5). Se muestra un 
experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El 
experimento se realizó cuatro veces con resultados similares. 
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células CD4+CD25+ que expresan Foxp3 es de 84%, valor significativamente mayor al 

71% observado en ausencia de infección (día 0). 

 

 

En conjunto, estos resultados muestran que la población de células 

CD4+CD25+ que aumenta durante la infección con MMTV está compuesta por células 

que presentan un fenotipo de activación (CD4+CD25+Foxp3-) o un fenotipo de célula 

regulatoria (CD4+CD25+Foxp3+). La proporción de estas subpoblaciones varía con el 

tiempo de infección: el número y el porcentaje de células activadas hacen un pico al 

día 2 y bajan drásticamente a partir del día 3, mientras que las células con fenotipo 

regulatorio aumentan progresivamente desde el segundo día de infección hasta, al 

menos, el día 6.  

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

Día 0 Día 2 Día 6%
 d

e
 c

é
l.
 F

o
x
p

3
+

 y
 F

o
x
p

3
- 

 e
n

 l
a
 

p
o

b
la

c
ió

n
 C

D
4
+

C
D

2
5
+

 
Foxp3-

Foxp3+

Figura 32: Porcentaje de células Foxp3+ y Foxp3- dentro de la población CD4+CD25+ a distintos 

días de infección con MMTV. Utilizando los datos de los experimentos mostrados en las figuras 32 
y 33 se realizó este gráfico para esquematizar la variación en la composición de la población 
CD4+CD25+ con respecto a la expresión de Foxp3, desde el día 0 (no infectado) hasta el día 6. 
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C.1.4- Especificidad superantigénica de las células CD4+CD25+   

La respuesta al superantígeno viral se produce en forma temprana en la infección y 

se detecta como un aumento en el porcentaje de clones T Vβ específicos reactivos al 

mismo20. En base a este antecedente, investigamos si las células CD4+CD25+ de las PPs de 

ratones amamantados 2 días con una nodriza infectada son reactivas al superantígeno del 

MMTV(LA). El análisis por citometría de flujo muestra que el porcentaje de células Vβ6+ 

se encuentra muy aumentado dentro de la subpoblación CD4+CD25+ en las crías infectadas 

y este incremento es significativamente mayor que el observado en la población CD4+ 

total. (Figura 33). Por otro lado, se observa un incremento en el porcentaje de células 

CD25+ dentro de la subpoblación CD4+Vβ6+ (Figura 34) y este aumento es notablemente 

mayor que el observado en la población CD4+ total o dentro de la subpoblación 

CD4+Vβ10+, no reactiva al superantígeno (Figura 34). 
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Figura 33: Expresión de Vβ6 en las poblaciones CD4+ y CD4+CD25+ de las PPs. Crías BALB/c 
fueron amamantadas 2 días con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). 
Luego se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de CD4, CD25 y Vβ6. 
Los datos representan el porcentaje de células CD4+ o CD4+CD25+ que expresan Vβ6 al día 2 de 
infección y se expresan como la media ± desvío estándar (n=4). Se muestra un experimento 
representativo. ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El experimento se realizó tres 
veces con resultados similares. 
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Al igual que lo observado para la población CD4+CD25+, el porcentaje y número 

absoluto de las células Vβ6+CD25+ varían con los días de infección durante el período 

estudiado (primera semana de infección) (Figura 35). El porcentaje de células Vβ6+CD25+ 

llega a un máximo al día 2 y luego decrece, aunque continúa significativamente aumentado 

(Figura 35 A), mientras que el porcentaje de células Vβ10+CD25+ (no respondedoras al 

Sag viral) sólo muestra un leve pero significativo aumento al día 2 (probablemente debido 

a un estado de activación no específica en las PPs), volviendo a los valores basales al día 6. 

En cuanto al número absoluto de células Vβ6+CD25+, éste aumenta progresivamente desde 

el día 2 (Figura 35 B). Aunque el número absoluto de células Vβ10+CD25+ también 

aumenta con los días de infección, el incremento es mucho más leve que el observado para 

las células Vβ6+CD25+ y es hipotéticamente atribuible a un aumento en el número de 

células CD4+ totales que se produce durante la infección.  
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Figura 34: Expresión de CD25 en las poblaciones CD4+, Vβ6+ y Vβ10+ de las PPs. Crías 
BALB/c fueron amamantadas 2 días con hembras no infectadas (control) o infectadas con 
MMTV(LA) Luego se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de CD4, 
CD25, Vβ6 y Vβ10. Los datos representan el porcentaje de células CD4+, Vβ6+ o Vβ10+ que 
expresan CD25 al día 2 de infección y se expresan como la media ± desvío estándar (n=4). Se 
muestra un experimento representativo. *:p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,005 con respecto al 
valor basal (control). El experimento se realizó tres veces con resultados similares. 
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Dado que las células Vβ6+ están siendo directamente estimuladas por el 

superantígeno y que CD25 es también un marcador de activación linfocitaria, estudiamos 

la expresión de Foxp3 en las células Vβ6+CD25+, para definir si el gran aumento en el 

porcentaje de estas células observado a partir del segundo día de infección se debe a un 

aumento en las células activadas (Foxp3-), en las células regulatorias (Foxp3+) o en ambas. 

Los resultados mostrados en la Figura 36, indican que al día 2 se produce un aumento en 

ambas poblaciones, aunque el incremento en la población de células activadas 
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Figura 35: Especificidad superantigénica de la población CD25+ de las PP durante la infección 

con MMTV. Crías BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas 
con MMTV(LA). A distintos tiempos se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la 
expresión de CD25, Vβ6 y Vβ10. A) Porcentaje y B) número absoluto de células Vβ6+CD25+ o 
Vβ10+CD25+ a los días 2 y 6 de infección. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar 
(n=4). Se muestra un experimento representativo. *:p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,005 con 
respecto al valor basal (control). El experimento se realizó tres veces con resultados similares. 
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(Vβ6+CD25+Foxp3-) es mucho mayor que el observado en las células Treg 

(Vβ6+CD25+Foxp3+). Al día 6 de infección, el porcentaje y número absoluto de células 

Vβ6+CD25+Foxp3+ están aumentados con respecto a los valores del día 2 mientras que las 

células Vβ6+CD25+Foxp3- están disminuidas (Figura 36). En la Figura 37 se grafica 

como varía la composición de la población Vβ6+CD25+ durante la infección con MMTV. 

Se observa un patrón similar al de las células CD4+CD25+ (Figura 32). En crías no 

infectadas (día 0) el 75% de las células Vβ6+CD25+ son Foxp3+; al día 2 sólo un 29% son 

Foxp3+ y al día 6 las células Foxp3+ constituyen un 84% de la población Vβ6+CD25+.  

control

MMTV

Figura 36: Expresión de Vβ6, CD25 y Foxp3 en las PPs en la primera semana de infección con

MMTV. Crías BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con 
MMTV(LA). A distintos tiempos se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión 
de los marcadores Vβ6 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). A) Porcentaje y número absoluto 
de células Vβ6+CD25+Foxp3+ en las PP a distintos días de infección. B) Porcentaje y número absoluto 
de células Vβ6+CD25+Foxp3- en las PP a distintos días de infección. Los datos se expresan como la 
media ± desvío estándar (n=5). Se muestra un experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005 
con respecto al valor basal (control). El experimento se realizó cuatro veces con resultados similares. 
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Por otro lado, observamos que dentro de la población Vβ6+ no sólo se encuentran 

aumentadas las células Foxp3+CD25+ sino también las Foxp3+CD25- (Tabla 3). Esta 

última población celular ha sido recientemente descripta como un reservorio de células 

Treg en la periferia372. Los aumentos en ambas subpoblaciones de células Foxp3+ producen 

un notable aumento progresivo en el porcentaje de células Foxp3+ totales dentro de la 

población Vβ6+ (Tabla 3). Mientras que en las crías no infectadas el 8 % de las células 

reactivas al Sag son Foxp3+, este porcentaje se ve aumentado al día 6 de infección (14%), y 

llega al 31% al día 15. 

En conjunto, estos resultados muestran que una parte importante de las 

células CD4+CD25+ inducidas por el MMTV poseen especificidad superantigénica, y 

que esta especificidad se observa tanto en las células CD25+ activadas como en 

aquéllas con fenotipo regulatorio. Además, a medida que avanza la infección aumenta 

progresivamente el porcentaje de células respondedoras al Sag con fenotipo 

regulatorio.  

 

 

 

0

20

40

60

80

100

Día 0 Día 2 Día 6%
 d

e
 c

é
l.
 F

o
x
p

3
+

 y
 F

o
x
p

3
- 

 e
n

 l
a
 

p
o

b
la

c
ió

n
 V

ββ ββ
6
+

C
D

2
5
+

Foxp3-

Foxp3+

Figura 37: Porcentaje de células Foxp3+ y Foxp3- dentro de la población Vβ6+CD25+ a distintos 

días de infección con MMTV. Utilizando los datos de los experimentos mostrados en la figuras 38 
(A y B) se realizó este gráfico para esquematizar la variación en la composición de la población 
Vβ6+CD25+ con respecto a la expresión de Foxp3, entre el día 0 (no infectado) y el día 6. 
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Tabla 3: Porcentaje de células Foxp3
+ 

dentro de la población Vβ6
+ 

Crías BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas o infectadas con MMTV(LA). A 
distintos tiempos se extrajeron las PPs y se midió por citometría de flujo la expresión de los 

marcadores Vβ6 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). Los datos se expresan como la 

media ± desvío estándar (n=4). Se muestra un experimento representativo. **: p< 0,01 con respecto 
al valor basal (no infectados).El experimento se realizó cuatro veces con resultados similares.  

