UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

Rol de Receptores de Tipo Toll en la infeccion
con el Virus del Tumor Mamario Murino

Tesis presentada para optar al titulo de

Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el drea de Ciencias Bioldgicas

Licenciada Dalia Burzyn

Director de Tesis: Dra. Isabel Piazzon
Director asistente: Dra. Irene Nepomnaschy

Consejero de Estudios: Dr. Eduardo Arzt

Lugar de trabajo: Division Medicina Experimental, Instituto de
Investigaciones Hematologicas, Academia Nacional de
Medicina

Buenos Aires, 2006



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

Mamario Murino

El Virus del Tumor Mamario Murino (MMTYV) es un retrovirus transmitido durante la
lactancia que utiliza al sistema inmune del huésped para establecer la infeccién. La accién del
superantigeno viral sobre las células T cumple un papel importante en la relacién 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 infeccién por MMTYV 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 infeccién por MMTV: activacién temprana de células B,
reclutamiento de células B virgenes e integracion viral.

Demostramos ademds que el MMTYV induce la activacién de células dendriticas (DCs) in
vitro, en forma dependiente de TLR4 y TLR2. La infeccion 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 expresion del receptor de entrada del MMTYV en estas
DCs, siendo ambos eventos dependientes de TLR4.

Determinamos que la infeccién por amamantamiento también produce en las PPs un
incremento en el porcentaje y nimero absoluto de células CD4"CD25", una parte importante de las
cuales posee especificidad superantigénica. Demostramos que esta poblacion CD4"CD25" estd
compuesta por células que presentan un fenotipo de activacion (CD4"CD25"Foxp3’) o un fenotipo
de célula regulatoria (CD4"CD25 Foxp3™) con capacidad inmunosupresora y que la proporcion de
estas dos subpoblaciones varia con el tiempo de infecciéon. En ausencia de un TLR4 funcional los
aumentos de ambas subpoblaciones son menores.

Finalmente, estudiamos los niveles de integracion viral en ratones deficientes para TLR4 y
determinamos que el nivel de infeccidn alcanzado por el MMTYV en estos animales es menor que en
los ratones salvajes.

En conjunto, estos resultados indican que el TLR4 juega un rol critico durante la infeccién

del MMTV.

Palabras clave: Receptores de Tipo Toll; Virus del Tumor Mamario Murino; células dendriticas;

células T regulatorias; infeccion 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. MMTYV 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 MMTYV 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, naive B cell homing and viral integration.

We then showed that MMTYV induces dendritic cell (DC) activation in vitro, by TLR4- and
TLR2-dependent mechanisms. In vivo MMTYV 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 MMTYV cell entry receptor in these cells. Both events are dependent on the presence of a
functional TLR4.

We determined that in vivo MMTYV 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.

Key words: Toll-like receptors; Mouse Mammary Tumor Virus; dendritic cells; regulatory T cells;

retroviral infection



Abreviaturas

DC: célula dendritica

AT-2: 2,2 -ditiopiridina

BMDC: célula dendritica derivada de médula 6sea

BSA: seroalbimina bovina

CFSE: 5, 6 carboxifluorescein diacetato succinimidil éster
CPA: célula presentadora de antigeno

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte antigen-4

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

GITR: glucocorticoid-induced TNF receptor family-related gene
GM-CSF: factor de crecimiento de colonias de granulocitos y macréfagos de ratén
GPI: glicosil-fosfatidil-inositol

IFM: intensidad de fluorescencia media

LPS: lipopolisacédrido

LTR: long terminal repeat

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

MMTYV: virus del tumor mamario murino

PBS: buffer fosfato

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PGN: péptidoglicano

PP: placa de Peyer

RPA: ensayo de protecciéon de RNAsa

RT-PCR: transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa
Sag: superantigeno

SBEF: suero bovino fetal

TCR: receptor de la célula T

Th: célula T helper

TNF-a.: factor de necrosis tumoral alfa

TLR: receptor de tipo Toll

Treg: célula T CD4"CD25"Foxp3* regulatoria

TVLB: Type B leukemogenic virus

VB: segmento V de la cadena 3 del TCR
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Introduccion

Virus del Tumor Mamario Murino

A finales del siglo XIX se sabia que ciertas cepas de ratones endocriadas
desarrollaban cancer de mama. En 1936 Bittner' demostrd 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 (MMTYV).

El MMTYV es un retrovirus de tipo B que induce adenocarcinomas mamarios en el
raton por mutagénesis insercional, al integrarse cerca o dentro de oncogenes celulares en
las células del epitelio mamario®. Las particulas de MMTV se encuentran en la leche
materna y son transmitidas a las crias a través del amamantamiento. Si bien su 6rgano
blanco final es la glandula mamaria, el primer blanco de la infeccién del MMTYV son las
células del sistema inmune. Como se explicard mds adelante, en estas células -mediante la
expresion del superantigeno del virus- se produce un aumento en la carga viral que resulta
critico para que el ciclo de vida se complete en forma exitosa. Por otro lado, las células del

sistema inmune serian responsables del traslado del virus a la glandula mamaria.

Luego de que el MMTYV fue identificado como retrovirus, resultd claro que existia
un modo adicional de transmisién que consistia en retrovirus endégenos integrados en la
linea germinal’. Ademds de las variantes virales exdgenas del MMTYV, existen numerosos
provirus endégenos denominados Mtv, los cuales estdn integrados permanentemente al
genoma del raton y son transmitidos en forma vertical a la descendencia. Se cree que los
Mtv se originaron por infecciones ancestrales en células de la linea germinal. Se han
descripto al menos 10 variantes de MMTV exdégenos y mas de 30 variantes endégenas.
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 mayoria de los virus
enddgenos no producen particulas virales debido a la presencia de mutaciones en sus genes
regulatorios o estructurales, aunque si pueden expresar algin/os de sus genes’. Unos pocos
Mtv enddgenos son productivos y causan tumores mamarios®. A diferencia de los MMTV
exogenos, los Mtv endégenos productivos no pueden ser eliminados por amamantamiento

de las crias 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 virién, asociado a proteinas y cubierto por una capside proteica. Una

membrana lipidica que contiene proteinas virales recubre a la particula’.

Los MMTV exdgenos 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 proteinas de la capside derivadas del gen gag y al ARN de

. Lys . . ey,
transferencia tRNA™", el cual es utilizado como primer para la retrotranscripcion.

El genoma viral se esquematiza en la Figura A. El gen gag codifica para una
poliproteina precursora de las proteinas internas estructurales. La proteina Gag es clivada
para dar lugar a las proteinas de la capside MA, CA y NC, ademads de otros productos del
clivaje con funcién desconocida. MA (membrane-associated) forma la capa més externa de
la cédpside e interactia con la bicapa lipidica y proteinas que forman la envoltura. CA
(capsid) forma una capa o cdpside que rodea al complejo ribonucleoproteico que contiene
al genoma. La cdpside mas los componentes que ésta encierra se conocen como core. NC

(nucleocapsid) es una proteina bésica pequefia fuertemente unida al ARN genémico’.

U3 RUS U3 RUS

ADN I I
proviral

| gag

pro eny
pol | sag

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

proteoliticamente a las poliproteinas virales’.

El gen pol codifica para las enzimas transcriptasa reversa (con actividades de ADN
polimerasa y ARNasa H) e integrasa, que cataliza la insercion del ADN viral recientemente

sintetizado en el genoma de la célula huéspedg.

El gen env codifica para un precursor que da lugar a las proteinas de la envoltura
SU (surface) y TM (transmembrane). SU (gp52) y TM (gp36) permanecen unidas luego
del corte proteolitico y ambas estdn glicosiladas. La proteina Env es el determinante
primario del tipo de célula que un retrovirus puede infectar, ya que es la que reconoce a la
proteina de la superficie celular que es el receptor viral. La interaccion entre las proteinas

Env y los receptores virales conducen a la fusién de las membranas virales y celulares’.

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 tnica proxima al extremo 3~ del ARN gendémico; U5, derivado
de una secuencia unica préxima al extremo 5° del ARN; y R, derivado de una secuencia
repetida en ambos extremos del ARN. Los LTRs se generan durante la retrotranscripcion,
cuando la TR “salta” de un extremo a otro del templado. El sitio de iniciacién de la
transcripcion se encuentra en el limite entre U3 y R; el sitio de poliadenilacion se
encuentra entre R y US; U3 contiene la mayoria de los elementos de control transcripcional
del provirus, incluyendo al promotor y secuencias “enhancers” que responden a proteinas
celulares. El proceso de retrotranscripcion ubica a todas estas secuencias en el lugar

apropiado del ADN viral’.

Tanto los MMTYV exdgenos como los Mtv endgenos poseen en el LTR 37 un gen

que codifica para la proteina superantigeno (Salg)lo’11

. El gen sag se encuentra en los
MMTYV enddgenos y exdgenos pero no en otros retrovirus. El Sag es una glicoproteina de
transmembrana de tipo II, que cumple un rol fundamental en el ciclo del MMTV, como se

explicard mas adelante.
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Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacién del MMTYV puede dividirse en dos fases. En la primera se
producen los siguientes eventos: la unién del viridon a su receptor celular, la entrada del
core del virién al citoplasma, la sintesis de ADN doble cadena, la transferencia de la
estructura core-ADN al nucleo y la integracion del ADN al genoma. Estos pasos estidn
mediados por proteinas del virion y ocurren en ausencia de la expresion de genes virales.
En la segunda fase se produce la transcripcion del genoma viral completo. Parte de este
ARN da lugar a ARNs subgendmicos generados por splicing para la sintesis de proteinas
codificadas hacia el extremo 3°, como Env y Sag. La otra parte del ARN completo
producido por la transcripcion del ADN viral no sufre proceso de splicing para ser
utilizado como ARNm de gag, pro y pol o como genoma viral para la formacién de
viriones. El genoma viral se encapsida y se asocia con la membrana celular que contiene a
las proteinas codificadas por env. Los nuevos viriones salen de la célula por brotacidn,

rodedndose de la bicapa lipidica que forma la envoltura.

Superantigeno viral

Clasicamente, los antigenos reconocidos por los receptores off de las células T
(TCR af}) son pequenios péptidos unidos al surco de unién de las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC). La frecuencia de células T que reconocen dichos
antigenos es de 1/10* a 1/10°. Muchos de los aminodcidos del TCR que reconocen a estos
péptidos se encuentran en una regién polimorfica del receptor denominada tercera region
determinante de complementariedad (CDR3), formada durante el rearreglo de los

segmentos génicos V, Dy J.

Los superantigenos (Sags) son proteinas de origen bacteriano o viral que se unen a
los laterales del TCR y de la molécula MHC II, que son regiones mucho menos
polimorficas. A diferencia de los antigenos convencionales, los Sags forman complejos
con las moléculas MHC II, interaccionando por fuera del surco de unién al antigeno de las
mismas, y con regiones conservadas del segmento V de la cadena  del TCR (V). Cada
Sag puede interaccionar con uno o mds segmentos VP. Dado que existe un ntdmero

limitado de segmentos V[ (25 en el ratén), la frecuencia de células T que reconocen al Sag
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varfa 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 V[ especifico para ese Sag,

independientemente de la especificidad antigénica de cada TCR.

La estimulacién de las células T con un Sag induce una intensa proliferacién de los
clones reactivos al mismo, y una elevada produccién de citoquinas. Una continua
exposicion a un Sag in vivo conduce finalmente a la muerte de las células respondedoras,

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

El Sag del MMTYV es codificado por un gen localizado en el LTR 3~ del genoma
viral. Es una proteina transmembrana de tipo II que necesita un procesamiento proteolitico
para ser activada'’. Se ha demostrado que las distintas variantes de MMTV codifican para
diferentes Sags, los cuales presentan una gran variabilidad en su extremo

carboxiterminal'*!*"”

. Esta variabilidad determina la especificidad de reconocimiento por
la regién VP del TCR, de manera que cada variante viral estimula la proliferacién y

posterior delecién de distintas poblaciones de células T.

Los Mtv end6genos también poseen un gen sag, que generalmente es funcional y
genera una proteina equivalente a la de los MMTYV exdgenos, con gran variabilidad en su
extremo carboxiterminal. Se ha demostrado que todos los superantigenos enddgenos
denominados anteriormente Mls (Minor lymphocyte stimulating antigen) estan codificados
por Mtvs'®"’. Dado que los Mtvs endégenos estdn integrados en el genoma del ratén, los
Sags enddgenos son reconocidos como proteinas propias durante la seleccion timica,
induciendo la delecién de los clones T reactivos al mismo. Como consecuencia, cuando se
analiza el repertorio de segmentos VP presente en la poblacion de células T de la periferia,
se observa que cada cepa de ratones posee una diversidad de clones Vf especificos
particular que depende de qué Mtvs enddgenos posee esa cepa, careciendo de aquellos
clones que fueron delecionados en el timo. El rol del Sag viral en el ciclo de vida del

MMTYV se discutird en el siguiente punto.