 

C.1.5- Capacidad inmunosupresora de las células CD4+CD25+ de las PPs   

Para determinar si la población CD4+CD25+ que aumenta en las PPs por la 

infección con MMTV posee funciones inmunorregulatorias, purificamos por separación 

magnética células CD4+CD25+ de PPs de crías infectadas durante 6 días con MMTV(LA) 

y estudiamos su capacidad supresora en un cultivo mixto linfocitario. La purificación de 

las células CD4+CD25+ se realizó al día 6 de infección ya que en este día la mayor parte de 

esta población es Foxp3+ (Figura 32). Para este experimento, células de ganglio linfático 

de ratones BALB/c fueron marcadas con CFSE y cocultivadas con células mononucleares 

de bazo de ratones AKR pretratadas con mitomicina. Al cocultivo se agregaron, desde el 

comienzo, células CD4+CD25+ o CD4+CD25- obtenidas de PPs de crías infectadas con 

MMTV (6 días de amamantamiento), en distintas proporciones. Luego de 3 días de cultivo 

la división de las células CD4+ fue analizada por dilución del CFSE. La Figura 38 A 

ilustra un perfil representativo de la inhibición causada en el cultivo mixto por el agregado 

 % Foxp3+/Vββββ6+ % Foxp3+CD25+/Vββββ6+ % Foxp3+CD25
-
/Vββββ6+ 

No 

infectados 
8,39 ± 0,64 4,05 ± 0,44 4,45 ± 0,39 

MMTV 

Día 6 
14,12 ± 1,39 ** 6,72 ± 0,85 ** 7,4 ± 0,86 ** 

MMTV 

Día 15 
31,36 ± 2,97 ** 12,15 ± 2.1 ** 19,21 ± 1,12 ** 
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de CD4+CD25+. El porcentaje de inhibición se vio incrementado al aumentar el número de 

células regulatorias agregadas al cultivo (Figura 38 B). Las células CD4+CD25- no 

tuvieron ningún efecto o sólo un efecto menor sobre la proliferación (Figura 39). 
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Figura 38: Actividad inmunosupresora de células CD4+CD25+ de PPs de crías infectadas con MMTV 

.Se realizó un cultivo mixto linfocitario como se describe en materiales y métodos (2 x 105 células 
presentadoras AKR + 2 x 105 células CD4+ respondedoras BALB/c marcadas con CFSE), al cual se 
agregaron células CD4+CD25+ purificadas de PPs de crías BALB/c infectadas 6 días con MMTV(LA). 
La proliferación se evaluó por citometría de flujo como la pérdida de intensidad del colorante CFSE en 
las células CD4+ respondedoras. A) Histograma representativo de la proliferación basal versus la 
proliferación en presencia de 105 células CD4+CD25+. B) Porcentaje de proliferación en presencia de 
distintas cantidades de células CD4+CD25+. Se muestra un experimento representativo de 3. 
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Con el objeto de estudiar si la infección con MMTV aumenta la capacidad 

regulatoria de las células CD4+CD25+ de las PPs, comparamos la inhibición causada en un 

cultivo mixto por el agregado de igual número de células CD4+CD25+ de PPs de crías 

infectadas y no infectadas. Como se observa en la Figura 40, las células CD4+CD25+ 

purificadas de animales infectados 6 días poseen una mayor capacidad inhibitoria de la 

proliferación que aquellas obtenidas de animales no infectados de la misma edad. 

 

 

 

+-++

-+++

--++

--+-

CD4+
CD25-

CD4+ 
CD25+

Células 
respondedoras 

CFSE+

Células 
estimuladoras
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Figura 39: Efecto de células CD4+CD25+ y CD4+CD25- de PPs en un cultivo mixto linfocitario. Se 
realizó un cultivo mixto linfocitario como se describe en materiales y métodos (2 x 105 células 
presentadoras AKR + 2 x 105 células respondedoras BALB/c marcadas con CFSE), al cual se 
agregaron 1 x 105 células CD4+CD25+ purificadas de PPs de crías BALB/c infectadas 6 días con 
MMTV(LA). La proliferación se evaluó por citometría de flujo como la pérdida de intensidad del 
colorante CFSE en las células CD4+ respondedoras. Se muestra un experimento representativo de 3. 
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Por lo tanto, la población de células CD4+CD25+ de las PPs de ratones 

infectados con MMTV posee actividad inmunosupresora, y esta actividad es mayor 

que la observada en células CD4+CD25+ de animales no infectados de la misma edad. 
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Figura 40: Comparación de la actividad inmunosupresora de células CD4+CD25+ de ratones no 

infectados e infectados con MMTV  .Se realizó un cultivo mixto linfocitario como se describe en 
materiales y métodos (2 x 105 células presentadoras AKR + 2 x 105 células respondedoras BALB/c 
marcadas con CFSE), al cual se agregaron 1 x 105 células CD4+CD25+ purificadas de PPs de crías 
BALB/c no infectadas (control) o infectadas 6 días con MMTV(LA). La proliferación se evaluó por 
citometría de flujo como la pérdida de intensidad del colorante CFSE en las células CD4+

respondedoras. A) Histogramas representativos de la proliferación basal versus la proliferación en 
presencia de 1 x 105 células CD4+CD25+. B) Porcentaje de proliferación en presencia de células 
CD4+CD25+. *: p<0,05 Se muestra un experimento representativo de 3. 
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C.2- ROL DEL TLR4 EN EL AUMENTO DE CD4+CD25+ INDUCIDO POR EL MMTV   

Con el objeto de estudiar si la presencia de un TLR4 funcional influye en el 

aumento en el porcentaje de células CD4+CD25+ en las PPs, comparamos el porcentaje de 

CD4+CD25+ en PPs de crías BALB/c y C.C3H Tlr4
Lps-d (los cuales expresan un TLR4 no 

funcional) amamantadas 2 días con una nodriza libre de virus o con una nodriza infectada 

con MMTV(LA). Contrariamente a lo observado en los ratones BALB/c, que expresan un 

TLR4 normal, la infección con MMTV no produjo cambios significativos en el porcentaje 

de CD4+CD25+ en los animales C.C3H Tlr4
Lps-d (Figura 41).  

 

Mediante ensayos de RT-PCR comparamos la expresión de Foxp3 en las PPs de 

crías BALB/c y C.C3H Tlr4
Lps-d. Observamos que en los ratones mutantes para TLR4 el 

aumento en la expresión de Foxp3 inducido por el MMTV es menor (Figura 42). Luego 

estudiamos por citofluorometría los aumentos inducidos por el MMTV en la población 

Vβ6+CD25+Foxp3+ de las PPs de ambas cepas de ratones. Como se muestra en la Figura 

43 A, el incremento en el porcentaje de células Vβ6+CD25+Foxp3+ fue significativamente 

menor en las crías C.C3H Tlr4
Lps-d que en las crías BALB/c, tanto al día 2 como al día 6 de 
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Figura 43: Expresión de CD4 y CD25 en las PPs de crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d infectadas 

con MMTV. Crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d fueron amamantadas con hembras no infectadas o 
infectadas con MMTV(LA) durante 2 días. Luego se extrajeron las PPs y se midió por citometría de 
flujo la expresión de los marcadores CD4 y CD25. Se grafica el porcentaje de células 
CD4+CD25+/PP. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=3). Se muestra un 
experimento representativo. **: p< 0,01 con respecto al valor de BALB/c en el día analizado. El 
experimento se realizó cuatro veces con resultados similares.
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Figura 41: Expresión de CD4 y CD25 en las PPs de crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d infectadas 

con MMTV. Crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d fueron amamantadas con hembras no infectadas o 
infectadas con MMTV(LA) durante 2 días. Luego se extrajeron las PPs y se midió por citometría de 
flujo la expresión de los marcadores CD4 y CD25. Se grafica el porcentaje de células 
CD4+CD25+/PP. Los datos se expresan como la media ± desvío estándar (n=3). Se muestra un 
experimento representativo. **: p< 0,01 con respecto al valor de BALB/c en el día analizado. El 
experimento se realizó cuatro veces con resultados similares.
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infección. Por otro lado, el aumento en el porcentaje de células Vβ6+CD25+Foxp3- también 

fue menor en los ratones C.C3H Tlr4
Lps-d (Figura 43 B).  
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Figura 42: Efecto del MMTV sobre los niveles de expresión de Foxp3 en ratones deficientes en 

TLR4. Crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d fueron amamantadas con hembras no infectadas o 
infectadas con MMTV(LA) durante 2 días. Luego se extrajo ARN de las PPs y se realizaron 
ensayos de RT-PCR para medir los niveles de expresión de Foxp3 y β-actina. Se graficó la 
expresión relativa de Foxp3 con respecto a la expresión de β-actina de la misma muestra. Se 
muestra un experimento representativo de tres, en los que se obtuvieron resultados similares. 
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Figura 43: Expresión de Vβ6, CD25 y Foxp3 en las PPs en crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d infectadas 

con MMTV. Crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d fueron amamantadas con hembras no infectadas o 
infectadas con MMTV(LA) a distintos tiempos. Luego se extrajeron las PPs y se midió por citometría 
de flujo la expresión de los marcadores Vβ6 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). Dado que 
en todos los casos los valores basales (sin infección) de ambas cepas de ratón fueron similares, estos 
valores fueron omitidos del gráfico y sólo se muestran los valores obtenidos en los ratones 
infectados A) Porcentaje de células Vβ6+CD25+Foxp3+ en las PP a distintos días de infección. B) 
Porcentaje de células Vβ6+CD25+Foxp3- en las PP a distintos días de infección. Los datos se expresan 
como la media ± desvío estándar (n=5). Se muestra un experimento representativo. *: p< 0,05 y **: p<
0,01 con respecto al valor de BALB/c en el día analizado. El experimento se realizó cuatro veces con 
resultados similares. 
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Estos resultados muestran que, en ausencia de un TLR4 funcional, los 

aumentos inducidos por el MMTV en células T reactivas al Sag con fenotipos de 

activación y regulatorio son significativamente menores.  
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D.   INFECCIÓN CON MMTV EN RATONES DEFICIENTES PARA TLR4 

A lo largo de este trabajo hemos demostrado que importantes eventos ocurridos 

durante las primeras etapas de la infección con MMTV dependen de la presencia de un 

TLR4 funcional. La combinación de estos eventos afectará en última instancia el resultado 

de la infección. 