Ciclo de vida del MMTV. Interaccion 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 MMTYV exdgeno contiene altos titulos de virus, el cual es transmitido a
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la descendencia durante la etapa de la lactancia. Las crias amamantadas por las hembras
infectadas adquieren el virus a través del intestino, mds precisamente a través de los tejidos
linfaticos asociados al mismo, las placas de Peyer (PPs)*’. La infeccién por esta ruta es
posible durante las dos primeras semanas de vida, antes de la acidificacién del estomago.
El virus entra a través de la region del domo que cubre las PPs e infecta las células B de las
PPs?!. Hasta el momento se desconoce si las células dendriticas (DCs) de las PPs también
son infectadas por el virus, aunque estudios realizados en un modelo de infeccién con
MMTYV en ratones adultos (por inyeccion subcutdnea del virus en la almohadilla plantar)
indican que las DCs del ganglio drenante de la inoculacién viral se infectan
tempranamente, a la par de las células B*. Recientemente se ha demostrado que el receptor
de transferrina tipo 1 (Tfrl), también llamado CD71, es la molécula utilizada por el
MMTV como receptor de entrada a la célula®. 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 dias se produce en las PPs una respuesta
proliferativa de los clones T VB especificos para el Sag viral”. La interaccién T-B ocurrida
durante la presentacion del Sag a las células T también induce la activacion y proliferacion
de las células B infectadas. De esta manera se produce una amplificacién del reservorio del
virus®*. Muchos dias después se comienzan a detectar células infectadas en otros 6rganos
linfoides. A lo largo de la vida del ratén se puede encontrar una pequefa fraccion de
células B, T CD4" y T CD8" infectadas con MMTV en todos los 6rganos linfoides y en
muchos 6rganos no linfoides. La infeccion de los linfocitos estd coordinada con el
desarrollo. Para el comienzo de la pubertad, el MMTYV ya se ha expandido exitosamente en
la poblacion linfocitaria y los linfocitos llevan al virus desde los compartimientos linfoides
al epitelio mamario en divisién®. La infeccién de la glandula mamaria se detecta a partir
de la pubertad. La prefiez, otra etapa de division celular de la glandula mamaria, también
amplifica la infeccién en el tejido mamario. Las células epiteliales mamarias infectadas
producen gran cantidad de viriones por estimulaciéon de elementos respondedores a
hormonas y elementos tejido-especificos contenidos en el LTR viral*®. El virus producido
en la glandula mamaria es secretado en la leche y de esta manera se completa el ciclo del

MMTV.
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Infeccidn de neonatos
por amamantamiento

Aumento de la transcripcion
viral por accion de
hormonas esteroideas

Infeccion de
linfocitos B (y DCs?)
en placas de Peyer

Expresion del Sag
y amplificacion
viral

Infeccion de glandula
mamaria

Induccion de tumores
de mama

Figura B. Ciclo del MMTV
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Muchos estudios han demostrado que el Sag juega un rol critico en el ciclo de vida
del MMTV?" . La ausencia de células reactivas al Sag (por ejemplo, por accién de un Sag
enddgeno que cause su delecion en el timo) conduce a la falta de respuesta al Sag del virus
exégeno y disminuye fuertemente la probabilidad de que la infeccion llegue a la glandula
mamaria. Luego de una a cinco generaciones el virus exdgeno se pierde en la cepa de ratén
que originalmente habia infectado™*’. 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 II°*!

Ademas de proteger al huésped de infecciones con virus exdgenos que expresen
Sags con reactividad cruzada, la presencia de los virus enddgenos generaria ventajas
selectivas para los MMTVs. Se ha demostrado que los virus MMTV infecciosos son
capaces de recombinar con provirus endégenos no productores de particulas virales, dando
lugar a la aparicién de nuevas variantes virales que pueden resultar mds patogénicas que
los virus parentales’>>*. La variante de MMTV utilizada a lo largo de este trabajo,
MMTV(LA), surgié en nuestro laboratorio de una recombinacién ocurrida entre la variante
exégena MMTV(BALB14) y el provirus endégeno Mtv-7>>. Hemos determinado que la
region 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: VB6, VB8.1, VB7 y VB9*™. El MMTV(LA) posee una mayor capacidad
tumorigénica que el virus parental, MMTV(BALB14)*.

Modelos para el estudio de la infeccion con MMTYV in vivo

La mayoria de los trabajos que estudian la interaccién del MMTYV con el sistema
inmune han sido realizados en un modelo experimental de infeccion en ratones adultos, en
el cual el virus es inoculado en forma subcutdnea en la almohadilla plantar del ratén y la
respuesta es estudiada en el ganglio drenante de la inoculacion, el ganglio popliteo. La
utilizacién de este modelo ha permitido grandes avances en el conocimiento del MMTYV,
aunque difiere de la infeccion natural en neonatos en algunos puntos importantes, como la
edad del huésped, la carga viral y las caracteristicas del tejido inmune que entra en

contacto con el virus por primera vez.
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Como se explicé anteriormente, en el ciclo natural del MMTYV las PPs constituyen
el sitio de entrada del virus al organismo. Las PPs son agregados linfoides macroscopicos
que se encuentran en la submucosa a lo largo del intestino, en el borde antimesentérico™.
Las PPs maduras consisten en grupos de tres o mas grandes foliculos de células B2, con
areas T interpuestas. Las dreas linfoides estdn separadas del lumen intestinal por una capa
unica de células epiteliales columnares, conocida como epitelio asociado al foliculo
(“follicle-associated epithelium” o FAE) y un drea més difusa inmediatamente por debajo

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

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;
ademds contiene grandes numeros de células B, T y dendriticas infiltradas. La principal
caracteristica 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 LToy[3, presente en las células

linfoides locales, principalmente células B

. Las células M unen patégenos invasivos
como Salmonella, Shigella, Yersinia y reovirus, y otros antigenos particulados®.
Golovkina y colaboradores han sugerido que la falta de células M inhibe la infeccién con

MMTV3,

El domo contiene una extensa red de DCs, la mayoria de las cuales son CD11b
CD8CD11c*. Esta claro que estas DCs juegan un rol importante en la inducciéon 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 antigeno administrado
en forma oral o contra un rotavirus enteropitico’’. Se cree que antigenos 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, via

e . fi 3
vasos linféticos, a los ganglios mesentéricos 3

Tumorigénesis inducida por MMTV

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

el resultado de efectos posicionales causados por la integracion viral préxima a proto-
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oncogenes. Especificamente la transformacion celular causada por el MMTV ha sido
atribuida a la insercion cerca o dentro de genes de la familia Wnt/FGF". Sin embargo,
evidencia genética sugiere que los productos de los genes virales gag y env también estan
involucrados en la tumorigénesis inducida por MMTV*:. Recientemente se ha demostrado
que la proteina Env del MMTYV posee un dominio ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif) y que la sefnalizacidon generada a través de este dominio es suficiente para

inducir la transformacién de células normales™.
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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 linea de defensa contra los patdgenos es el sistema
inmune innato, capaz de reconocer un nimero limitado de estructuras moleculares de los
patégenos e iniciar una respuesta inflamatoria que en muchos casos es suficiente para la
eliminacién de los mismos. El sistema inmune innato esta filogenéticamente conservado y
estd presente en casi todos los organismos multicelulares, en muchos de los cuales es el
Ginico sistema inmunolégico®. Los vertebrados han evolucionado una segunda linea de
defensa, el sistema inmune adaptativo, el cual es capaz de reconocer un amplio espectro de
antigenos a través de una inmensa diversidad de receptores (receptores T- TCRs y
receptores B- BCRs) producidos por rearreglos génicos somadticos. La inmunidad
adaptativa se caracteriza por su alta especificidad, desarrollada mediante la seleccion

clonal de los linfocitos que expresan receptores especificos para el antigeno.

La respuesta inmune innata no es completamente inespecifica como se creia
anteriormente, sino que es capaz de discriminar entre lo propio y una variedad de
patégenos. El sistema inmune innato reconoce microorganismos a través de receptores
denominados receptores de reconocimiento de patrones de patdgenos (pattern recognition
receptors- PRRs). A diferencia de los receptores T y B utilizados en la respuesta inmune
adaptativa, existe un nimero limitado de PPRs, los cuales se encuentran codificados en la

linea germinal y no sufren ningun tipo de rearreglo.

Los PRRs poseen caracteristicas en comun. Primero, reconocen componentes
microbianos denominados patrones moleculares asociados a patdégenos (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, estan codificados en la linea germinal, no son clonales,
se expresan en distintos tipos celulares y son independientes de la memoria
inmunolégica®. Los PRRs pueden ser expresados en la superficie celular, en
compartimentos intracelulares o secretados al torrente sanguineo o tejidos tisulares*. Las
principales funciones de estos receptores incluyen: opsonizacion, activacion de cascadas de
complemento 'y coagulacion, fagocitosis, activacion de vias de sefalizacion

proinflamatorias e induccién de apoptosis*’. Algunos ejemplos de PRRs son la proteina de
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unién a manano, la proteina C reactiva, el receptor de manosa, el receptor scavenger y los
receptores de tipo Toll". Existe también una gran familia de PRRs citoplasmaticos como
las proteinas NOD-LRR y las helicasas CARD, implicadas en el reconocimiento de

componentes bacterianos y virales, respectivamente”.

RECEPTORES DE TIPO TOLL

Los receptores de tipo Toll (TLRs) son una clase de PRRs evolutivamente
conservados desde Caenorhabditis elegans hasta los mamiferos®™. En la actualidad son
considerados los sensores primarios de patdgenos y los responsables de orquestar la
respuesta inmune innata. Ademds existe creciente evidencia de que los TLRs contribuyen
significativamente a la activacién y modulacién de la respuesta inmune adaptativa®. La
unién de un TLR a su ligando puede activar a macréfagos y células dendriticas (DCs), y
tiene un rol importante en la maduraciéon de las DCs. Luego del reconocimiento de
patégenos microbianos, los TLRs disparan sefiales intracelulares que resultan en la
induccidn de citoquinas inflamatorias, interferones de tipo I y quemoquinas, ademds de un

aumento en la expresion 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 embrién en desarrollo”’. Cuando Toll es
activado por su ligando enddgeno Spitzle se inicia una cascada de sefializacion intracelular
que conduce a la traslocacion de la proteina Dorsal al nicleo, donde regula la expresion de
genes blanco especificos™’. La via de sefializacién del receptor Toll de Drosophila muestra
notables similitudes con la via de sefializacion de la IL-1 de mamiferos, la cual conduce a
la activaciéon de NF-«xB, un factor de transcripcion responsable de muchos aspectos de las
respuestas inflamatorias e inmunoldgicas. De hecho, los dominios citoplasmaticos de Toll
y del receptor de IL-1 (IL-1R) estdn altamente conservados y se refiere a ellos como el
dominio Toll/IL-1R (TIR). En base a esta similitud, se propuso que la via de sefializacion

mediada por el receptor Toll podria estar involucrada en la regulacién de respuestas
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inmunes™. Esto fue demostrado en estudios de moscas mutantes para algunos de los
componentes de la via mediada por Toll>'*% las cuales eran sensibles a infecciones por
hongos o bacterias. A diferencia de los TLRs de mamiferos, el Toll de Drosophila es
activado indirectamente por Spitzle, y no directamente por componentes microbianos. El
mecanismo por el cual Toll es activado en respuesta a una infeccion microbiana no se

conoce bien audn.

Receptores de tipo Toll de mamiferos

Un afio después del descubrimiento del rol del receptor Toll de Drosophila contra
la infeccion fingica, se identific6 un homodlogo de Toll en mamiferos™. Luego se
identificaron mds miembros de esta familia de proteinas estructuralmente relacionadas con
Toll, conocidas en conjunto como receptores de tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs).

Hasta el dia de hoy, la familia de los TLRs de mamiferos tiene 12 miembros (TLR1—12)45 .

Estructura

Los TLRs son glicoproteinas integrales de membrana de tipo I. Los miembros de la
familia TLR se caracterizan estructuralmente por la presencia de un dominio de repeticion
rico en leucinas (leucine rich repeat, LRR) en su dominio extracelular y un dominio TIR en
su dominio intracelular’. En base a sus secuencias aminoacidicas, los TLRs pueden ser
divididos en subfamilias, cada una de las cuales reconoce PAMPs relacionados: la
subfamilia de TLR1, TLR2 y TLR6 reconoce principalmente lipidos, mientras que TLR3,
TLR7, TLR8 y TLRY reconocen acidos nucleicos®. Sin embargo, los TLRs son receptores
inusuales porque algunos de ellos, como por ejemplo el TLR4 (ver més adelante), pueden

reconocer muchos ligandos que no estan estructuralmente relacionados.

Expresion y distribucion

Los TLRs se expresan en varias células del sistema inmune, incluyendo
macréfagos, DCs, células B, algunos tipos de células T, y también en células no inmunes

como fibroblastos o células epiteliales. La expresion de los TLRs no es estética sino que es
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rapidamente modulada en respuesta a patdégenos, 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

sefializacion.

Descripcion de los TLRs y sus ligandos

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

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

TLRA4: El ligando mas estudiado del TLR4 es el lipopolisacarido (LPS), glicolipido
que constituye el principal componente de la membrana externa de las bacterias Gram

negativas. El lipido A es la porcion del LPS que posee actividad inmunomodulatoria.

Dos cepas de ratones, C3H/HelJ y C57BL/ScCr fueron conocidas por un largo
tiempo por presentar hiporrespuesta al LPS. En la biisqueda de los genes responsables de
esta hiporrespuesta, dos grupos independientes identificaron mutaciones en el gen TIrd*>.
La cepa C3H/HeJ tiene una mutacion puntual en la region del gen T1r4 que codifica para la
region intracelular, que lleva al reemplazo de una prolina altamente conservada por una
histidina. Esta mutacion resulta en la generacion de un alelo dominante negativo, defectos
en la sefalizacion mediada por TLR4 y la consecuente supresién de la respuesta al LPS™.
La denominacién de este alelo mutado es Tlr4“"5 y la del normal es TIr4“"*™, por lo cual
la cepa C3H/Hel es Tir4“"™*/ Tir4"">“ mientras que la cepa C3H/HeN es Tir4“"*"/
TIr4*"5™". La cepa C57BL/ScCr tiene una delecién en el gen TIrd’*>>. Los ratones knock
out para TLR4 también presentan hiporrespuesta al LPS, confirmando que el TLR4 es el

receptor esencial para el reconocimiento del LPS®.

El reconocimiento del LPS requiere otras moléculas ademds del TLR4. EI LPS se
une a la proteina de unién al LPS presente en el suero, y el complejo formado es luego
reconocido por CD14, una proteina anclada a la membrana por glicofosfatidil inositol. El
complejo LPS/CD14 estimula al complejo formado por TLR4 y la proteina MD-2 en la
superficie celular’’. MD-2 es una molécula que se asocia con la porcién extracelular del

457-59

TLR4 y es indispensable para el reconocimiento del LPS por el TLR y para la
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localizacion normal de TLR4 en la membrana plasméticasg. La interaccion del LPS con
TLR4/MD-2 induce la homodimerizacion de TLR4 y la sefializacién intracelular a partir

del mismo®.

Otra proteina de superficie, RP105, también estd involucrada en el reconocimiento
de LPS. RP105 contiene un dominio LRR estructuralmente relacionado con la porcién
extracelular de los TLRs y se expresa preferencialmente en la superficie de las células B°'.
RP105 se asocia funcionalmente con TLR4 para reconocer al LPS®. Por lo tanto, muchos
componentes estdn implicados en el reconocimiento del LPS, indicando que el receptor

funcional del LPS forma un gran complejo.

Otros ligandos de TLR4: Ademds del LPS, el TLR4 reconoce muchos otros
ligandos. La molécula de origen vegetal Taxol, de potente actividad antitumoral y
antimicotica por su accion de estabilizacion de microtibulos que impide la division celular
durante la mitosis, posee actividad inmunoestimulatoria similar al LPS en ratones pero no
en humanos®®. Esta actividad estd mediada por TLR4 y MD-2. Algunas proteinas virales
interaccionan con el TLR4. Por ejemplo, el TLR4 y CD14 reconocen la proteina de fusion
del virus respiratorio sincicial®>®. Por otro lado, las proteinas de la envoltura del MMTV y
del virus de la leucemia murina Moloney coinmunoprecipitan con el TLR4 e inducen la

activacion del factor NF-xB a través del mismo?’.

El TLR4 también parece reconocer ligandos enddgenos, entre los que se incluyen
las proteinas de shock térmico (heat shock proteins, HSPs), algunos componentes de la
matriz extracelular, B-defensina y la proteina surfactante A%, Las HSPs se encuentran muy
conservadas filogenéticamente; son inducidas por una amplia variedad de condiciones de
estrés como shock térmico, radiacion ultravioleta e infecciones bacterianas y virales. Las
HSPs tienen como funcién primaria la de ser chaperona de proteinas nacientes o mal
plegadas. Ademads, las HSPs activan macréfagos y DCs a través del TLR4 y el TLR2
induciendo la secreciéon de citoquinas proinflamatorias y la expresion de moléculas

. : . ,09-71
coestimulatorias ? .

Los componentes de la matriz extracelular se producen en respuesta a la injuria
tisular y juegan un importante rol en la remodelacién de tejidos, conteniendo al agente
acusante de la injuria, cerrando de la herida y completando la curacién. 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 4cido hialurénico y sus derivados de bajo peso molecular,
fragmentos de hepardn sulfato y el fibrindgeno, poseen actividad inmunoestimulatoria

similar al LPS y ésta es mediada por TLR4'*".

Por lo tanto, el TLR4 estd presumiblemente involucrado en diversos aspectos de la
respuesta inflamatoria mediante el reconocimiento de ligandos enddgenos producidos
durante la inflamacién, aun en ausencia de infeccion. Estos ligandos podrian representar un
tipo de “sefial de peligro” enddgena, es decir, moléculas o estructuras moleculares que son
liberadas o producidas por células que se encuentran bajo estrés o muerte celular anormal
(necrosis). Estas sefiales son reconocidas por macréfagos y DCs que en consecuencia
inician una respuesta inmune’®. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que todos estos
ligandos enddgenos activan células del sistema inmune sélo a concentraciones muy
elevadas, en contraste con las bajas concentraciones requeridas de LPS. Se ha sugerido la
posibilidad de que estos ligandos endégenos podrian estar en algunos casos contaminados

con un verdadero ligando del TLR4 como por ejemplo el LPS®.

TLR2, TLR1, TLR6, TLR10: El TLR2 reconoce componentes de una variedad de
microorganismos, incluyendo entre otros peptidoglicano (PGN) y 4cido lipoteicoico (LTA)

de bacterias Gram positivas’ ", lipoproteinas de bacterias Gram negativas, micoplasmas y

81-85 79,80,86,87

espiroquetas” , lipoarabinomanano de micobacterias , glicolipidos y glicosil-
fosfatidil-inositoles (GPIs) de palra’lsitos88 y zymosan (carbohidrato de la pared de
levaduras)®. El PGN es un polimero Unico compuesto por una mezcla heterogénea de
disacédridos repetidos y es la unica molécula biolégica conocida que contiene D-
aminodcidos, mientras que el LTA estd compuesto por un polimero polifosfato hidrofilico
unido a un glicolipido®™. 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 patdégenos, los GPIs de Treponema maltophilum, Trypanosoma cruzi, y
Plasmodium falciparum son estructuralmente diferentes de los del huésped y se expresan

. . . 90,91
de diez a cien veces mas’*’!.

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

positivas. Los ratones deficientes en TLR2 (TLR27) son altamente susceptibles a desafios

92,93

con Staphylococcus aureus o Streptococcus pneumoniae’ . Un polimorfismo en el gen
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del TLR2 humano ha sido asociado a una respuesta reducida a varias lipoproteinas

. L. . ., . .. 4
bacterianas y con un shock séptico luego de la infeccién con bacterias Gram pos1t1va59 .

Ademads, el TLR2 reconoce algunas formas atipicas de LPS de Leptospira
interrogans 'y Porphyromonas gingivalis, a diferencia del TLR4, que reconoce el LPS de

96 Los LPS reconocidos por el

enterobacterias como Escherichia coli y Salmonella spp
TLR?2 difieren de las de aquellos reconocidos por el TLR4 en particular en el nimero de
cadenas acilo del lipido A. Debe tenerse en cuenta que ain no se ha probado que pequeiias

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

La capacidad del TLR2 para inducir activacién celular depende de la formacién de
heterodimeros con los miembros de su subfamilia TLR1 y TLR6. Tanto los heterodimeros
TLR2:TLR1 como los TLR2:TLR6 pueden funcionar como receptores del PGN’"*°. En
cambio, los heterodimeros TLR2:TLR1 y TLR2:TLR6 reconocen diferencialmente triacil-
y diacil-lipopéptidos, respectivamente’ . La molécula CD14 también participa junto con

el TLR2 como receptor de PGN y otros componentes de bacterias Gram positivas'®".

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

102
6

en el mismo locus que contiene a TLR1 y TLR6 . TLR10 puede formar tanto

homodimeros como heterodimeros con TLR1 o TLR2'%,

TLRS: El ligando del TLRS 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 humanos' .

TLR3: El TLR3 se expresa intracelularmente y ha sido identificado como receptor
de ARN doble cadena (ARNdc) asociado a infecciones virales'”’. El ARNdc puede estar
presente en el genoma viral o puede ser generado durante la replicacion viral. E1 ARNdc es
un potente inductor de interferones de tipo I, los cuales tienen muchos efectos, incluyendo
actividad antiviral e inmunoestimulacién®. Ratones deficientes para TLR3 son hiper-

susceptibles a la infecciéon con citomegalovirus, indicando que el TLR3 tiene un rol
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protectivo contra la infeccién viral'®. Algunos ARNdc sintéticos como el écido

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

TLRY9: El TLRY también es de localizacion intracelular. Reconoce ciertas
secuencias de ADN como dinucleétidos CG no metilados (llamados motivos CpG), los
cuales son estructuras conservadas que se encuentran frecuentemente en la mayoria de los
genomas bacterianos y en ciertos genomas virales'”. El TLR9 también reconoce otros
componentes de patégenos distintos del ADN, como la hemozoina de Plasmodium

. 110
falciparum .

TLR7 y TLRS: Estos dos receptores son altamente homélogos al TLR9%. 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 andlogos de
guanosina como loxorribina, los cuales poseen una potente actividad antiviral''"'"*. La
similitud estructural entre estos compuestos y los dcidos ribonucleicos sugiere la
posibilidad de que TLR7 y TLR8 pueden detectar la presencia de virus y existen trabajos
que apoyan esta teoria, mostrando que ARN viral de simple cadena funciona como ligando

114,115
de estos receptores .

Senializacion a través de los TLRs

El reconocimiento de ligandos por los TLRs conduce a una rdpida y compleja
cascada de sefializacion intracelular que involucra la activacion del factor de transcripcion
NF-xB, MAP quinasas y factores regulatorios de interferon (IRFs). Esto conduce a una
activacion celular que incluye la produccién de citoquinas, quemoquinas, interferones e
inmunoglobulinas, asi como también el aumento en la expresion de moléculas

: s o116
coestimulatorias” .

Los TLRs activan las mismas moléculas intracelulares utilizadas en la sefializacién
a través del receptor de -1 Luego de la unién del ligando, los TLRs sufren cambios
conformacionales, requeridos para el reclutamiento de proteinas adaptadoras que contienen
dominios TIR hacia la porcién citoplasmatica de los receptores™. La interaccién
homofilica entre los dominios TIR de las proteinas adaptadoras y los TLRs dispara una

cascada de sefializacion y la produccién de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias. Se
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han descripto cuatro moléculas adaptadoras con dominios TIR™: 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 activacién de distintas vias de sefializacién que
conducen a la produccion de citoquinas proinflamatorias e interferones de tipo I,

respectivamente.

MyD88 es utilizado por todos los TLRs, con excepcién del TLR3''®. TLR2 y TLR4
requieren otro adaptador (TIRAP/MAL) para reclutar MyD88 al receptor, mientras que
para los otros TLRs la interaccion es directa. La asociacion entre los TLRs y MyD8&8
recluta miembros de la familia de quinasas IRAK. Dos miembros de esta familia, IRAK4 e
IRAKI1, son fosforilados secuencialmente, causando su disociacion del complejo del
receptor y su asociaciéon con TRAF6. TRAF6 forma un complejo con enzimas de
ubiquitinacidn, el cual activa a la quinasa TAKI, que a su vez activa a los factores de
transcripcion NF-kB (a través del complejo de la quinasa de IxkB- IKK-) y AP-1 (a través
de MAP quinasas). Esta “via de sefalizacién dependiente de MyD88” resulta en la
activacion de genes de citoquinas inflamatorias como TNF-oa, IL-6 e IL—lB”S.
Recientemente se ha demostrado que otro factor de transcripcion, IRF-5, también es
activado a través de MyD88, induciendo varios genes de citoquinas inflamatorias por

asociacion con NF-kB p50.

La unién del ligando a TLR3, TLR4, TLR7 y TLRY, pero no a TLR2, induce una
“via de senalizacion 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 activacion de NF-xB y
de los factores de transcripcion IRF-3 e IRF-7, los cuales inducen la expresiéon de
interferones de tipo I y de otros genes inducibles por interferén. Por el contrario, la

induccién de IFN-o por TLR7 y TLRY a través de IRF-7 si depende de MyD88''*!1%,

Ademads de la produccion de interferones de tipo I, existen otros eventos mediados
por los TLRs que son independientes de MyD88, como por ejemplo el aumento en la

. . . . . 11
expresién de moléculas coestimulatorias en DCs estimuladas con LPS'"’.

Las complejas cascadas de sefializacién de los TLRs ofrecen multiples puntos para

< . 120 . .
la regulacion negativa =. Algunos reguladores negativos como ST-2 secuestrarian
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proteinas adaptadoras, limitando su disponibilidadlzl. Otros como Tollip, MyD88s, IRAK-
M o SIGGR tienen como blanco la actividad de fosforilacion de algunos intermediarios o
rompen la interaccién entre dominios modulares'**'®. Por otro lado, la proteina SOCS
tiene la capacidad de inhibir la produccién de IFN de tipo I dejando intacta la produccion

de citoquinas proinflamatorias inducida por NE-«kB'?