Para evaluar las consecuencias de la falta de un TLR4 funcional en la infección con 

MMTV, estudiamos los niveles de integración viral en ratones C3H/HeN (salvajes) y 

C3H/HeJ (deficientes para TLR4). Crías C3H/HeN y C3H/HeJ fueron amamantadas desde 

su nacimiento con hembras infectadas con MMTV. Luego de tres semanas se realizaron 

ensayos de PCR radioactiva para determinar los niveles de integración del virus en el bazo 

de estos ratones. Como se observa en la Figura 44, los ratones C3H/HeJ muestran una 

disminución muy marcada en la infección con MMTV con respecto a los ratones 

C3H/HeN.   

 

Estos resultados demuestran que la presencia de un TLR4 funcional aumenta 

los niveles de infección alcanzados por el MMTV. 

 

HeN HeJ

Figura 44: Infección con MMTV en ratones deficientes en TLR4. Crías BALB/c y C.C3H Tlr4LPS-d

fueron amamantadas con hembras no infectadas o infectadas con MMTV(LA) durante 21 días. 
Luego se extrajo ADN del bazo y se realizaron ensayos de PCR radioactiva para medir los niveles 
integración viral en el genoma celular. Se muestra un experimento representativo de tres.
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La interacción entre el sistema inmune del huésped y los patógenos es un proceso 

único y muy complejo. Numerosos tipos celulares y moléculas pueden participar en la 

respuesta inmune, la cual también es influenciada por características propias del patógeno, 

como la vía de entrada al organismo, la expresión de factores de virulencia y los 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune. En el caso del MMTV, su relación con el 

sistema inmune es aun más compleja, ya que este virus utiliza al sistema inmune para 

completar su ciclo de infección. La interacción entre el MMTV y el sistema inmune 

adaptativo es necesaria para el establecimiento de la infección, la amplificación del 

reservorio viral y la llegada del virus a la glándula mamaria.  

Durante mucho tiempo el estudio de la infección con MMTV se ha centrado en el 

rol del superantígeno (Sag) viral y en la respuesta T que éste genera, y se ha demostrado la 

importancia del Sag para que ocurra una infección eficiente. Los eventos inmediatos 

ocurridos luego de la entrada del MMTV al organismo, antes de la respuesta T al Sag viral, 

y la participación de otros tipos celulares del sistema inmune han sido poco estudiados. En 

este trabajo hemos investigado la participación de otros componentes moleculares y 

celulares del sistema inmune -los receptores de tipo Toll, las células dendríticas y las 

células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3+- durante la infección con MMTV, y hemos 

evaluado  las consecuencias de la interacción del MMTV con receptores de tipo Toll sobre 

los niveles de infección. 

Generalmente se considera que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 son los principales 

TLRs que reconocen PAMPs de origen viral (en este caso ácidos nucleicos)373. Sin 

embargo, algunos trabajos describen la interacción entre proteínas virales y otros TLRs. Se 

ha demostrado que la proteína de fusión del virus respiratorio sincicial estimula la 

producción de IL-6 en monocitos a través del TLR465 y que el virus Coxsackie es 

reconocido por el TLR4 disparando una respuesta inflamatoria374. Otros virus y 

componentes virales son reconocidos por el TLR2, como por ejemplo la proteína 

hemaglutinina del virus del sarampión375 y el citomegalovirus humano376. Durante la 

realización del presente trabajo, Rassa y colaboradores demostraron por ensayos de 

transfección y coinmunoprecipitación que la proteínas de la envoltura del virus de la 

leucemia murina de Moloney y del MMTV son capaces de unirse al TLR467. La proteína 

de la envoltura del MMTV también es capaz de unirse al TLR2370. Sin embargo, es escasa 
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la información acerca de las consecuencias de la interacción del MMTV con estos TLRs en 

la infección viral.   

Como primer modelo de estudio para determinar el rol de los receptores de tipo 

Toll (TLRs) en etapas tempranas de la infección con MMTV, se infectaron animales 

adultos previamente tolerizados con ligandos de TLR4 y TLR2. El fenómeno de tolerancia 

al LPS ha sido largamente estudiado y consiste en un estado de hiporrespuesta celular al 

LPS generado por una exposición previa a bajas dosis de este compuesto377,378. Entre otras 

consecuencias, la tolerancia al LPS se asocia con una producción disminuida de citoquinas 

proinflamatorias ante un nuevo desafío con LPS377,378. Este fenómeno se observa tanto in 

vivo como in vitro
379-381 y  puede ocurrir por la disminución de la expresión del TLR4 de 

superficie o por alteraciones en la vía de señalización del LPS362,382 como por ejemplo un 

aumento en la degradación de IRAK, una disminución en la asociación entre MyD88 e 

IRAK o una menor transactivación de genes por AP-1 y NFκB362. Se ha reportado que el 

tratamiento con ligandos del TLR2383,384, TLR5131 o TLR9385 también inducen tolerancia 

ante una nueva exposición al mismo ligando. Se ha demostrado, además, que las células 

tolerizadas con un ligando de un determinado TLR también resultan tolerantes a otros 

ligandos del mismo TLR364. Por otro lado, numerosos trabajos han reportado el fenómeno 

de tolerancia cruzada, que consiste en la generación de un estado de refractariedad a un 

ligando de un determinado TLR mediante la exposición previa a un ligando de otro 

TLR363. La tolerancia cruzada ocurre in vitro e in vivo
363 y se produciría por la inactivación 

de vías de señalización intracelular compartidas por ambos TLRs80,364,365. En cuanto al 

TLR4 y el TLR2, se ha descripto que existe tolerancia cruzada generada por ligandos del 

TLR4 sobre el TLR2 y por ligandos del TLR2 sobre el TLR480,363,383,386, aunque en este 

último caso la tolerización generada no parece ser tan efectiva en algunas condiciones 

experimentales365,387.  

Estudiamos entonces la infección con MMTV en ratones adultos tolerizados con 

LPS (ligando del TLR4) o PGN (ligando del TLR2). Demostramos que los ratones adultos 

tolerizados con LPS o PGN muestran una inhibición en la activación temprana de células B 

inducida por el MMTV. Los resultados obtenidos utilizando la variante viral TBLV, que 

posee una deleción en el gen sag que impide su expresión, permitieron además establecer 

que la activación temprana de las células B no depende del Sag viral. Los animales 

tolerizados también mostraron una disminución en el tráfico de células B vírgenes al 
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ganglio drenante de la inoculación del virus y menores niveles de integración viral con 

respecto a animales no tolerizados. Debido a la existencia de tolerancia cruzada entre el 

TLR4 y el TLR2, los experimentos realizados hasta este punto no permiten discriminar si 

el MMTV interacciona con ambos TLRs o sólo con uno de ellos. Estos resultados nos 

sugirieron que el TLR4 y/o el TLR2 estarían involucrados en las primeras etapas de 

la infección de animales adultos con MMTV, favoreciendo la misma. 

 Los TLRs se expresan en muchas células del sistema inmune y también en otros 

tipos celulares52,120. Los experimentos de tolerización in vivo no permiten definir qué tipos 

celulares se ven afectados por las tolerizaciones ni cómo la presencia de células refractarias 

a la activación a través de los TLRs influye luego en la infección. A modo de ejemplo, la 

activación de células B inducida por el MMTV podría deberse a una interacción directa del 

virus con el TLR4 y/o TLR2 de estas células388 y/o a un efecto indirecto, por acción del 

virus sobre otros tipos celulares que también expresen dichos TLRs, como por ejemplo las 

células dendríticas. 

 Las células dendríticas (DCs), importantes células presentadoras de antígeno 

(CPAs)389, expresan diversos TLRs en su superficie132. Debido a su localización estratégica 

en la mayoría de los tejidos periféricos, en particular en sitios de interfase con el medio 

ambiente, y a su capacidad para reconocer, capturar y ser activadas por diversos antígenos, 

las DCs cumplen un rol fundamental en la detección temprana de patógenos y en la 

coordinación de la respuesta inmune innata y adquirida138,141.  

La participación de las DCs en la infección con MMTV no ha sido estudiada en 

profundidad hasta el momento. Continuamos nuestro trabajo con el estudio de la 

interacción entre el MMTV y las células dendríticas y la participación del TLR4 y el TLR2 

en este proceso. 