, mientras que la proteina A20
suprime la actividad de NF-kB a nivel de TRAF6'?. Debe remarcarse que el desarrollo de
tolerancia en muchos sistemas celulares cuando son expuestos a estimulacion repetitiva de
los TLRs podria estar generado a través de la modulacién de estos controles de

e : P! . 128-131
sefializacién més que por una simple disminucién en la expresién de los TLRs' 23!,

Rol de los TLRs en la respuesta inmune innata

Los TLRs participan de la respuesta inmune innata generando proteccion inmediata
contra patdégenos invasores a través de distintos mecanismos. Los TLRs inducen la
produccién de citoquinas como IL-1f, IL-6, TNF-a y quemoquinas (por ejemplo KC-1 y
MCP-1) que en conjunto inducen respuestas inflamatorias agudas contra los patdgenos,
atrayendo y activando a células del sistema inmune innato y también activando a células
estromales y leucocitos residentes del tejido local'’>. Los TLRs también inducen la
secrecién de péptidos y proteinas anti-microbianos en varios tipos celulares'>. Por otro
lado la activacion a través de los TLRs aumenta la fagocitosis y eliminacién de patégenos
por los macréfagos. Ademads, la induccién de interferones de tipo I por los TLRs en
respuesta a ADN o ARN viral conduce a la transcripcién de proteinas anti-virales

necesarias para eliminar las infecciones virales.

Rol de los TLRs en la respuesta inmune adaptativa

Ademads de su funcién en la respuesta innata, existe creciente evidencia de que los
TLRs contribuyen significativamente a la activacion de la respuesta inmune
adaptativa48’132. Aunque los TLRs estdn 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
predomina'. A través de su influencia sobre las DCs en cuanto a la captura antigénica, la

diferenciacion y la migracion, los TLRs pueden polarizar la respuesta T helper. Mientras
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que el TLR4 y el TLRO estdn més asociados a respuestas Thl, el TLR2 y el TLRS lo estan

con respuestas Th2'%°

. Uno de los mecanismos por los cuales los TLRs influyen en la
respuesta inmune adaptativa es aumentando la expresion de moléculas coestimulatorias en
las DCs. Ademads, algunas citoquinas inducidas por la activacién a través de los TLRs,
como la IL-12, favorecen una respuesta tipo Thl. Los interferones de tipo 1 también
pueden influir sobre varios procesos de la respuesta inmune adaptativa como la producciéon
de IFN-y por células T o la activacién de DCs*™'*?. Se ha descripto que los TLRs
contribuiyen a la activacién de las células T mediante el bloqueo de la actividad supresora
de las células T regulatorias. En un trabajo reciente se muestra que la produccion de 1L-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 activacion de las células T.
La IL-6 actia haciendo a las células respondedoras refractarias a la supresion y no
inactivando a las células supresoras'’>. Aunque en general el TLR4 participa en la
activacion de la respuesta inmune, también ha sido involucrado en la activacién directa de
las células regulatorias CD4*CD25"'. La proliferacion y capacidad supresora de estas

células es aumentada por el LPS, en forma dependiente del TLR4'®.
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Células Dendriticas

Las células dendriticas (DCs) fueron descriptas por primera vez en 1973 por
Steinmann y Cohn como un nuevo tipo celular presente en los 6rganos linfaticos del raton,
que se diferenciaba de otros leucocitos por presentar extensiones citoplasmaticas de forma

y numero variables, similares a dendritas'’.

En ese momento las células T eran
consideradas las células mas importantes en la respuesta inmune y los macréfagos como
las principales células presentadoras de antigeno (CPAs). Al comienzo las DCs
permanecieron como células bastante enigméticas; su aislamiento y caracterizaciéon eran
dificiles, y su origen era desconocido. Con el tiempo, el campo de investigacion de las DCs
se fue ampliando considerablemente y se produjeron grandes avances en el conocimiento
de estas células. Hoy en dia se considera que las DCs cumplen un rol fundamental en la

iniciacién y control de las respuestas inmunes innatas y adquiridas'*®, como asf también en

el balance entre inmunidad y tolerancia inmunolégica'.

Las DCs representan una poblaciéon celular heterogénea que se encuentra
distribuida en la mayoria 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

140,141
totales

. En ausencia de respuestas inmunes e inflamatorias, estas DCs, consideradas
inmaduras, cumplen la funcién de “centinelas” capaces de detectar la entrada de patdgenos,
inflamacién o dafio celular. Las DCs inmaduras poseen una alta capacidad para capturar
antigenos pero la presentacion de los mismos a las células T es ineficiente. Una sefal de
activacion induce la entrada de las DCs en un programa de desarrollo llamado maduracion
que transforma a las DCs en células altamente eficientes para la presentacion de antigenos
y la activacién de células T. Muchos productos derivados de patégenos, como asi también
citoquinas inflamatorias y otras moléculas propias, pueden inducir la maduracién de las
DCs a través de la interaccién directa con receptores de su superficie. El proceso de
maduracién produce en las DCs una disminucién en su capacidad de captura antigénica, un
aumento en la presentacion del antigeno en moléculas MHC, un incremento en la
expresion de moléculas coestimulatorias y la migracion de estas células a los érganos
linfaticos 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 virgenes e iniciar respuestas

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

- 42
citoquinas .

Debe tenerse en cuenta que aunque este modelo es el paradigma clasico de las DCs,
existen estudios mds recientes que complican esta vision relativamente simple. Primero, se
han descripto poblaciones de DCs inmaduras que residen en regiones discretas de érganos
linfaticos secundarios. Estas células pueden procesar antigenos solubles que llegan por
sangre'® para presentarlos a las células T. Segundo, se ha demostrado que no todas las
DCs de los 6rganos linféticos secundarios provienen de tejidos periféricos por migracion a
través de la linfa, sino que algunas derivan de precursores de médula 6sea que llegan a los
tejidos linféticos por via sanguinea. Tercero, lejos de ser simplemente células estacionarias
que esperan ser activadas para madurar y migrar, las DCs migran continuamente en
ausencia de inflamacion o infeccidn 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 activacion inmaduro y presentan en forma
continua antigenos propios endégenos o exdgenos -probablemente adquiridos de células
apoptéticas- para la inducciéon y mantenimiento de la tolerancia inmunolégica144. Otro
factor que hace mas compleja a la comprension de la funcién de las DCs es el hecho de que
se han identificado multiples subtipos de DCs tanto en ratones como en humanos'*'*®. Las
DCs son una poblacién celular heterogénea en cuanto a su ontogenia, fenotipo, funcién y
distribucién celular. Esto, junto con la compleja interrelacion existente entre los distintos
tipos de DCs y el hecho de que eventos de activacion-diferenciacion pueden cambiar la
morfologia, expresion de marcadores y funcién de las DCs, ha creado dificultades para

establecer una clasificacion clara.

Distribucion celular, subpoblaciones y ontogenia

Estudios tempranos sobre las DCs indican que estas células tienen origen en la
médula 6sea'?’. Se cree que los precursores de DCs migran de la médula Gsea al torrente
sanguineo, desde donde generan a las DCs intersticiales que se observan en los tejidos

o oo 141,14
periféricos no linfoideos'*""'*®

. Se han encontrado DCs en corazén, higado, tiroides,
pancreas, vejiga, riiion y piel, la cual contiene a una subpoblacion de DCs muy

caracterizada, denominada células de Langerhans 149.10 También se observan DCs en las
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. ., . 151 . I 152
redes de circulacion corporales, incluyendo la sangre " y los vasos linfaticos aferentes 32
En cuanto a los tejidos linfoideos, todos ellos contienen DCs, que pueden ser subdividas en

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

En la actualidad, el mejor marcador para las DCs murinas es CDI11c (integrina
)'**. Se han descripto numerosos tipos de DCs, dependiendo de su localizacién y de la
expresion de una variedad de marcadores de superficie, principalmente CD11b, F4/80,
CD4, CD8 (expresado como homodimero o), DEC-205, 33D1 y Langerina139. En base a
la expresion de marcadores mieloides o linfoides se describieron originalmente dos
subpoblaciones principales de DCs, una “mieloide” (CDI11¢*CD11b"CD8") y una
“linfoide” (CD11¢*CD11b°CD8%)'*®. Las DCs CD8 del bazo pueden ser subdivididas
segtin su expresiéon de CD4 (CD11¢*CD11b*CD8CD4* y CD11¢*CD11b*CD8 CD4%)'*.
Un tipo adicional de DCs son las DCs “plasmacitoides”, que expresan B220 y se
distribuyen en varios érganos, donde se especializan en la produccién de interferén de tipo

I en respuesta a infecciones virales'™*.

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 DCs'>. Tres
de ellas expresan altos niveles de CDI11c y pueden ser definidas segin la expresion de
CD8o y CDI1b: CD80'CD4'CD11b-, CD8oCD4'CDI11b*, 0o CD8oCD4 CDI11b"°.
Luego de su purificacion los tres grupos muestran bajos niveles de moléculas MHC 11 y
moléculas coestimulatorias, aumentando su expresion luego de ser activadas. Los distintos
tipos de DCs de las PPs mantienen su expresion de CD8a y CDI11b luego de la
purificacion, sugiriendo que una subpoblacién no seria simplemente una forma mas
diferenciada o activada de otra. Recientemente se han descripto dos subpoblaciones de
DCs plasmacitoides en las PPs: CD11c¢™ CD8* B220* Ly6C*'>""*° y CD11c¢™ CD8 B220*
Ly6C*!.

En el bazo'® y en las PPs*, las DCs CDS§" se localizan principalmente en las zonas

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

161,162 .
777, mientras

migran a las zonas T luego de ser estimuladas por productos microbianos
que las DCs CD8" se encuentran en las dreas T. Se ha reportado que las DCs CD8’, pero no
las CD8" se encuentran también en los foliculos B y en las zonas T-B'®, y que tienen la

capacidad de inducir la activacién de células B y la diferenciacién de plasmablastos'®*'®.
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Las células CD8oCD4 CD11b", que constituyen una subpoblacion particular de las PPs, se
encuentran distribuidas ampliamente en este érgano, tanto en zonas de captura antigénica,

. . 155
como en zonas T y en foliculos, excepto en los centros germinales ™.

Las DCs se originan a partir de precursores hematopoyéticos mieloides o linfoides
de la médula dsea, 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” pertenecian a los linajes mieloide y linfoide,
respectivamente'®*'®’. M4s tarde se demostré que DCs CD8" y CD8” pueden ser obtenidas
a partir de ambos tipos de precursores168’169. Ademas se ha encontrado un precursor comuin
en sangre capaz de originar DCs CD8*, CD8 y plasmacitoides'*. Esta plasticidad en el
desarrollo de las DCs no se encuentra en otros linajes hematopoyéticos' "’ y ocasiona que
las teorias sobre la relacion 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 subpoblacién Flt3, ya sea de los progenitores comunes mieloides como de

los linfoides'’ "7

. Es posible derivar los distintos tipos de DCs cultivando células de
médula 6sea en presencia de cocktails definidos de factores de crecimiento, incluyendo
FIt3L'*'™. Sin embargo, FIt3L no es especifico para las DCs ya que puede estimular la
expansién de otros linajes hematopoyéticos'”>. Otro factor utilizado para la obtencién de
DCs in vitro a partir de diversos precursores es el factor de estimulador de colonias de

granulocitos y macréfagos (GM-CSF), con el agregado opcional de IL-4 o TNF-a'*'7

Maduracion de las DCs

Las DCs inmaduras localizadas en los tejidos periféricos tienen caracteristicas que
las convierten en células ideales para el monitoreo y captura de patégenos del ambiente
circundante'!. Estas DCs expresan una gran variedad de receptores que reconocen
especificamente moléculas derivadas de patdgenos (receptores de reconocimiento de
patégenos o PRRs), incluyendo receptores de tipo Toll'** y lectinas de tipo C, las cuales
reconocen estructuras de carbohidratos (como el receptor de manosa, DEC-205 y DC-

177 , . . .
SIGN) "". Una vez en contacto con el antigeno, las DCs inmaduras usan diversas vias de
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captura como la endocitosis mediada por receptor (mediada por lectinas de tipo C y
receptores FCYII/III) y la endocitosis no especifica de particulas y solutos por fagocitosis y

. . - 141,17
macropinocitosis'*"!'”®

. Estas vias también parecen ser utilizadas para la captura de
antigenos propios'””. La expresion de las integrinas ovB3 y avB5 y de CD36 facilitan la
toma continua de material apoptéticolgo, proceso importante para el mantenimiento de la

tolerancia.

Una vez que ingresa en la via endocitica de las DCs, el antigeno internalizado se
acumula en compartimientos endosomales especializados ricos en moléculas MHC de
clase II, denominados MIIC'®'. Los MIIC poseen un pH levemente dcido y contienen
diferentes proteinas lisosomales, lo cual favorece la degradacién de una variedad de
antigenos exdgenos. Los MIIC son particularmente prevalentes en las DCs inmaduras'™.
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 maduracién

funcional.

La maduracion es un proceso complejo que conduce a la diferenciacion de las DCs
a células con una potente actividad inmunoestimulatoria. Varios eventos forman parte de
este proceso: reorganizacion del citoesqueleto, adquisicién de motilidad celular, migracion
a los tejidos linfoideos, aumento de la capacidad de activacion de células T y desarrollo de

. . ”» ‘ . 183
extensiones citoplasmaticas o “dendritas” ™.

La maduracion es inducida por estimulos llamados “sefiales de peligro” que alertan
a las DCs sobre la presencia de patégenos, inflamacién o dafio tisular'®'®. Estas sefiales
pueden provenir de moléculas inflamatorias del huésped como TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y
o de productos microbianos como el LPS y moléculas liberadas por tejidos dafiados que

interaccionan con los PRRs de las DCs.

La migracion de las DCs a las zonas T de los ganglios linfaticos es promovida por
cambios en la expresion de moléculas de adhesion y receptores de quemoquinas. Algunas
receptores disminuyen, como CCR1, CCR5 y CCR6'®. El ligando de CCR6, CCL20
(MIP3-av), localiza a las células de Langerhans en los tejidos dérmicos'®’. Las células de
Langerhans también bajan la expresion de E-caderina, que actia a través de interacciones

‘- c Lo 188
homotrépicas para mantener a las células de Langerhans entre los queratinocitos'™. Otros
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receptores de quemoquinas aumentan su expresion, como CCR7. Las quemoquinas CCL21
(SLC) y CCL19 (MIP3-B) son ligandos de CCR7 que inducen la entrada de las DCs en los
vasos linféticos. La migracién de DCs en estado estacionario, en ausencia de activacion
inducida por patégenos, también es mediada por CCR7. Una maduracién incompleta
(inducida por ejemplo por la fagocitosis de células apoptéticas) también es capaz de
aumentar la expresién de CCR7". También se demostré que CCR7 es esencial para la
migracion de DCs de la dermis o epidermis tanto en condiciones inflamatorias como de

190 . L. .
% La maduracién también induce en las DCs la secrecién de

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

RANTES, MIP-10. y MIP1-B, que reclutan monocitos y DCs al ambiente local'™.

La presentacion antigénica de las DCs se ve fuertemente aumentada por el proceso
de maduracién, 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 membrana'®'. En las DCs inmaduras los antigenos internalizados se
acumulan en los MIIC'2. Sin embargo, la maduracién induce la activacién de las enzimas
necesarias para formar los comlpejos molécula MHC—péptid0193. Concomitantemente,
disminuye la capacidad endocitica de las DCs, impidiendo la reabsorcion y degradacion de
los complejos molécula MHC-péptido que llegan a la membrana y promoviendo su

194

expresion estable en la superficie celular . La expresion de moléculas MHC en las DCs

. . . ( Lo
maduras es de diez a cien veces mads alta que en células B o monocitos ”,

La maduracién también induce la sintesis de novo de moléculas MHC de clase I y
otros componentes de la via de presentacion enddégena como TAP y componentes del

. 191,196
Inmunoproteasoma L1

En algunos casos, las proteinas secuestradas en los MIIC pueden ser transportadas
al citosol, donde seguirdn la via de presentacion en moléculas MHC de clase 1. La
presentacion de antigenos extracelulares via MHC de clase I se conoce como “presentacion
cruzada”'®"®®. En el ratén, la presentacién cruzada estd fuertemente controlada por la
maduracién de DCs inducida por ligacién de CD40 y tratamiento con agonistas de TLRs

como LPS, poli I:C o DNA CpG199’200.

Las DCs también pueden presentar antigenos lipidicos derivados de patégenos

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

CDl1, que heterodimerizan con la BZ—microglobulinaZOl’202.

La maduracién también mejora la capacidad de presentaciéon antigénica y de
activacion de células T mediante el aumento en la expresion de moléculas involucradas en
la interaccién con las células T'®. Las DCs maduras expresan altos niveles de moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86, CD40), moléculas de adhesion (CD2, CDl1la, CD54
(ICAM-1), CD58 (LFA-3), y las integrinas Bl y B2) y miembros de la familia TNF
(CD137, CD134/0X40L, CD70).

Por otro lado la maduracion de las DCs induce la produccién de un patrén
citoquinas que depende del tipo de estimulo madurativo, el subtipo de DC estimulada y el
origen de esa DC'®**®_ Entre las citoquinas que producen los distintos tipos de DCs se
encuentran: citoquinas que participan en la polarizacion de la respuesta T helper, como la

206
6

[L.-12204205 ; citoquinas proinflamatorias como TNF-o e IL-6"", involucradas en la

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

207

la respuesta antiviral como los interferones de tipo I (IFNo/)™" y citoquinas involucradas
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en la induccion de tolerancia inmunoldgica, como la IL-107".

Rol de las DCs en la inmunidad adquirida

Las DCs activadas y cargadas con el Ag migran a las zonas T de los dérganos
linfaticos secundarios para iniciar las respuestas de las células T. Las DCs pueden entran al
ganglio linfatico a través de la sangre o de la linfa’®. Se ha observado que durante las
primeras horas luego de entrar al ganglio, las células T antigeno-especificas examinan
rapidamente muchas DCs diferentes y s6lo establecen interacciones cortas que no duran
mdas de unos minutos. Luego de 6-8 horas, la motilidad de las células T decrece y los
contactos formados con las DCs duran mas de 1 hora. Los contactos duraderos entre DCs y
células T contindan el primer dia hasta que las células T comienzan a proliferar*”’. Las
interacciones estables entre DCs y células T son necesarias para inducir la activacion de las
células T*''. Los contactos estables entre DCs y células T observados in vitro se asocian a

la formacién de una sinapsis inmunoldgica, que es una zona especializada de contacto que
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contiene al TCR, al complejo molécula MHC-péptido asi como todas las moléculas

. . . ‘2 . sz 212
accesorias necesarias para la interaccién y activacion™ .

La activacion efectiva de las células T resulta en su expansiéon clonal y
diferenciacion a células efectoras y de memoria. El tipo de respuesta T generada (ya sea
CD4" 0 CD8") depende de muchos factores, incluyendo la concentracién del antigeno en la
DC, la afinidad del TCR por el complejo péptido-molécula MHC, la duracién de la
interaccién entre la DC y la célula T, el estado de maduracién de la DC y el tipo de
estimulo que causé la maduracién de la DC?". El patréon de citoquinas de la DC
estimuladora determina la polarizacién de la respuesta T CD4". Las DCs que producen IL-
12, IL-18 e IL-27 polarizan hacia una respuesta tipo T helper 1 (Thl), mientras que la
secrecién de CCL17 o CCL22, la expresién de determinados ligandos de Notch*'* 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
localizacién anatémica y el tipo de estimulo madurativo'®. Estos factores también
controlan otros aspectos de la respuesta T, como por ejemplo la induccién de tolerancia®".
Numerosos trabajos muestran la influencia de estos factores: por ejemplo, las DCs CD8"
dan preferentemente respuestas Thl y las DCs CD8" respuestas Th2'42216, por otro lado,
DCs totales de placas de Peyer inducen la secrecion de IL-10 e IL-4 en células T, mientras
que DCs de bazo inducen predominantemente la secrecion de IFNYZOS. En cuanto a la
influencia del estimulo madurativo, se ha demostrado que diversos ligandos de TLRs
modulan diferencialmente a las DCs, generando células inductoras de respuestas Thl o
Th2 segiin el caso’'’. Por ejemplo, el LPS, la flagelina y ligandos del TLR9 (ADN con
motivos CpG)*'**"” inducen la produccién de IL-12 en DCs murinas, mientras que
ligandos del TLR2 como Pam3Cys inducen preferencialmente DCs inductoras de

respuestas Th2*%.

Las DCs también pueden interactuar directamente con las células B. Las DCs
activadas pueden inducir la proliferacion de las células B, el switch de clase y la
diferenciacion a célula plasmatica en respuesta a antigenos T independientes a través de la

produccion de factores de activacion y supervivencia B como BAFF y APRIL #2122,
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Rol de las DCs en la tolerancia periférica

Las células T autorreactivas que escapan a la delecion timica pueden ser
controladas en la periferia. Numerosos estudios han dejado claro que las DCs también
participan en la generacion y mantenimiento de la tolerancia periférica a través de diversos
mecanismos>>. Por un lado, la presentacion de antigeno por DCs en estado estacionario o
inmaduras resulta en un estado de tolerancia, ya sea por delecion o anergia de las células T
antigeno especificas”*??°. Las DCs que no recibieron una sefial de peligro presentan el
antigeno a las células T en ausencia de sefiales coestimulatorias. En ausencia de
coestimulacién o en presencia de coinhibicién, las células T pueden ser silenciadas
funcionalmente y transformarse en células no respondedoras (anérgicas) a dicho antigeno
en el futuro®?’*?*. Algunos subtipos de DCs parecen ser tolerogénicos in sifu. En humanos,
se ha descripto una subpoblacion de DCs derivadas de monocitos que expresa indoleamina
2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima que cataboliza triptofano y cuya actividad se asocia
con la inhibicién de la proliferacién de células T y la induccién de muerte de células T>*.
La presencia de estas DCs en ganglios linfaticos drenantes de tumores contribuiria a la

. L . £ 229230
falta de respuesta inmunoldgica en pacientes de cancer 9230,

Por otro lado, las DCs pueden generar tolerancia a través de la induccién de
diversos tipos de células regulatorias capaces de suprimir una respuesta T. Las DCs han
sido involucradas en la generacién de células CD4" regulatorias inducidas por un antigeno
en la periferia, como las células Trl y las Th3, que suprimen respuestas inmunes a través

de citoquinas como IL-10 y TGF-B*'**

. Por ejemplo, se ha mostrado que una poblacién
de DCs de ratén que expresa altos niveles de CD45RB"&" y presenta un fenotipo de DC
inmadura induce la generacion de células Tr1 mediante la secrecion de IL-10, tanto ex vivo
como in vivo™~. Ademds, ciertos patégenos o productos derivados de los mismos pueden

aumentar la produccién de IL-10 en las DCs, las cuales a su vez inducen a las células
1235237

Otra poblacién de células regulatorias influenciadas por las DCs son las células
regulatorias naturales CD4"CD25" de origen timico (Tregs). Mientras que las DCs
inmaduras de los tejidos linfoideos son capaces de inducir tolerancia intrinseca durante el
estado estacionario, DCs en diferentes estadios de diferenciacion influyen en la biologia de

las Tregs23 ¥ Las DCs son capaces de inducir la proliferacién de células CD4"CD25" in
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vitro, mediante la presentacion de un antigeno o un estimulo policlonal como un anticuerpo
anti-CD3*?*_ E] estado de maduracién de las DCs influye en el grado de expansion de
las Tregs™®. Las DCs maduras (generadas por estimulacién con citoquinas o ligandos de
TLRs) serian mds efectivas para romper la anergia de las células CD4"CD25" e inducir su

240,242,243

proliferacion . La proliferaciéon de Tregs antigeno-especificas inducida por DCs

240,241
" En un

cargadas con el antigeno correspondiente también ha sido observada in vivo
trabajo reciente se ha demostrado que las DCs expanden a la poblacién de células
regulatorias CD4"CD25" cuando presentan al antigeno en concentraciones inmunogénicas,
mientras que en condiciones subinmunogénicas pueden inducir la generaciéon de células

Treg a partir de células CD4*CD2572*,

Aunque es claro que las DCs son capaces de expandir a las Tregs, existen
discrepancias acerca de la influencia de las DCs sobre la funcion regulatoria de dichas
células. Algunos trabajos muestran que la proliferacion de las Tregs inducida por DCs

. . L L 240,243,044
maduras no afecta o aumenta su capacidad inmunosupresora in vitro o in vivo ,
mientras que otros sugieren lo contrario”****. Esto parece depender de si la capacidad
supresora de las Tregs se mide durante o después de su proliferacion. Se ha sugerido que la
proliferacién de las células CD4"CD25" suprime en forma temporal su capacidad

242246247 B co-cultivos de DCs maduras, células CD4*CD25 y células

regulatoria
CD4"CD25", estas ultimas proliferan y su actividad supresora sobre la proliferacién de las
CD4*CD25 se ve anulada®****. En cambio, células CD4*CD25" previamente expandidas
por DCs maduras muestran una potente capacidad supresora en cultivos posteriores o al ser

inoculadas in vivo>>?2*!