En primer lugar, estudiamos si el MMTV es capaz de interaccionar in vitro con 

DCs derivadas de médula ósea (BMDCs). Luego de ser expuestas al virus, las BMDCs 

aumentan la expresión de las moléculas coestimulatorias CD40 y CD80 y la secreción de 

citoquinas proinflamatorias, y muestran incrementos en los niveles de ARNm de varios 

genes de citoquinas y quemoquinas (TNF-α, IL-6, IP-10, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2, 

RANTES y eotaxina). Este proceso de activación inducido por el MMTV es independiente 

de la infección viral, dado que el pretratamiento del virus con la droga AT-2 o luz UV no 
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bloquea los efectos del virus sobre las BMDCs. La activación de BMDCs inducida por el 

MMTV no es una respuesta específica de una sola cepa de ratones ni de una única cepa 

viral, ya que los resultados obtenidos utilizando BMDCs de ratones BALB/c fueron 

similares a los observados para las BMDCs de ratones C3H/HeN y no se observaron 

diferencias entre los efectos de dos variantes de MMTV [MMTV(LA) y MMTV(FM)]. 

Los resultados obtenidos muestran que el MMTV es capaz de inducir la activación de 

las BMDCs en forma independiente de la expresión de genes virales390. 

Los ligandos del TLR4 inducen la producción de citoquinas proinflamatorias, como 

TNF-α, IL-6 e IL-12 en DCs, monocitos y macrófagos. Para evaluar si el TLR4 está 

involucrado en la producción de citoquinas inducida por el MMTV en las BMDCs, 

tolerizamos a estas células in vitro con LPS. Las BMDCs tolerizadas mostraron una menor 

producción de TNF-α en respuesta al MMTV(LA). La baja respuesta de las BMDCs 

tolerizadas sugiere que el TLR4 participa en la activación de las DCs inducida por el 

MMTV390, aunque, como se señaló anteriormente, no puede descartarse la 

participación del TLR2 por efectos de tolerización cruzada. 

Para determinar en forma concluyente el rol del TLR4 utilizamos entonces BMDCs 

obtenidas de ratones C3H/HeJ (TLR4LPS-d/ TLR4LPS-d). Esta cepa se diferencia de la cepa 

C3H/HeN (TLR4LPS-n/ TLR4LPS-n) porque posee una mutación puntual en el gen que 

codifica para el TLR454-56. Como consecuencia, los ratones C3H/HeJ expresan un TLR4 no 

funcional, incapaz de activar las vías de señalización intracelular56. Las BMDCs de ratones 

C3H/HeJ mostraron una gran disminución en el aumento de moléculas coestimulatorias 

inducido por el MMTV. Además, los aumentos en la producción de citoquinas 

proinflamatorias y en los niveles de ARNm de citoquinas y quemoquinas en las BMDCs de 

ratones C3H/HeJ fueron prácticamente nulos en las condiciones experimentales utilizadas. 

La utilización de BMDCs que expresan un TLR4 no funcional muestra que el TLR4 

cumple un rol fundamental en la activación de BMDCs inducida por el MMTV390.  

Para determinar si el MMTV es capaz de activar a las DCs también por interacción 

con el TLR2, trabajamos con BMDCs derivadas de ratones deficientes para este receptor 

(BMDCs TLR2-/-) e investigamos el efecto del MMTV sobre estas células. Las BMDCs 

TLR2-/- mostraron aumentos en la producción de citoquinas y en la expresión de moléculas 

coestimulatorias en respuesta al MMTV, aunque estos aumentos fueron significativamente 
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menores que los observados en las BMDCs salvajes.  En cuanto a la expresión de genes de 

citoquinas y quemoquinas, medida por ensayos de RPA, observamos que para algunos 

genes (IL-6, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2 y eotaxina) los aumentos inducidos por el MMTV 

en las BMDCs TLR2-/- fueron menores que los inducidos en las BMDCs control. Sin 

embargo, la expresión de otros genes inducidos por el virus, como TNF-α, RANTES e IP-

10, no se vio afectada por la ausencia del TLR2. Se han reportado otros modelos en los 

cuales los ligandos de TLR4 y TLR2 inducen genes en forma diferencial. Re y 

colaboradores391 demostraron que en DCs humanas la expresión de IP-10 es inducida por 

LPS pero no por PGN. En otro trabajo392 realizado con macrófagos alveolares se muestra 

que el LPS induce la expresión de TNF-α, MIP-1β y RANTES y agonistas del TLR2 sólo 

inducen MIP-1β, mientras que en una línea celular macrofágica murina la producción de 

TNF-α es inducida tanto a través del TLR4 como del TLR2. En cambio, se ha reportado 

que el PGN aumenta la producción de TNF-α en DCs murinas367, indicando que los 

efectos de la unión de los ligandos a los TLRs no sólo dependen del tipo de TLR 

involucrado sino también del tipo celular y las condiciones experimentales utilizadas. Los 

resultados obtenidos indican que el TLR2 está involucrado en la activación de las 

BMDCs inducida por el virus, aunque aparentemente en menor medida que el 

TLR4393. 

Hasta este punto nuestros resultados muestran que el MMTV puede activar a las 

BMDCs tanto a través del TLR4 como del TLR2. Para algunos de los parámetros medidos 

(por ejemplo la producción de citoquinas), la ausencia de un TLR4 funcional parece 

eliminar por completo los efectos del MMTV sobre la activación de las DCs in vitro. Sin 

embargo, los resultados obtenidos con células deficientes para TLR2 muestran que este 

receptor también participa en la activación de las DCs. La falta de efecto del MMTV sobre 

las BMDCs TLR4LPS-d/TLR4LPS-d podría deberse a las condiciones experimentales 

utilizadas. Alternativamente, estos resultados podrían explicarse considerando que algunos 

de los efectos del MMTV sobre las DCs podrían estar mediados por heterodímeros 

TLR4/TLR2. Se ha descripto que la capacidad del TLR2 para inducir activación celular 

depende de la formación de heterodímeros con los miembros de su subfamilia TLR1 y 

TLR6; no se ha reportado hasta el momento la existencia de homodímeros TLR2/TLR2.  

Recientemente el grupo de la Dra. Susan Ross en la Universidad de Pennsylvania ha 

sugerido la existencia de heterodímeros TLR4/TLR2 en ensayos de 
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coinmunoprecipitación370. Si el MMTV interactuara con el heterodímero TLR4/TLR2 y 

con el homodímero TLR4/TLR4, la ausencia del TLR2 sólo inhibiría parcialmente los 

efectos del MMTV sobre las DCs, mientras que la ausencia de un TLR4 funcional los 

inhibiría por completo.  

En este trabajo hemos demostrado que además de inducir la activación de 

BMDCs, el MMTV es capaz de inducir aumentos significativos en la expresión de su 

receptor de entrada a la célula, CD71390. Estos aumentos son independientes de la 

expresión de genes virales. Cuando examinamos a las BMDCs de ratones C3H/HeJ, el 

incremento en la expresión de CD71 fue significativamente menor aunque, en las 

condiciones experimentales utilizadas, no se vio completamente inhibido. La utilización de 

ratones deficientes en TLR4 y TLR2 (criados en el bioterio de la Universidad de 

Pennsylvania) nos permitió determinar que en las BMDCs de estos ratones se anula por 

completo el aumento en la expresión de CD71 inducido por MMTV390. Correlacionando 

con este hecho, los niveles de infección en estas células fueron significativamente 

menores390. Se ha reportado que el virus del sarampión también utiliza como estrategia la 

inducción de un aumento en la expresión de su propio receptor, CD150, en este caso a 

través de su interacción con el TLR2 en monocitos375,394.  

Se ha observado que durante la infección experimental con MMTV en ratones 

adultos (por inoculación en la almohadilla plantar) se produce un aumento significativo de 

DCs en el ganglio poplíteo drenante366. Este aumento es atribuido a un reclutamiento de 

precursores de DCs de la sangre, por un mecanismo dependiente de CD62L148. La mayor 

parte de los estudios acerca de la interacción entre el MMTV y el sistema inmune ha sido 

desarrollada mediante ensayos locales en huéspedes adultos, siendo escasa la información 

sobre dicha interacción cuando el virus es transmitido por leche al recién nacido. 

Investigamos entonces las alteraciones que se producen en las PPs, que constituyen el sitio 

de entrada del virus20, durante los primeros días de infección por amamantamiento. 

En primer lugar, observamos que durante la infección natural por amamantamiento 

el MMTV produce un aumento en el porcentaje de DCs en las PPs, demostrando por 

primera vez que la infección natural con MMTV afecta significativamente a la 

población de DCs en el sitio de entrada del virus390. Por otro lado, el aumento en el 

número de DCs no se observa en ausencia de un TLR4 funcional. Por lo tanto, el 
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incremento de DCs en las PPs muestra una dependencia del TLR4390. Esto puede 

relacionarse con el hecho de que el MMTV induce en las DCs, a través de su interacción 

con TLR4, la producción de quemoquinas como MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4) y 

RANTES (CCL5), las cuales atraen DCs inmaduras hacia el sitio en el cual se encuentran 

los patógenos395,396. Sin embargo, estos experimentos no nos permiten concluir que el 

aumento en el porcentaje de DCs en las PPs se debe al tráfico de DCs o de precursores a 

este sitio, ya que podrían deberse además a eventos de proliferación. Aunque en general se 

considera que las DCs maduras son células de vida corta que no se dividen, es decir, 

células terminales de una vía de desarrollo397, se ha demostrado recientemente que células 

estromales de bazo pueden inducir la división de ciertas DCs maduras (derivadas de 

médula ósea con GM-CSF e IL-4) y su transformación en DCs regulatorias con algunas 

características de macrófagos398. Todavía no se ha determinado si este potencial de 

proliferación y diferenciación está restringido a un único tipo de DCs o si todas las DCs 

maduras lo presentan 

Hemos observado que la infección con MMTV también induce aumentos en la 

expresión de CD71 en las DCs de las PPs de ratones C3H/HeN. Por el contrario, no se 

detectaron alteraciones en la expresión de CD71 en las DCs de ratones deficientes 

para TLR4 infectados con MMTV390. Trabajos recientes muestran que en las primeras 

etapas de la infección de ratones adultos por inoculación de MMTV en la almohadilla 

plantar las DCs se infectan en niveles similares a los observados en las células B 

B220+22,366. El aumento de la expresión de su propio receptor de entrada en las DCs podría 

ser un mecanismo utilizado por el MMTV para aumentar la eficiencia de infección de estas 

células. Las DCs infectadas pueden ser fundamentales como reservorio viral y, además, 

para la presentación eficiente del Sag a las células T, iniciando así uno de los eventos clave 

para para la propagación del virus. 