. 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 permitiria que ocurra una respuesta efectora ante la entrada de un
patégeno. Las DCs pueden influir en forma indirecta sobre las Tregs: Pasare y
Medzhitov'® demostraron que la IL-6 producida por las DCs activadas por ligandos de
TLRs actia sobre las células T efectoras, de manera que estas células adquieren resistencia

a la supresion 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 6sea de ratén en presencia de IL-10
induce la diferenciacién de una poblacién de DCs CD11c™Y que expresan CD45RB,

presente en 6rganos linféticos de ratones normales. Como se menciond previamente, estas
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células secretan altos niveles de IL-10 luego de ser activadas y generan tolerancia
antigeno-especifica a través de la induccién de células Trl, que a su vez también producen
IL-10*2 La presencia de TGF-[3, vitamina D3, IL-10 o corticosteroides en cultivo también
confiere propiedades tolerogénicas a las DCs'®. Las DCs también pueden ser convertidas
en células tolerogénicas por la células regulatorias naturales CD8'CD28", las cuales
aumentan la expresion de receptores inhibitorios (ILT3 e ILT4) en la superficie de las
DCs**®. Las células CD4*CD25* regulatorias pueden, a su vez, influir sobre la capacidad

. . - 249251
tolerogénica de las DCs, restringiendo su maduracion 9251
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Células T Regulatorias

Todo proceso fisioldgico necesita ser controlado. Sin regulacién, los procesos
fisiol6gicos tienen un alto riesgo de volverse patoldgicos. Las respuestas inmunes no son
una excepcion; ademds de la autoinmunidad, el sistema inmune también puede inducir
enfermedad cuando los mecanismos inmunoldgicos protectores empleados para limitar el
crecimiento de patégenos o células tumorales causan un ‘“dafio colateral” en células

normales vecinas al ataque inmunolégico.

El sistema inmune utiliza numerosos mecanismos que permiten establecer y
mantener una falta de respuesta a antigenos propios (auto-tolerancia inmunoldgica) y evitar
el dafio colateral durante una respuesta. Los controles incluyen la eliminacién fisica o la
inactivaciéon funcional de los linfocitos autorreactivos (deleciéon clonal y anergia,
respectivamente), como asi también una compleja red de mecanismos regulatorios
periféricos. La existencia de células T con funcidn especificamente supresora ha sido muy
discutida. A pesar de que su existencia se ha postulado hace muchos afios™?, durante un
largo tiempo este concepto fue cuestionado, sugiriéndose que la regulacion de la respuesta
inmune se produce solamente por células no especializadas, a través mecanismos
intrinsecos a la activacion y diferenciacion de células T inducidas por el antigen0253. Sin
embargo, nuevos trabajos publicados en la década del “90 hicieron resurgir el concepto de
células supresoras o regulatorias™**°. En poco tiempo se han identificado numerosos
subtipos celulares dentro de la poblaciéon de células T supresoras o regulatorias,
encontrindose una gran variabilidad en varios aspectos, incluyendo el origen, los
mecanismos y blancos de accién y la especificidad antigénica. Esta gran heterogeneidad

genera, aun hoy en dia, confusion 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 estd 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", Tr1**, Th3*°, NKT*’ y CD8*CD28**®.
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Células T regulatorias CD4*CD25"

Las células T CD4"CD25" regulatorias (Tregs) son quizds hoy en dia las células
regulatorias mds estudiadas. Desde la década del “70 hubo evidencia de que existian
células CD4" capaces de suprimir la autoinmunidad en animales con timectomia neonatal o

. 259262
enfermedades autoinmunes espontineas 59-262

En la busqueda de un marcador de
superficie que definiera més especificamente a estas células CD4" con propiedades
inmunorregulatorias, Sakaguchi y colaboradores™ describieron en 1995 una poblacién 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 poblacién existe en forma
natural en el ratén, en ausencia de cualquier tipo de enfermedad o afecciéon. Por este
motivo son frecuentemente llamadas células T CD4*CD25" regulatorias naturales (aunque,
como se explicard mds adelante, se ha sugerido que existen células CD4'CD25"
adaptativas o inducidas). Se ha identificado una poblacién con fenotipo similar en

263,264
humanos .

Estas células poseen potentes funciones regulatorias de la respuesta inmune tanto in

. . ... 255,26
vivo CcOomo in Vvitro 55,265

. En cultivo, las células CD4"CD25" murinas suprimen la
proliferacién de células T CD4*CD25 o CD8"%. En un principio se determiné que las
células CD4"CD25" tienen un papel importante en la supresion de respuestas autoinmunes
a través de la inhibicion de las células T autorreactivas. Por ejemplo, la inyeccion de
células T CD4"CD25 en ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) induce
colitis, mientras que la co-inyeccién junto con células CD4*CD25" previene la inflamacién
intestinal. Posteriormente se encontré que las células CD4*CD25" también participan en el
control negativo de otros procesos como alergias, respuestas inmunes antitumorales,

. . . 265,267-270
respuestas inmunes a agentes infecciosos y rechazo a transplantes*®> :

Existen numerosos reportes de células CD4"CD25” con propiedades regulatorias en
individuos sanos®’'. Esto implica que las células regulatorias CD4" naturales no estin

necesariamente confinadas a la poblacion CD4*CD25%%.

A lo largo de este trabajo utilizaremos el término ‘“Treg” para denominar a

células T CD4"CD25" con fenotipo regulatorio Foxp3* (ver siguiente punto).
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Fenotipo de las células CD4*CD25" regulatorias naturales

La molécula CD25 es la cadena o del receptor de IL-2 y su expresion resulta en la
conformacién de un receptor de alta afinidad”’*>. CD25 ha sido un buen marcador para
identificar a las células CD4" regulatorias de origen timico. Sin embargo, la activacién de
células T virgenes induce la expresién transiente de CD25%7", 1o cual sugiere que CD25
no serfa el marcador 6ptimo. En un ratén normal, las células CD4"'CD25" son una
poblacién que constituye el 5-10% de las células CD4" y es facilmente distinguible de la
poblacién CD4*CD25". Por lo tanto el aislamiento de células regulatorias CD4"CD25" de
ratén no presenta un problema a menos que el animal se encuentre atravesando un estado
activacion inmunoldgica. En humanos, en cambio, aproximadamente el 30% de las células
CD4* expresan CD25. La mayoria expresa CD25 con intensidad baja o media (CD25™) y
s6lo de un 1 a un 3% lo expresan con una intensidad alta (CD25high)277. Estudios in vitro

8

high . . 27
5"#" la que posee propiedades inmunosupresoras”'".

demostraron que es la poblaciéon CD2
Las células CD4*CD25™ son consideradas células de memoria generadas luego del

encuentro con un antigeno.

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 CD45RB™, 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
expresion y naturaleza constitutiva los transforma en utiles herramientas para el
aislamiento y estudio de dichas células. El nivel de expresion de estas moléculas puede

. . . 281,282
aumentar en las células Treg ante determinados estimulos 81.282

En la actualidad, el marcador més selectivo de las células regulatorias CD4"CD25"
es el factor de transcripcion Foxp3. El gen de Foxp3 fue identificado por clonado
posicional como el gen defectuoso en los ratones mutantes Scurfy285. Estos ratones
presentan una mutacion 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 hiperactivacién de células T CD4" y produccién espontdnea de

citoquina5286. Mis tarde se demostré que mutaciones en el gen del Foxp3 humano
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(FOXP3) son las causantes del sindrome de inmunodeficiencia ligado al cromosoma X,
IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome),
asociado con enfermedad autoinmune en miultiples 6rganos, enfermedad inflamatoria
intestinal, alergia severa incluyendo dermatitis atopica y alergia a alimentos, e infeccion

fatal®’.

Estudios recientes revelaron el rol especifico de Foxp3 en el desarrollo y funcién de
las células regulatorias naturales CD4*CD25"2**%! Varios grupos determinaron
simultdneamente que Foxp3 se expresa predominantemente en la poblacién CD4"CD25"
periférica y la poblacién de timocitos CD4'CD25'CDS8’, mientras que no se detecta

expresion alguna otros timocitos/células T y células B.

Inicialmente se propuso que sélo las células CD4'CD25" expresaban Foxp3
mientras que en otras subpoblaciones T la expresion no era detectable. Sin embargo, un
creciente numero de trabajos demuestra que una fraccion de la poblacion
CD4*CD45RB""CD25 en el ratén normal naive tiene una expresién intermedia de Foxp3
y presenta actividad regulatoria in vitro e in vivo™ >**_ Utilizando un alelo knock-in de
Foxp3 consistente en una fusién (en marco de lectura) de Foxp3 con la proteina

fluorescente verde (green fluorescent protein-GFP)>”

, se demostré6 que Foxp3 es
expresado predominantemente por células T TCRo3"CD4", y que existe una subpoblacién
CD4" con expresién baja o nula de CD25 que también expresa Foxp3. La proporcién de
células Foxp3™ que son CD25" y CD25 varia segiin el tejido u érgano analizado. Se
determiné ademas que la expresion de Foxp3 correlaciona con la actividad supresora

de las células, independientemente de la expresion de CD25.

Estudios genéticos y funcionales en el ratén han determinado que la expresion de
Foxp3 constituye un buen marcador de las células CD4"CD25" regulatorias. Ademas de la
correlacion entre la expresion de Foxp3 y la actividad regulatoria de las células
CD4"CD25", se ha reportado recientemente la capacidad de Foxp3 para reprogramar la
funcién de las CD4"2**2% La transduccién retroviral o expresién transgénica de Foxp3 en
células T CD4"CD25 o CDS8" las convierte fenotipica y funcionalmente en células
similares a las Tregs naturales; por ejemplo, las células CD4"CD25 transducidas con
Foxp3 pueden suprimir la proliferaciéon de otras células T in vitro como asi también el

288-290

desarrollo de enfermedades autoinmunes in vivo . La transduccion de Foxp3 también
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suprime la produccién de IL-2 (las células CD4"CD25" se caracterizan por su incapacidad
para producir IL-2) e induce la expresion de moléculas asociadas a las Tregs, como CD25,
CTLA-4y GITR?®. Foxp3 parece ser un “gen maestro de control” para el desarrollo y/o

funcion de las Tregs naturales CD4"CD25".

Asi como la expresion ectdpica de Foxp3 induce funcidn regulatoria, la falta de

Foxp3 ha sido correlacionada con una falta de Tregs”***%*

, mostrando la importancia de
Foxp3 en el desarrollo de estas células. Una delecién condicional de Foxp3 en las células
CD4" genera una enfermedad linfoproliferativa indistinguible de la observada en los
ratones scurfy””>. En experimentos con quimeras de médula Gsea se demostré que sélo la
médula 6sea de un animal normal y no la de uno Foxp3” es capaz de regenerar el
compartimiento CD4*CD25", demostrando el rol critico de Foxp3 en la determinacién del
linaje de las Tregs y que este rol es intrinseco de las células regulatorias™®. Estos

resultados indican que, en el raton, Foxp3 seria necesario y suficiente para el desarrollo

y funcion de las Tregs.

Los factores que afectan la expresiéon de Foxp3 no han sido determinados ain en
forma concluyente. La mayor dificultad radica en que aquellos factores que afectan la
expresion de Foxp3 también afectan a la supervivencia y expansion de las células
CD4"CD25" regulatorias. Entre estos factores se encuentran la IL-2, CD28 y TGF—[3296.
Fontenot y colaboradores han demostrado con su modelo de knock-in®*> que la expresién

timica de Foxp3 es absolutamente dependiente de la interaccion TCR-MHC.

El rol de TGF-f en el proceso de diferenciacion de células regulatorias en el ratén
es controversial. Los experimentos realizados por varios autores fueron criticados por
utilizar concentraciones suprafisioldgicas de este factor y porque esta citoquina puede
inhibir el efecto proliferativo de la IL-2 en células T convencionales, favoreciendo la

1 £ £ : 2 7
expansion de células Foxp3® en el cultivo ?

. Los datos de experimentos in vivo con
animales knock out para TGF-3 o sus receptores arrojaron datos contradictorios. Algunos
mostraron que el TGF-f es indispensable para la funcion y expansion de las Tregs y otros

que es completamente prescindible.
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Induccion de Foxp3 en células CD4"CD25

La estimulacién (policlonal o antigeno especifica) de células CD4*CD25 humanas
induce la expresién de FOXP3*'?*%%° Estos resultados sugieren que, en humanos,
FOXP3 se comporta como un gen inducido por activacion en células CD4". Adn no se ha
determinado en forma concluyente si la expresion inducida de FOXP3 conduce a la
generacion de células regulatorias. Algunos autores mostraron que las células
CD4"CD25"FOXP3" obtenidas a partir de CD4"CD25 FOXP3™ humanas por estimulacién
in vitro poseen capacidad supresora291’300. Sin embargo, Gavin y colaboradores han
demostrado que la expresion de FOXP3 inducida por activaciéon en células humanas es

transiente y no induce un fenotipo regulatorio™ .

La generacion de células Foxp3™ con fenotipo regulatorio a partir de células Foxp3’
de ratén también estd muy discutida. Mientras que algunos grupos demostraron que no se
puede inducir la expresién de Foxp3 en células CD4*CD25 murinas®®***, otros han
demostrado que el cultivo in vitro de células CD4"CD25" con un cocktail de TGF-B, IL-2 y
estimulacién del TCR y CD28 conduce a la inducciéon de Foxp3 y la adquisiciéon de

L 302-304
actividad supresora

. Utilizando células T transgénicas para un TCR, se ha observado
que la presentacion del antigeno correspondiente en cantidades subinmunogénicas induce

la conversién in vivo de células naive Foxp3™ en células regulatorias Foxp3+**.