Como hemos señalado, la falta del TLR4 durante la infección in vivo anula por 

completo el efecto del MMTV sobre la expresión de su receptor de entrada, mientras que 

in vitro se observa una inhibición significativa pero parcial. Debe considerarse no sólo que 

las BMDCs constituyen una población diferente a la de las DCs de las PPs, sino además 

que la exposición al MMTV in vivo difiere de la exposición in vitro no sólo en cuanto a la 
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concentración de virus que encuentran las DCs sino también en cuanto al tiempo de 

exposición.  

Existen varias subpoblaciones de células CD11c+ en las PPs, cada una de las cuales 

posee características estructurales y funcionales únicas155. Aún no se ha reportado el patrón 

de expresión de TLRs de los distintos subtipos de DCs de las PPs, aunque se ha 

demostrado que cada subpoblación puede responder en forma diferencial a un estímulo 

microbiano39,156. Otro factor a tener en cuenta es que la infección con MMTV por la vía 

natural de amamantamiento ocurre en ratones neonatos. Las diferencias entre las DCs de 

ratones recién nacidos y DCs de ratones adultos son discutidas. En general, se ha 

demostrado que las DCs neonatales difieren de las DCs de adultos en cuanto a número y 

composición de subpoblaciones399-401. Sin embargo, algunos trabajos indican que las DCs 

neonatales son similares en su función a las DCs de adultos y no muestran diferencias en 

respuesta a estímulos microbianos o inflamatorios399,400, mientras que otros autores 

demuestran lo contrario401,402. No se ha realizado aún un estudio comparativo entre las DCs 

de las PPs neonatales y adultas. Si bien en este trabajo no se evaluaron individualmente las 

distintas subpoblaciones de DCs, pudimos demostrar que, en su conjunto, las DCs de las 

PPs se ven afectadas por el MMTV de manera dependiente del TLR4. Dicho receptor está 

fuertemente involucrado en el aumento en el número de células dendríticas en el sitio de 

infección y tiene además un rol central en los aumentos de la expresión del receptor de 

entrada del virus en las células. 

    Como explicamos anteriormente, las DCs son unos de los principales sensores de 

infecciones microbianas. Estas células interactúan con los linfocitos T y con otras células 

involucradas en el reconocimiento de patógenos, y juegan un rol en la eliminación de 

agentes infecciosos a través de la secreción de mediadores de la respuesta inflamatoria, 

como citoquinas y quemoquinas, y a través de su capacidad para actuar como CPAs. En 

consecuencia, la activación de las DCs a través de los TLRs tiene profundos efectos no 

sólo en la respuesta inmune innata sino también en la respuesta adaptativa generadas ante 

diversos patógenos. Varios autores han demostrado que algunas poblaciones de DCs se 

localizan en las PPs justo por debajo del epitelio que las separa del lumen del intestino403, 

lo cual sugiere fuertemente que las DCs se encontrarían entre las primeras células que 

entran en contacto con el MMTV. Las DCs podrían ser entonces las primeras células en ser 

activadas e infectadas por el MMTV. Nuestros resultados muestran que la interacción entre 
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el virus y las DCs de las PPs a través de los TLRs juega un rol de importancia en el 

comienzo de la infección.  

En la primera parte de este trabajo observamos que el MMTV estimula la secreción 

de citoquinas proinflamatorias como TNF-α en DCs cultivadas in vitro. Sin embargo, al 

estudiar la expresión de TNF-α en las PPs de ratones infectados con MMTV no 

detectamos ninguna diferencia con respecto a los niveles de expresión en los ratones no 

infectados. En cambio, la infección con MMTV produce un importante aumento en la 

expresión de IL-10 en las PPs. La IL-10 es una citoquina reconocida por su capacidad para 

inhibir la activación y funciones efectoras de muchas de las células del sistema inmune, 

limitando las respuestas inflamatorias371. La respuesta inmune en las PPs y en el resto del 

sistema inmune del intestino está comúnmente asociada a la producción de IL-1036,208,404. 

Esto se relaciona en general con la función del sistema inmune intestinal en el 

mantenimiento de la tolerancia oral hacia los antígenos alimenticios y la flora 

comensal36,405. Comparaciones realizadas entre DCs de las PPs y DCs de bazo mostraron 

que un mismo estímulo genera la producción de IL-10 en las DCs de las PPs pero no en las 

de bazo, y que las DCs de PPs inducen respuestas tipo Th2 caracterizadas por la 

producción de IL-10 e IL-4208. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que las 

distintas subpoblaciones de DCs de las PPs se comportan de manera diferente ante un 

mismo estímulo, y que algunas de estas subpoblaciones no producen IL-10 y promueven la 

diferenciación de células T productoras de IFN-γ156. No podemos descartar la posibilidad 

de que las distintas subpoblaciones de DCs de las PPs respondan al MMTV produciendo 

distintas citoquinas. Otros tipos celulares productores de IL-10 presentes generalmente en 

las PPs son las células B y B1371,406, las células Th2407 y varios tipos de células T 

regulatorias408. En este trabajo hemos determinado que a los pocos días de infección 

con MMTV se produce un fuerte aumento en la expresión de IL-10 en las células 

CD4+ de las PPs, y en particular en las células CD4+CD25+. Estudios de citometría de 

flujo adicionales no nos permitieron detectar cambios en la producción de IL-10 en células 

B y DCs de las PPs.    

Determinamos que la infección con MMTV a través del amamantamiento 

también induce un aumento en la expresión de varias quemoquinas en las PPs: MIP-

1ββββ (CCL4), BLC (CXCL13) e IP-10 (CXCL10). El aumento en los niveles de expresión 
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de estas moléculas, quimioatractantes de diversos tipos de leucocitos, correlaciona con 

estudios previos realizados en nuestro laboratorio que demuestran que el MMTV provoca 

el reclutamiento masivo de células B y CD4+ a las PPs. En este trabajo mostramos que 

también se produce un aumento en el porcentaje de células CD11c+. 

Como se mencionó previamente, la IL-10 es una citoquina con propiedades 

inmunomodulatorias que es producida, entre otras células, por varios tipos de células T 

regulatorias entre los que se incluyen las células T CD4+CD25+ regulatorias (Tregs)409. Las 

Tregs cumplen un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de la tolerancia 

inmunológica a antígenos propios así como en la modulación de respuestas inmunes frente 

a antígenos no propios. Por otro lado, en un trabajo reciente se ha demostrado que células 

B, macrófagos y DCs reclutan células regulatorias CD4+CD25+ mediante la producción de 

CCL4 (MIP-1β)328.  

Los notables aumentos de IL-10 y CCL4 producidos en las PPs a sólo dos días de la 

infección con MMTV nos llevaron a investigar si la población CD4+CD25+ de las PPs se 

ve afectada por el virus. En la primera semana de infección con MMTV a través del 

amamantamiento se produce en las PPs un incremento en el porcentaje y número 

absoluto de células CD4+CD25+. Además, estas células muestran un aumento en la 

expresión de CTLA-4, CD45RBlow e IL-10 en respuesta al MMTV. Aunque las Tregs 

son caracterizadas frecuentemente por la expresión de las moléculas de superficie CTLA-4 

y CD45RBlow y la producción de IL-10, ninguno de estos marcadores es específico, ya que 

son expresados también por otras células T. Las células T activadas expresan tanto CTLA-

4 y CD45RBlow como CD25410 y células T diferenciadas a células Th2 producen IL-10407. 

Es lógico pensar que en el contexto de una infección viral aguda en las PPs existe 

activación celular como así también inducción de células regulatorias. Por lo tanto, durante 

la infección con MMTV la población CD4+CD25+ de las PPs podría incluir tanto células 

activadas como regulatorias.  

El marcador más selectivo de las Tregs es el factor de transcripción Foxp3, cuya 

expresión es requerida para el desarrollo de dichas células288-291. Mediante RT-PCR 

determinamos que la expresión de Foxp3 aumenta significativamente en las PPs a tan sólo 

dos días de infección con MMTV, correlacionando con el aumento de células CD4+CD25+. 

La marcación intracelular con un anticuerpo anti-Foxp3 nos permitió discriminar entre 
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células activadas y células T regulatorias dentro de la población CD4+CD25+ de las PPs. 