Activacion de células regulatorias CD4*CD25"

Las células CD4"CD25" purificadas de un individuo normal no tienen la capacidad
de suprimir respuestas T y sélo ejercen su funcién inhibitoria luego de la estimulacion a
través del TCR*’. Tanto la estimulacién policlonal como la antigeno especifica activa a las
CD4"CD25" e induce su funcién supresora in vitro, mientras que antigenos no reconocidos
por el TCR no lo hacen®”~*. Las células CD4*CD25" son muy sensibles a la estimulacién
por un antigeno y son supresoras a dosis antigénicas de 10 a 100 veces menores que las
requeridas para la activacién de las células T CD257%. Tienen un repertorio de TCRs muy
diverso, por lo cual son capaces de responder a una gran variedad de antigenos, incluyendo

. . : . s . 263,271,307,308
antigenos microbianos, alimenticios y propios™ "7,
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Se habia descripto que una caracteristica distintiva de las células CD4"CD25" era
su falta de respuesta proliferativa ante la activaciéon del TCR o la estimulacién con
anticuerpos mitogénicos. Por este motivo, a estas células se les atribuyé un fenotipo
anérgico, aunque luego se ha demostrado que existe proliferacion de las mismas in vivo

Le . 309-312 292,313,314
(homeostatica o 92313,

136,240,242,243

e inducida por antigenos ) y que se pueden expandir in

vitro . En general, se considera que las células CD4"CD25" no producen IL-2 in
vitro y dependen de IL-2 exégena’ ™. Se ha demostrado que la IL-2 es indispensable
para mantener la homeostasis periférica y la funcién supresora de las Tregs in vivo, aunque

.. . . . e . 309,317
la actividad de esta citoquina no seria imprescindible durante su desarrollo en el timo 0317,

Sefiales coestimulatorias e inhibitorias para la activacion de las células CD4*CD25"

La activacion de las células CD4"CD25" regulatorias requiere dos sefales: una a
través del TCR y otra sefial coestimulatoria presentada por las APCs. Se han estudiado
diversas moléculas de membrana expresadas por las células CD4"CD25" involucradas en
la deteccion de la sefal coestimulatoria, entre las que se encuentran CD28, CTLA-4 y

GITR.

Las sefiales a través de CD28 serfan criticas para la generacion timica de células
CD4"CD25" regulatorias, asf como también para su supervivencia y auto-renovacién en la
periferia®'®. Por otro lado, la estimulacién de las Tregs a través de CD28 in vitro atenta su
capacidad supresora y estimula su proliferacion. Las DCs maduras CD86™" estimulan la
proliferacion de estas células, sugiriendo que las DCs activadas no sélo activan a células T
naive sino que a la vez disminuyen la supresion mediada por las Tregs, haciendo mas

efectiva la respuesta inmune>'®.

Las células regulatorias naturales CD4"CD25" expresan la molécula CTLA-4,
mientras que las células T CD4'CD25 efectoras la expresan sélo luego de su
activacién®™"?**"°  Ademds de mediar en forma directa la supresién ejercida por las
células CD4"CD25" (ver mas adelante), se ha postulado que en estas células la molécula

- . . . . ., 31
CTLA-4 transduce una sefial coestimulatoria que las activa para ejercer la supresion 8

La molécula GITR es expresada por las células Treg en forma constitutiva®>=**,

Otras células, como células T, células B, DCs y macréfagos muestran baja expresion de
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283,284 .
“*". El entrecruzamiento de los

GITR, pero ésta se ve aumentada luego de la activacion
receptores GITR de las Tregs, junto con la estimulacién a través de su TCR, inhibe la
actividad supresora de estas células y dispara su proliferacién en presencia de IL-22%%2%,
Se ha sugerido que la inhibicién de la supresién podria ocurrir por la sefalizacién a través
de GITR expresado por las Tregs (es decir, por inhibicién directa de la actividad
regulatoria de estas células)®™® o por la sefializacién a través de GITR expresado por las
células T activadas®?’. En este caso, la unién de GITR a su ligando induciria un aumento en
el umbral de permisividad de las células activadas para ser blanco de la supresion. El
ligando de GITR, GITR-L, es una molécula de membrana expresada por CPAs en reposo y
su expresion disminuye por activacion a través del receptor B, CD40 y diferentes
TLRs*7**%322 La modulacién de la expresién de GITR-L durante la maduracién de las
DCs contribuiria al control de la activacién inmune y la tolerancia por parte de estas

. 29731
células®’18,

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 TLR4 ", La estimulacién in vitro de estas células
a través del TLR4 con una alta concentracién de LPS induce su proliferacion, prolonga su
supervivencia y aumenta su capacidad supresora, incluso en ausencia de CPAs, indicando
que el LPS actia directamente sobre el TLR4 de las CD4*CD25*"%°. Por otro lado, se ha
descripto que la estimulacién de DCs con ligandos de TLRs induce la producciéon de
citoquinas (en particular IL-6) que generan en las células T naive resistencia a la supresion
mediada por las células CD4*CD25%'%. Ademis, la falta de respuesta primaria de células T
CD4" observada al inocular un ratén con DCs knock-out para MyD88 puede ser revertida
con la deplecién de células CD4*CD25%*%. Aunque los efectos del LPS sobre la respuesta
inmune parecen oponerse (maduraciéon de DCs e induccidon de respuesta adaptativa versus
activacion de células regulatorias que suprimen la respuesta), las concentraciones de LPS
que causan estos efectos son distintas, siendo mucho mads alta la cantidad de LPS que se
necesita para observar un efecto sobre las Tregs que la requerida para activar a las
DCs'*'%. Se ha hipotetizado que en una infeccién con bacterias Gram-negativas la

estimulacion con LPS dispararia al comienzo la maduracién de las DCs y la consecuente
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activacion, expansion y diferenciacion de células T antigeno especificas. En el caso de
producirse grandes cantidades de LPS, éste activaria a las Tregs, evitdndose asi el
desarrollo de una inmunopatologia local o sistémica (como el shock séptico) que podria
desencadenarse en presencia de una gran cantidad de citoquinas proinflamatorias®>*. Se ha
demostrado que la IL-10 producida por Tregs activadas puede suprimir la activacién de

. - . . . 26
macré6fagos y la produccién de citoquinas por los mismos %,

Otros TLRs también estan involucrados en la biologia de las Tregs. La estimulacién
de células regulatorias CD4"CD25" con un ligando del TLR2 en combinacién con un
estimulo del TCR aumenta la proliferacion de estas células in vivo e in vitro, pero produce
en las mismas una pérdida temporal del fenotipo supresor®*®**’. También se ha demostrado
que ligandos sintéticos y naturales del TLRS8 pueden revertir la funcién supresora de las

325
Tregs™.

Mecanismos de accion y células blanco

Una vez que las Tregs han sido activadas, inhiben la produccién de IL-2 en las
células T y suprimen la proliferacién y la produccién de citoquinas en células T CD4" y
CD8" en forma alntl’geno—independientezc”(’’3 05.306.326 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 killer*** 332732,

Numerosos trabajos han estudiado los mecanismos de inmunosupresion utilizados
por las células CD4*CD25" para regular la actividad de las células T**". Sin embargo, no se
ha encontrado un tinico modo de accién regulatoria de estas células. En particular, existen

importantes diferencias entre los mecanismos descriptos in vitro € in vivo.

La mayoria de los estudios in vitro han concluido que la supresién mediada por
células CD4"CD25" tanto murinas como humanas se da a través de un mecanismo
dependiente del contacto célula-célula. La supresion in vifro no es bloqueada por
anticuerpos neutralizantes contra IL-4, IL-10 o TGF-B. Por otro lado, las células
CD4"CD25" son incapaces de ejercer su funcién regulatoria cuando estan separadas de las

células blanco por una membrana permeable que impide el contacto entre células pero no
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204303306~ Notablemente, células Treg CD25* humanas

el pasaje de moléculas proteicas
fijadas con paraformaldehido mantienen su funcién supresora, siempre y cuando hayan
sido activadas antes de la fijacién®'”*%. La molécula de superficie CTLA-4 expresada por
las células CD4"CD25" cumple un rol importante en la inhibicién por contacto célula-
célula. Se han descripto dos mecanismos inhibitorios en los que participa CTLA-4. Uno
involucra la unién de CTLA-4 a CD80 y CD86 expresados por las células T blanco, lo cual
conduciria una sefial inhibitoria hacia el interior de estas células™. El segundo mecanismo
seria la interaccion de CTLA-4 con CD80 y CD86 expresados por las DCs, resultando en
la induccién de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDOY**, que provoca una
disminucién en la disponibilidad de triptofano y una consecuente disminuciéon de la
activacién de células T??. Se ha postulado que otro mecanismo de supresion in vitro seria
por actividad citolitica (dependiente de granzima A y perforina) de las células CD4"CD25"

Foxp3*¥.

En cuanto a la participacion de TGF-B en ensayos de supresion 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
Treg’™, otros sugieren que el TGF-B de membrana expresado por las células CD4*CD25*
es esencial para inhibicion por contacto célula-célula®®. Respecto al rol de TGF-f in vivo,
se ha demostrado que esta citoquina es necesaria para la supresién de células CD8"
(involucradas en autoinmunidad o rechazo de tumores) por las células CD4"CD25". No
estd claro si en estos casos el TGF- es producido por las Tregs o por otras células como

por ejemplo CPAs.

La supresion 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
efectoras®®>%. Sin embargo los estudios in vitro no descartan que la inhibicién de la
proliferacion se deba al consumo de IL-2 por las Tregs337. Estas presentan una mayor
expresion del receptor de IL-2 (CD25), por lo cual competirian 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 actuarian principalmente regulando
los niveles de produccién de IL-2 in vitro, no se ha demostrado que éste sea el Unico

mecanismo in vivo. El hecho de que las células CD4*CD25" pueden suprimir la respuesta
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autoinmune en ratones deficientes en IL-2R descarta la posibilidad de que la competencia
por IL-2 o la inhibicién de la transcripcion del gen de IL-2 representen mecanismos
esenciales de supresion por las Tregs in vivo, indicando que existen otros blancos afectados

por estas células™*>*.

Uno de los mecanismos de supresion de las células CD4"CD25" regulatorias in vivo

es la produccién de IL-10. Se ha demostrado que estas células producen IL-10 in vivo >>*

y se ha establecido que la secrecién de IL-10 es necesaria para generar supresién "=,

Otros autores han demostrado que en algunos casos la supresion in vivo es independiente
315,344 . ( . .

de 1a IL-10°"**. Se ha sugerido que las células CD4"CD25" regulatorias pueden ejercer su

funcion a través de diversos mecanismos, dependiendo en cada caso del microambiente en

el cual las células supresoras fueron activadas™".

Se ha postulado otro mecanismo de supresién in vivo, denominado ‘“‘tolerancia
infecciosa”, mediante el cual las Tregs generarian un medio en el cual algunas células
efectoras se convertirian en células supresoras®”. Otro modelo de tolerancia infecciosa
sugiere que algunas células CD4"CD25 pueden ser inducidas por células CD4"CD25" a
secretar TGF-B y/o IL-1072,

La especificidad antigénica de las Tregs es ain un punto controversial. En base a la
expresion de diversos segmentos de las cadenas o y B del TCR, se sabe que tanto las Tregs
murinas como las humanas poseen un variado repertorio de TCRs, al igual que las células
CD4*CD257%34637 15 cual permite predecir que reconocerian una amplia variedad de
antigenos. En un principio se habia postulado que las Tregs reconocian principalmente
antigenos propios, aunque en la actualidad no estd claro si los TCRs que reconocen
autoantigenos estdn mds representados dentro de la poblacién de células CD4'CD25"
regulatorias®’. Un trabajo reciente ha demostrado que durante la infeccién crénica con
Leishmania major se produce una acumulacién de Tregs que reconocen especificamente al
patégeno, demostrando que las Tregs también pueden reconocer antigenos no propios348.
En relacion 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 activacion previa a través del TCR pero que, una vez activadas, las Tregs

238,305,326,349 Varios

son capaces de suprimir células T con otras especificidades trabajos

indican que las Tregs antigeno-especificas son mds eficaces para ejercer su funcién
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241,297,350,351 . .
supresora” 97350351 aunque no se ha determinado si esto se debe a que estas Tregs son

activadas preferencialmente o a que actian selectivamente sobre las células T especificas

para el mismo antigeno.

El andlisis de la supresion 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 migracién y homing de las Tregs deben ser similares a los de las
células T efectoras para permitir una interaccion efectiva cuando estdn respondiendo a

ligandos presentados por las CPAs en el mismo microambiente™".

En un ratén naive, las células CD4'CD25" regulatorias de periferia expresan
CD62L (L-selectina) y aparentemente recirculan de sangre a linfa al igual que las células T
virgenes. Luego de la estimulacién antigénica las Treg migran a los ganglios drenantes del
antigeno donde se acumulan y proliferan estimuladas por la unién de ligandos agonistas a

sus TCRs**0?14392353 Egto permitirfa una supresion efectiva de la respuesta inmune local.