De esta manera, demostramos que los aumentos detectados en las células CD4+CD25+ 

se deben a aumentos tanto en la población CD4+CD25+Foxp3+ (fenotipo regulatorio) 

como en la población CD4+CD25+Foxp3- (fenotipo activado). Sin embargo, la cinética 

seguida por estos dos tipos celulares es distinta. Las células CD4+CD25+Foxp3+ 

muestran un aumento progresivo a lo largo de la primera semana de infección, tanto 

en el porcentaje como en el número absoluto. En cambio, el porcentaje de células 

CD4+CD25+Foxp3- sólo muestra un aumento significativo al día 2 de infección, 

mientras que el número absoluto es máximo en ese día y luego decrece, aunque 

continúa significativamente aumentado con respecto a los animales no infectados. 

Podría pensarse que esta disminución de células CD4+CD25+Foxp3- está causada por una 

disminución en la expresión de CD25 en las células CD4+ activadas. Se ha descripto en 

numerosos trabajos que la expresión de CD25 durante la activación celular es transiente273-

276. Por ejemplo, en células CD4+ transgénicas para un TCR que reconoce OVA y 

transferidas a un ratón normal, la estimulación antigénica in vivo induce aumentos en la 

expresión de CD25 en el 90% de las células a las 24 hs mientras que a las 48 hs la 

expresión de CD25 retorna a los valores basales273,274. Sin embargo, resulta difícil que esto 

suceda en nuestro modelo experimental ya que el virus continúa infectando y el Sag se 

debería seguir presentando a las células CD4+ vírgenes que llegan a las PPs. Por otro lado, 

la disminución de células CD4+CD25+Foxp3- puede estar directamente asociada al 

aumento de células CD4+CD25+Foxp3+ con fenotipo regulatorio, las cuales podrían estar 

regulando negativamente la activación inducida por el MMTV. 

Hemos observado que en las PPs de crías BALB/c normales, en ausencia de 

cualquier tipo de infección, alrededor de un 70% de las células CD4+CD25+ son Foxp3+, lo 

que indica que la mayoría de las células CD4+CD25+ tienen un fenotipo regulatorio. Esto 

es similar a lo reportado en la bibliografía, en la cual se considera que las células 

CD4+CD25+ presentes en un individuo normal son células regulatorias297. El porcentaje de 

células Foxp3+ dentro de la población CD4+CD25+ de las PPs (70%) es más bajo que el 

encontrado en ganglios linfáticos adultos (83%)295, quizás debido al constante contacto con 

antígenos que existe en las PPs36,405, que conduciría a una mayor presencia de células 

activadas (CD4+CD25+Foxp3-) en comparación a otros órganos. Como hemos señalado, la 

proporción de células Foxp3+ y Foxp3- dentro del total de células CD4+CD25+ varía 
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durante los primeros días de infección con MMTV. Al día 2 el 52% de las células 

CD4+CD25+ son Foxp3-. Al día 6 de amamantamiento el porcentaje de células 

CD4+CD25+ que expresan Foxp3 es de 84%, superando al valor observado en ausencia de 

infección (día 0). Por lo tanto, al final de la primera semana de infección con MMTV 

la proporción de células con fenotipo regulatorio se encuentra aumentada.  

Los ensayos de incorporación de ioduro de propidio realizados permitieron 

determinar que el MMTV induce la proliferación de las células CD4+CD25+ de las PPs 

desde el segundo día de infección al menos hasta el día 18. El máximo de proliferación se 

observa al día 6. Aunque estos experimentos no permiten saber si las células CD4+CD25+ 

que se encuentran proliferando expresan Foxp3, el pico de proliferación ocurre cuando la 

mayoría de las células CD4+CD25+ son Foxp3+ y el porcentaje de células 

CD4+CD25+Foxp3- en las PPs presenta valores basales. Generalmente se considera que las 

células CD4+CD25+ regulatorias naturales son anérgicas411, aunque existe creciente 

evidencia de que estas células sí son capaces de proliferar ante un estímulo adecuado. En 

particular, varios grupos han demostrado que el encuentro in vivo con un antígeno 

reconocido específicamente por su TCR o con un aloantígeno induce la proliferación de las 

Tregs292,313,314. Además, se ha determinado que las Tregs son capaces de proliferar in vitro 

cuando son incubadas con DCs y antígeno o DCs y anti-CD3, especialmente en presencia 

de IL-2 exógena240,242,243. Por último, Caramahlo y colaboradores demostraron que las 

células CD4+CD25+ expresan TLR4 y proliferan en respuesta al LPS136, y dos trabajos 

recientemente publicados muestran que la proliferación de las células CD4+CD25+ 

regulatorias puede ser estimulada in vitro e in vivo mediante una combinación de ligandos 

del TLR2 y estimulación del TCR246,247. 

La especificidad antigénica de las Tregs es otro de los puntos controversiales en el 

estudio de estas células. El modelo del MMTV permite abordar este tema de una manera 

simple gracias a la expresión del Sag viral durante la infección. Aun cuando existen 

diferencias entre los superantígenos y los antígenos convencionales412, el estudio de la 

expresión de un segmento Vβ específico para el Sag del MMTV(LA) en las células 

CD4+CD25+ de las PPs nos permitió evaluar la especificidad de las mismas para reconocer 

antígenos extraños. La respuesta al superantígeno viral se produce en forma temprana en la 

infección y se detecta como un aumento en el porcentaje de clones T Vβ específicos 
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reactivos al mismo en las PPs20. Primero determinamos que el aumento en el porcentaje de 

células Vβ6+ también es detectable dentro de la población CD4+CD25+, y que este 

aumento es significativamente mayor que el observado en la población CD4+ total. Por 

otro lado, el MMTV induce aumentos en el porcentaje y número absoluto de las células 

Vβ6+CD25+ durante el período estudiado (primera semana de infección). El porcentaje de 

células Vβ10+CD25+ (no respondedoras al Sag viral) sólo muestra un leve pero 

significativo aumento al día 2 (probablemente debido a un estado de activación no 

específica en las PPs), volviendo a los valores basales al día 6. Estos resultados sugieren 

que el aumento de células CD25+ puede detectarse principalmente dentro de una 

subpoblación de células que responden al Sag del MMTV. El Sag del MMTV(LA) no sólo 

es reconocido por los segmentos Vβ6 sino también por Vβ9, Vβ7, Vβ8.1413. Esto permite 

suponer que el porcentaje de células con especificidad dentro de la población CD4+CD25+ 

podría ser mayor, aunque hasta el momento no hemos determinado la especificidad 

superantigénica de las células CD4+CD25+Vβ6-Vβ10-. Tampoco se puede descartar que 

dentro de la población CD4+CD25+ haya células con especificidad para otros antígenos del 

MMTV, como por ejemplo la proteína Env.   

Dado que las células Vβ6+ están siendo directamente estimuladas por el 

superantígeno y que CD25 es también un marcador de activación linfocitaria, estudiamos 

la expresión de Foxp3 en las células Vβ6+CD25+, para definir si el gran aumento en el 

porcentaje de estas células observado a partir del segundo día de infección se debe a un 

aumento en las células activadas (Foxp3-), en las células regulatorias (Foxp3+) o en ambas. 

Determinamos que el incremento de células Vβ6+CD25+ en las PPs ocurre por aumentos 

simultáneos en las subpoblaciones Vβ6+CD25+Foxp3+ y Vβ6+CD25+Foxp3-. Esto indica 

que la población celular que reconoce específicamente al superantígeno viral no sólo 

contiene células activadas sino también células con fenotipo regulatorio, aun en 

estadíos muy tempranos de la infección. La cinética seguida por ambas 

subpoblaciones durante la primera semana de infección es similar a la observada 

para las subpoblaciones CD4+CD25+Foxp3+ y CD4+CD25+Foxp3-. Así, al analizar la 

composición de la población Vβ6+CD25+ en cuanto a la expresión de Foxp3, encontramos 

que al segundo día de infección sólo un 29% de las células son Foxp3+ y un 71% son 

Foxp3-, indicando que la activación al día 2 es muy alta cuando se analiza dentro de la 
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población antígeno específica. Luego, al día 6, el porcentaje de células Vβ6+CD25+ con 

fenotipo regulatorio (Foxp3+) alcanza un 84%. Al igual que lo observado en las células 

CD4+, el aumento en la expresión de CD25 durante la activación de las células Sag-

específicas parece ser transiente. La expresión temprana y temporal de CD25 durante la 

activación por un superantígeno in vivo ha sido reportada previamente por Maxwell y 

colaboradores, en un modelo de inoculación de SEA, un superantígeno de origen 

bacteriano276.  

Por otra parte, pudimos determinar que la infección con MMTV también 

produce aumentos en la subpoblación Vββββ6+CD25-Foxp3+. Se ha demostrado 

recientemente que existe en la periferia una población CD4+CD25-Foxp3+ de origen tímico 

que funciona como reservorio de células Treg, capaz de generar células 

CD4+CD25+Foxp3+ por expansión homeostática o ante un estímulo antigénico372. Aunque 

en un principio se consideraba que sólo las células CD4+CD25+ expresaban Foxp3 

mientras que en otras subpoblaciones T la expresión no era detectable, un creciente número 

de trabajos demuestra que una fracción de la población CD4+CD45RBlowCD25- en el ratón 

normal naïve tienen una expresión intermedia de Foxp3 y muestran actividad regulatoria in 

vitro e in vivo
289,292,293,295,414. Se determinó además que la expresión de Foxp3 correlaciona 

con la actividad supresora de las células, independientemente de la expresión de CD25295. 

Esto sugiere que la subpoblación Vββββ6+CD25-Foxp3+ de las PPs podría participar 

también en el aumento de células con fenotipo regulatorio dentro de la población 

celular respondedora al Sag viral durante la infección con MMTV. 

 Nuestros resultados muestran que, en conjunto, los aumentos de las 

subpoblaciones CD25+Foxp3+ y CD25-Foxp3+ dentro de la población Vββββ6+ producen 

un progresivo aumento en el porcentaje de células Vββββ6+ que expresan Foxp3. El 

porcentaje de células reactivas al Sag que expresan Foxp3 llega a ser mayor al 30% al día 

15 de infección. Esto es muy significativo teniendo en cuenta que el valor basal del 

porcentaje de células Foxp3+ dentro de la población Vβ6 o dentro de cualquier población 

CD4+ en las PPs es alrededor de un 8%. Papiernik y colaboradores415 mostraron que 

durante la infección con la variante viral MMTV(SW), cuyo Sag también es reconocido 

por Vβ6, el efecto de deleción de los clones reactivos al Sag se observa en las células 

CD4+Vβ6+CD25- mientras que el número de células CD4+Vβ6+CD25+ se mantiene 
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constante, aun al final del proceso de deleción. Esta población expresa IL-10 e IL-4, y los 

autores sugieren que la permanencia de estas células jugaría un rol en el control de la 

infección viral y la inducción de tolerancia a través del reconocimiento del Sag viral y la 

producción de IL-10415. Aunque en dicho trabajo no se mide la expresión de Foxp3, los 

resultados están de acuerdo con nuestras observaciones de que el porcentaje de células con 

fenotipo regulatorio aumenta progresivamente dentro de la población Sag-específica de las 

PPs.  

La purificación de las células CD4+CD25+ de las PPs de crías infectadas con 

MMTV nos permitió evaluar la capacidad supresora de estas células, confirmando que no 

sólo expresan marcadores típicos sino que también tienen función de células regulatorias. 

Determinamos que al día 6 de infección con MMTV la población de células 

CD4+CD25+ de las PPs posee actividad inmunosupresora en un cultivo mixto 

linfocitario. Para estos experimentos se purificaron células CD4+CD25+ de PPs luego de 6 

días de infección, ya que previamente habíamos determinado que en este punto la mayoría 

de las células CD4+CD25+ son Foxp3+. A pesar de que a este día las células CD4+CD25+ 

se encuentran proliferando, esto no parece afectar a su capacidad supresora. Varios trabajos 

han demostrado que ante el estímulo con un antígeno o con LPS las células Treg pueden 

proliferar y expandirse sin perder sus funciones regulatorias136,313,314,348. Sin embargo en 

ciertas condiciones, como en presencia de DCs maduras o ciertos ligandos de 

TLR2242,246,247, la proliferación de las Tregs se asocia con una disminución temporal en su 

capacidad inmunorregulatoria, aunque esto no parece suceder durante la infección natural 

con MMTV.  

La actividad inmunosupresora de las células CD4+CD25+ purificadas de 

ratones infectados con MMTV es mayor que la observada en células CD4+CD25+ de 

animales no infectados de la misma edad. Esto sugiere que la capacidad supresora de 

las Tregs de las PPs aumenta cuando son estimuladas por el virus. Debe notarse que 

las células de bazo de ratones AKR, utilizadas en el cultivo mixto alogeneico como células 

presentadoras, expresan, entre otros aloantígenos, el Mls-1a (Mtv-7, Sag endógeno), que 

estimula a células Vβ6+; por otro lado, un importante porcentaje de las células CD25+ 

purificadas de las PPs son Vβ6+. Nishimura y colaboradores292 han demostrado que células 

Treg sensibilizadas in vivo por un transplante alogeneico muestran una mayor capacidad 



Discusión 

 126 

supresora en un cultivo mixto alogeneico cuando las células estimuladoras del cultivo y el 

transplante que estimuló a las Tregs son de la misma cepa de ratón; es decir, las Tregs 

muestran una supresión aloantígeno específica. En un comienzo, los estudios in vitro 

postulaban que las Tregs requerían una activación a través de su TCR para ejercer su 

actividad supresora pero que, una vez activadas, las Tregs eran capaces de suprimir células 

T con otras especificidades326. En la actualidad existe evidencia de que la especificidad 

antigénica de las Tregs tiene influencia sobre la acción de estas células, sobre todo en 

modelos de autoinmunidad, en los cuales se mostró que las Tregs órgano-específicas son 

más protectoras que las Tregs policlonales349. En cuanto la especificidad de las Tregs para 

antígenos exógenos, se ha reportado recientemente que durante la infección crónica de 

ratones con Leishmania major, se produce una acumulación de Tregs que expresan un 

TCR que reconoce específicamente a Leishmania en el sitio de la infección348. Estas Tregs 

poseen funciones supresoras tanto en ensayos de estimulación policlonal como antígeno-

específica de células CD4+CD25-. Aunque las células CD4+CD25+ purificadas de las PPs 

de ratones infectados con MMTV no son homogéneas en cuanto a su TCR, una importante 

proporción de las mismas es específica para el Sag del MMTV, lo cual permite evaluar al 

menos parcialmente la importancia de la especificidad de las Tregs. En la actualidad 

estamos investigando la capacidad supresora células CD4+CD25+ de las PPs de ratones 

neonatos infectados con MMTV(LA) mediante la realización de cultivos mixtos en los 

cuales utilizamos células presentadoras de otras cepas de ratón que no presenten el Mls-1a 

(Mtv-7).  

Los experimentos realizados permiten concluir que a medida que avanza la 

infección con MMTV se produce un aumento progresivo de células CD4+ con fenotipo y 

funciones regulatorias. Estas células podrían ser células regulatorias CD4+CD25+ naturales, 

originadas en el timo. En tal caso, su incremento en las PPs podría producirse por un 

aumento en el tráfico de estas células a las PPs, atraídas por una o más quemoquinas 

expresadas durante la infección. Otro posible mecanismo, no excluyente con el anterior, 

sería que el aumento de estas células CD4+CD25+ ocurriera por estimulación de la 

proliferación inducida por el MMTV. Por otro lado, no podemos descartar que al menos 

una parte de la población CD4+CD25+ que se acumula en las PPs durante la infección 

corresponda a células regulatorias inducidas in situ. La generación de células Foxp3+ en la 

periferia a partir de células Foxp3- es un tema que aun no ha sido confirmado por 
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completo, aunque existen algunos reportes de que esto podría ocurrir. La conversión de 

células Foxp3- en células Foxp3+ ha sido descripta principalmente en humanos, aunque la 

posibilidad de contaminación de los cultivos con unas pocas células regulatorias dificulta 

la interpretación de los ensayos291,300. Algunos autores no observaron conversión de células 

naïve a células Treg FOXP3+ in vitro
293 y otros mostraron que sólo un pequeño grupo de 

células humanas CD4+ y CD8+ aumentan en forma transiente la expresión de FOXP3, sin 

adquirir fenotipo o función de células regulatorias301. En el ratón, se ha reportado que 

existe expresión de Foxp3 de novo y transiente en células T altamente activadas que han 

sido estimuladas in vivo por DCs que presentan un antígeno exógeno, mientras que sólo 

bajos niveles de antígeno en ausencia de señales proinflamatorias resulta en el desarrollo 

de células Treg de novo
244. 

Con el objeto de investigar el rol del TLR4 en el aumento de células Treg inducido 

por el MMTV, comparamos en primer lugar la expresión de Foxp3 en PPs de crías salvajes 

o deficientes en TLR4. Determinamos por RT-PCR que la expresión de Foxp3 en las PPs 

de crías infectadas es menor en ratones de la cepa C.C3H Tlr4
Lps-d que en los ratones 

control BALB/c. Luego mostramos que el incremento en el porcentaje de células 

Vββββ6+CD25+Foxp3+ es significativamente menor en las crías C.C3H Tlr4
Lps-d que en las 

crías BALB/c, tanto al día 2 como al día 6 de infección. También es significativamente 

menor el aumento de células Vββββ6+CD25+Foxp3-. Estos resultados sugieren que el 

TLR4 está involucrado en el aumento de células Treg y en el aumento de células 

activadas. 

La participación del TLR4 en el aumento de células con fenotipo regulatorio 

CD25+Foxp3+ específicas para el Sag inducido por el MMTV podría ocurrir en distintos 

niveles. Por un lado, el MMTV podría interactuar con el TLR4 expresado por las células 

CD4+CD25+ induciendo su proliferación. Estudios in vitro han demostrado que las células 

CD4+CD25+ proliferan en respuesta al LPS, en forma dependiente del TLR4136. Sin 

embargo, este no podría ser el único mecanismo involucrado, ya que, como hemos 

señalado, un porcentaje importante de estas células regulatorias muestran especificidad 

superantigénica. Además, podría ocurrir que el aumento de células regulatorias dependa 

del grado de activación inducido por el MMTV. De ser así, el menor número de Tregs en 

los ratones deficientes en TLR4 podría deberse al menor incremento de células activadas 
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que observamos en estos animales. Como se señaló anteriormente, también hemos 

demostrado que la ausencia de un TLR4 funcional afecta al incremento de DCs en las PPs 

inducido por el MMTV. Dada la importancia de las DCs en la expansión de células 

efectoras y regulatorias138,183, el menor número de DCs en las PPs de ratones mutantes para 

el TLR4 también puede estar involucrado en el menor aumento de células 

Vβ6+CD25+Foxp3- y Vβ6+CD25+Foxp3+. Aunque el aumento en el porcentaje de células 

regulatorias inducido por el MMTV es menor en los ratones C.C3H Tlr4
Lps-d, no hemos 

determinado si la función supresora de estas células también se ve afectada en estos 

animales. A causa de la expresión de un TLR4 no funcional, probablemente la activación 

de las DCs de los ratones C.C3H Tlr4
Lps-d inducida por el virus sea menor y esto podría 

afectar a la función regulatoria de las Tregs. En este sentido, se ha demostrado que las DCs 

maduras, y no las inmaduras, aumentan eficientemente la proliferación de las células 

CD4+CD25+ regulatorias240,242,243, aunque en algunos casos dicha proliferación se asocia 

con una pérdida de la capacidad regulatoria de las Tregs, al menos temporalmente242,245. La 

función regulatoria de las células CD4+CD25+ de los ratones C.C3H Tlr4
Lps-d será objeto de 

estudio en una próxima etapa. 

Estudios recientes indican que las células Treg pueden ser activadas y expandidas 

in vivo por virus, bacterias, hongos y parásitos416. Se han postulado diversas funciones de 

las células CD4+CD25+ regulatorias durante una infección. En algunos casos se considera 

que el aumento de células regulatorias en un proceso infeccioso sería beneficioso para el 

huésped, mientras que en otros casos sería una ventaja para el patógeno416-419. Estos roles 

contradictorios de las Tregs no son mutuamente excluyentes sino que pueden ocurrir 

simultáneamente. Se ha demostrado que la acción de las células Treg puede ser favorable 

para el huésped, ya que estas células son capaces de disminuir una respuesta 

inmunopatológica, disminuyendo el grado de inflamación y daño tisular colateral420-423. 

Belkaid y colaboradores mostraron que la presencia de Tregs también puede aumentar la 

capacidad de generar de memoria inmunológica269. Por otro lado, estas mismas células 

pueden ser inducidas por ciertos patógenos para subvertir la respuesta inmune del 

hospedador, inhibiendo las respuestas T CD4+ y CD8+ contra ellos y favoreciendo la 

persistencia de los mismos237,421,422,424,425. En el caso particular del MMTV, las células 

CD4+CD25+Foxp3+ podrían estar actuando de varias formas. Al igual que lo observado en 

otras infecciones virales426, las células Treg podrían suprimir o controlar la respuesta 
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antiviral. Durante la realización del presente trabajo, un artículo publicado por Jude y 

colaboradores mostró que la respuesta CD8+ citotóxica puede eliminar a la variante viral 

MMTV(C3H) sólo en ratones C3H/HeJ, pero no en ratones C3H/HeN, sugiriendo que en 

presencia de un TLR4 funcional esta variante de MMTV es capaz de evadir o suprimir la 

respuesta antiviral427. En experimentos in vitro, los autores también determinaron que la 

interacción del MMTV(C3H) con el TLR4 de DCs o macrófagos induce la secreción de 

IL-10 en células B y sugirieron que el MMTV utiliza este mecanismo para subvertir a la 

respuesta inmune adaptativa en los ratones C3H/HeN427. La presencia de células Treg en 

las PPs al comienzo de la infección podría cumplir un rol similar, favoreciendo así la 

propagación del virus. Por otro lado, las Tregs podrían afectar negativamente al MMTV. 

Teniendo en cuenta la importancia de la respuesta al Sag viral para el establecimiento de la 

infección, existe la posibilidad de que las Tregs estén controlando la capacidad 

proliferativa de las células respondedoras al Sag, impidiendo que su expansión sea máxima 

y retrasando la propagación del MMTV a otros tejidos. También se ha demostrado que las 

células CD4+CD25+ regulatorias pueden inhibir la proliferación de las células B328, la cual 

es necesaria para que ocurra la amplificación del reservorio viral21,29. Por último, las Tregs 

inducidas durante la infección con MMTV podrían beneficiar al huésped impidiendo el 

daño tisular que podría causar la exacerbada respuesta que se produce en las PPs. La 

realización de experimentos de depleción de células CD25+ in vivo será de gran utilidad 

para determinar las funciones de estas células durante la infección con MMTV.  

Debido a los amplios efectos que puede causar la activación inducida a través del 

TLR4, la interacción entre la proteína Env y este receptor le permite al MMTV ejercer una 

importante influencia sobre el sistema inmune del hospedador. A lo largo de este trabajo 

hemos demostrado que diversos eventos ocurridos durante las primeras etapas de la 

infección con MMTV dependen de la presencia de un TLR4 funcional. Algunos de estos 

eventos, como por ejemplo el aumento de CD71 en las DCs, parecen favorecer claramente 

el establecimiento de la infección, mientras que otros, como el aumento de células 

regulatorias, podrían ser ventajosos o desventajosos para el virus. Cada uno de estos 

eventos no ocurre en forma aislada, sino que suceden simultáneamente; la combinación de 

los mismos determinará en última instancia cómo la presencia del TLR4 afecta al resultado 

de la infección. La medición directa de los niveles de infección en ratones C3H/HeN y 

C3H/HeJ amamantados con hembras infectadas con MMTV(LA) nos permitió 
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determinar que la falta de un TLR4 funcional conduce a una menor eficiencia de 

infección del MMTV. Este experimento confirma los resultados obtenidos al comienzo 

del trabajo utilizando el modelo de animales adultos tolerizados con el ligando del TLR4 

LPS, los cuales mostraban menores niveles de infección que los ratones no tolerizados 

luego de la inoculación subcutánea del MMTV(LA).  

 

 

El conjunto de los resultados obtenidos a lo largo este trabajo muestra que la 

infección con MMTV produce alteraciones importantes en el sistema inmune innato y 

adaptativo del huésped. El virus es capaz de activar in vitro a las DCs en forma 

dependiente del TLR4 y en menor medida del TLR2. En el sitio de entrada del virus –

las placas de Peyer- se observa un incremento de DCs, aumentos en la expresión del 

receptor de entrada del MMTV en dichas células y un aumento progresivo en el 

número de células T con fenotipo regulatorio. Estas alteraciones, sumadas a la 

respuesta de activación T frente al Sag, son dependientes del TLR4. La presencia de 

un TLR4 funcional correlaciona con importantes aumentos en los niveles de 

integración viral. Demostramos así que la interacción del MMTV con el TLR4 forma 

parte de la estrategia de este retrovirus para aumentar la eficiencia de la infección.  
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1. Utilizando un modelo de infección por MMTV en ratones adultos tolerizados con 

ligandos de TLR4 o TLR2 se determinó que una de estas moléculas o ambas participan 

en importantes eventos de las primeras etapas de infección por MMTV: activación 

temprana de células B, reclutamiento de células B vírgenes e integración viral. 

2. El MMTV es capaz de inducir la activación de las BMDCs, medida por el aumento en 

la expresión de moléculas coestimulatorias y en la producción de citoquinas y 

quemoquinas. La activación de las BMDCs es independiente de la expresión de genes 

virales. Los efectos del virus sobre las BMDCs no son específicos de una variante viral 

en particular, ni dependen de la cepa murina de la que se obtuvieron las células. 

3. Los experimentos de tolerización de BMDCs con LPS y la utilización de BMDCs que 

expresan un TLR4 no funcional demuestran que el TLR4 cumple un rol fundamental 

en la activación de BMDCs inducida por el MMTV.  

4. El TLR2 también está involucrado en la activación de las BMDCs inducida por el 

virus, aunque en menor medida que el TLR4. 

5. El MMTV es capaz de inducir en las BMDCs un aumento en la expresión de su 

receptor de entrada a la célula –el CD71– y este efecto se ve significativamente 

disminuido en ausencia de un TLR4 funcional.  

6. La infección con MMTV a través del amamantamiento induce aumentos en el 

porcentaje de células CD11c+ y en los niveles de expresión del receptor de entrada del 

MMTV en estas células en las PPs . Estos efectos no se observan en ratones carentes de 

un TLR4 funcional.  

7. Durante la primera semana de infección con MMTV a través del amamantamiento se 

produce en las PPs un incremento en el porcentaje y número absoluto de células 

CD4+CD25+. Estas células muestran un aumento en la expresión de CTLA-4, 

CD45RBlow e IL-10, como así también en la tasa de proliferación celular. La población 

CD4+CD25+ está compuesta por células que presentan un fenotipo de activación 

(CD4+CD25+Foxp3-) o un fenotipo de célula regulatoria (CD4+CD25+Foxp3+). La 

proporción de estas dos subpoblaciones varía con el tiempo de infección: el número y 

el porcentaje de células activadas hacen un pico al día 2 y bajan drásticamente a partir 
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del día 3, mientras que las células con fenotipo regulatorio aumentan progresivamente 

desde el segundo día de infección hasta, al menos, el día 6. 

8. Una parte importante de las células CD4+CD25+ inducidas por el MMTV poseen 

especificidad superantigénica. Dicha especificidad se observa tanto en las células 

CD25+ activadas como en aquéllas con fenotipo regulatorio. A medida que avanza la 

infección aumenta progresivamente el porcentaje de células respondedoras al Sag con 

fenotipo regulatorio. 

9. Demostramos que las células CD4+CD25+ de las PPs de ratones infectados durante 6 

días con MMTV poseen actividad inmunosupresora. Esta actividad es mayor que la 

observada en células CD4+CD25+ de animales no infectados de la misma edad.  

10. Tanto la respuesta de activación T frente al Sag como los aumentos de células 

regulatorias con especificidad superantigénica se encuentran disminuidos en ausencia 

de un TLR4 funcional 

11. Los niveles de infección alcanzados in vivo por el MMTV son mayores en los ratones 

que expresan un TLR4 funcional. 
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