Dos trabajos recientes han estudiado por técnicas complejas de microscopia los

3034 utilizando Tregs y células T no

mecanismos ejercidos por las Tregs in vivo
regulatorias, expresando ambas poblaciones un TCR transgénico. Los autores demostraron
que las Tregs inhiben el arresto en la migracion de las células naive inducido normalmente
por el antigeno. En ausencia de las Tregs, las células T disminuyen su motilidad en
respuesta al antigeno, y los contactos entre las células T y DCs cargadas con antigeno son
de mayor duracién. Células CD4"CD25" policlonales también son capaces de disminuir el
arresto de células activadas inducido por el antigeno, aunque en menor grado que las Tregs

que expresan un TCR especifico. Ademads, sélo 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 estimulacién 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 funcién supresora’®~">**°. Por lo tanto, la capacidad regulatoria de las
Tregs no esta restringida a la inhibicion de la proliferacién inicial de las células efectoras
en Organos linfiticos secundarios, sino que también involucra la supresion de células

activadas en los tejidos inflamados. La capacidad de las Tregs de expandirse y migrar en
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respuesta al antigeno constituiria entonces un mecanismo esencial para la regulacién de

varias etapas de la respuesta inmune.
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Ratones

Todos los animales fueron criados en los bioterios de la Division Medicina
Experimental de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires. Se utilizaron ratones
de las cepas BALB/c, C3H/HeN, C3H/Hel (TIr4™*“/TIr4"**?), C.C3H Tir4""** (BALB/c
congénicos para la mutacién en TLR4 de la cepa C3H/HeJ)”’, C57BL/6 y TLR2 knock
out (TLR27)**® en background C57BL/6.

Purificacion 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 describié previamente®®. 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,
conservandose el sobrenadante. Luego se precipit6 el virus por ultracentrifugaciéon 1 hora a
21000 rpm (rotor SW50.1), a 4°C, y se resuspendio el pellet en buffer fosfato (PBS). Esta
preparacion se colocé sobre un gradiente de sacarosa 0-60% y se centrifugd 1 hora a 32000
rpm (rotor SW50.1), a 4°C. Se recuperé la banda correspondiente al virus y se realizé un
lavado con PBS, 1 hora a 32000 rpm (rotor SW50.1), a 4°C. El virus obtenido de cada
tumor (~800 mg) se resuspendié en un volumen final de 600 ul de PBS. Distintas
diluciones de la preparacion viral se probaron tanto in vivo, para determinar si inducian
activacion temprana de células B y activacion dependiente del superantigeno67, como in
vitro, sobre células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDCs) de ratones C3H/HeN.
La mayor dilucién con la cual se obtuvo la mdxima activacion 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 inactivacion 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 (citometria de flujo, extraccién de acidos nucleicos,
separacion magnética de células) se extrajeron placas de Peyer, bazos o ganglios linfaticos
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 determiné la
viabilidad por el método de exclusiéon de Azul Tripdn, requiriéndose un minimo de 90% de

células vivas.

Las suspensiones de células mononucleares de bazo se sembraron de 5 a 20 x 10°
células/ml en volimenes de 0,5 a 1,5 ml sobre 1 ml de Ficoll-Triyosom. Las mismas se
centrifugaron a 2000 rpm (aceleracién rapida 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 andlisis citofluorométricos la

suspension final de las mismas se hizo en medio RPMI 1640 sin rojo fenol.

Tolerizaciones in vivo

Se tolerizaron ratones BALB/c adultos durante 3 dias por via subcutdnea en la
almohadilla plantar con LPS de Escherichia coli 0111:B4 (Sigma, St. Louis, MO) (2
png/dia) o PGN de S. aureus (5 pg/dia) (Fluka, Buchs, Suiza). El grupo control fue tratado
con solucién fisioldgica. Un dia después de finalizada la tolerizacion los ratones se
desafiaron, por la misma via, con dosis estimulatorias de LPS (20 pg) o PGN (20 pg), para
comprobar la eficacia del protocolo para generar tolerancia a LPS y PGN, respectivamente.
Luego de 90 minutos se extrajeron los ganglios popliteos drenantes y se midi6 la expresion

de las citoquinas TNF-a e IL-6 por RT-PCR.

Desafio con MMTYV in vivo

Un dia después de la tolerizacion los ratones fueron desafiados en la almohadilla
plantar (subcutdneo) con leche de hembras BALB/c libres de MMTYV o infectadas con el

virus MMTV(LA) (alternativamente, se utiliz6 virus purificado de tumores y PBS como
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control). A los tiempos indicados se extrajo el ganglio popliteo drenante de la inoculacién

para los estudios por citometria de flujo, PCR o RT-PCR

Experimentos de trafico en animales tolerizados

Un dia después de la tolerizacion los ratones fueron desafiados con MMTYV en la
almohadilla plantar e inoculados simultineamente por via 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
inoculacién viral y se obtuvo una suspension celular que fue marcada con los anticuerpos
anti-B220-PE y anti-CD44-Cy. Luego se determiné por citometria de flujo el porcentaje de
células virgenes en las células B220" que migraron al ganglio drenante como el porcentaje

de células B220*CFSE* que expresaban CD44"°" (% CD44'"/B220*CFSE")

Marcacion con CFSE

El siguiente protocolo se utiliz6 para marcar células para los experimentos de
tréfico in vivo y para los experimentos de cultivo mixto linfocitario. Las células (1 x 10’
c€lulas/ml) se resuspendieron en PBS con 0,3% de seroalbimina bovina (BSA) (Gibco,
NY, USA) y se incubaron con 5, 6 carboxifluorescein diacetato succinimidil éster (CFSE)
(Molecular probes, Eugene, OR, USA), 5-10 uM, 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 eliminacién del CFSE residual. Por
citometria de flujo se determind que la marca de las células fuera homogénea y con una

intensidad media de fluorescencia de 10°.

Citometria de flujo

En todos los casos se realizaron marcaciones directas, con anticuerpos conjugados a
los fluorocromos fluoresceina (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-VB6 (clon RR4-7); anti-
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VB10 (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): IgG de rata (clon R3-34), IgG; de rata (clon R35-95), IgG1 de hamster
(clon G235-2356), IgG, de hamster (clon B81-3).

Marcacion de superficie: Se utilizaron protocolos de marcacién similares tanto para
células derivadas de cultivos in vitro como para células frescas obtenidas de 6rganos de
rat6n. Para realizar la marcacién se obtuvieron suspensiones celulares de entre 1 x 10° y 1
x 10° células/ml. Para la incubacién con anticuerpos y para los lavados se utilizé un buffer
de marcacién compuesto por RPMI sin rojo fenol, azida sédica (0,1%) y SBF (3 %). En el
caso de las BMDC:s, 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 unién no especifica de anticuerpos. Las células se incubaron con 1 pug de
anticuerpo/ 10° células durante 30-45 minutos, a 4°C y en oscuridad. Luego se realizaron
dos lavados con el buffer de marcacién y finalmente las células se fijaron en PBS-
paraformaldehido 0,5%, conservandose a 4°C y oscuridad hasta el momento de la

adquisicion.

Marcacion intracelular: Para la medicion de CTLA-4, IL-10 y Foxp3 se realizaron
marcaciones intracelulares. En el caso de CTLA-4 e IL-10 se utiliz6 el kit de marcacion
intracelular Cytofix/Cytoperm (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA) y en el caso de
Foxp3 el kit marcacion 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 dltimo paso
de fijacion. A partir de aqui se siguieron las instrucciones del fabricante, tratando a las
células con la solucién de fijacién y luego con la solucién de permeabilizacion del kit
correspondiente. Se incubaron las células resuspendidas en la solucién de permeabilizacion
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 solucién de permeabilizacién y se

adquirieron las células en el citémetro de flujo.
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En todos los casos, las células fueron adquiridas en un citémetro de flujo FACScan
(Becton Dickinson, Mountain View, California, USA). Las células muertas fueron
excluidas basdndose en los pardmetros de tamafio y complejidad. Los resultados se
analizaron utilizando el programa Cell Quest (Becton Dickinson Immunocytometry

Systems), restando los valores de los controles de isotipo.

Proliferacion con ioduro de propidio (IP)

Se purificaron células CD4" de las PPs mediante separacién magnética (ver mas
adelante). Las células se marcaron con un anticuerpo anti-CD25 conjugado a FITC
utilizando el protocolo de marcaciéon de superficie ya mencionado, exceptuando el dltimo
paso de fijacién. Las células fueron lavadas con PBS (sin Ca®* ni Mg™) frio y fijadas en 1
ml de etanol 70%, luego se guardaron a 4°C en oscuridad un minimo de 18 horas. Las
células fueron lavadas y resuspendidas en 500 pl de solucién de tinciéon (1mg/ml RNasa A
(Sigma), 20 pg/ml ioduro de propidio (IP) (Sigma) en PBS conteniendo 1g/l glucosa) e
incubadas por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Se adquirieron 30.000 eventos utilizando un
citometro de fluyjo FACScan. El IP se intercala entre las bases del ADN y permite
discriminar entre las células que estdn en proceso de sintesis o han duplicado su contenido
de ADN, de aquellas que no se estdn dividiendo o han perdido parte de su contenido de

ADN al entrar en el proceso de apoptosis.

Extraccion de ADN

Las muestras de tejido o suspensiones celulares se guardaron a -70° C hasta el
momento de la extraccién del ADN. Esta se realizé utilizando el kit de purificacién de
ADN Wizard Genomic Purification (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La concentracién del ADN fue determinada por medio de la medicién de absorbancia a
260 nm utilizando un espectrofotémetro. Su calidad se estimé a través de la relaciéon de
absorbancias 260/280 nm utilizando solamente aquellas muestras cuya relacion se encontrd

entre 1,7y 1,9.
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Extraccion 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), segin indica su
protocolo. Luego de disolverlo en agua libre de RNAsas, la concentracién del ARN se
determiné por la medicién de absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotémetro. Su
calidad se estimé en geles de agarosa tefiiddos con bromuro de etidio para visualizar los
ARN ribosomales y a través de la relacion de absorbancias 260/280 nm, utilizando aquellas

muestras cuya relacion se encontr6 entre 1,7 y 1,9.

PCR

Para los ensayos de PCR para medir niveles de infeccion con el MMTV(LA) se
parti6 de 0,5-1 ug 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
UM cada uno), MgCl, (1,5 mM), Taq polimerasa (2 U/50 ul), buffer de reacciéon para Taq
polimerasa (1X), y agua libre de nucleasas para llevar a un volumen de 50 pl. Las muestras
se cubrieron con aceite mineral (Promega, Madison, WI, USA) y se realizdé la
amplificacion con un ciclador MJ Research PTC 100. Se utilizaron primers especificos
para detectar integracion viral de la variante MMTV(LA) y el gen de B-actina (Tabla I).
Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos

con bromuro de etidio.

Para encontrar el niimero de ciclos de amplificacién indicado para cada producto a
estudiar, se realiz6 una curva con cada par de primers a utilizar. Se grafic6 en base
semilogaritmica ndmero de ciclos versus producto amplificado. Se eligié un rango de
ciclos de manera tal que el producto quede comprendido dentro de la fase lineal de la curva

de amplificacion.

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 pug de ARN total, se agregaron los siguientes
reactivos del kit a cada tubo de reaccidn, en las concentraciones finales indicadas entre
paréntesis: buffer de reaccion AMV/Tfl (1X), dNTPs (0,2 mM), MgSOy4 (1 mM), primers
(1 uM cada uno), transcriptasa reversa AMV (5 U/50 ul), ADN polimerasa Tfl (5 U/50ul),
agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 50 ul y 1 gota de aceite mineral
para evitar la evaporacion de las muestras en el termociclador. A continuacion se realizé la
retrotranscripcion y la amplificacion por PCR sin retirar los tubos del termociclador. Las
condiciones de tiempo y temperatura utilizadas fueron: 45°C, 45 minutos
(retrotranscripcion); 94°C, 2 minutos (inactivacion AMV RT y desnaturalizacién de
ARN/cDNA/primer); y luego las condiciones de amplificacion correspondientes a cada par

de primers, indicadas en la Tabla 1.

En otros casos se realiz6 la RT-PCR en pasos sucesivos de retrotranscripcion y posterior
PCR. Para la retrotranscripcion se partié de 1-2 pg de ARN a los cuales se agregaron los
siguientes reactivos en las concentraciones finales indicadas entre paréntesis: oligo(dT)»g
(25 pg/ml), dNTPs (1 mM), buffer de sintesis para AMV (1X), DTT (5 uM), acetato de
magnesio (4 mM), RNAsin (Promega) (40 U/20 ul), retrotranscriptasa de AMV
(Invitrogen) (15 U/20 ul), agua libre de nucleasas para completar el volumen a 20 pl. La
retrotranscripcion se realizé a 45°C, 50 minutos. El cDNA (1-2 pl, tomando cantidades
iguales de las muestras a comparar) se utilizé para realizar una reaccién de PCR como se
describié previamente. En la tabla I se detallan las secuencias de los pares de primers

utilizados en los ensayos de RT-PCR vy 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 desnaturalizacién inicial (94°C, 4 minutos) y seguido de una
elongacién final (72°C, 7 minutos). El numero de ciclos se ajustd para cada tipo de muestra como se

explicé en el texto.

Primers Desnaturali- | Aparea- | Elongacién
zacion miento
. 5' TCATGAAGTGTGACGTTGACATC 3° 94°C 57°C 72°C
-actina
5'CCTAGAAGCATTTGCGGTGCAACGATG3 |  45seg | 40seg | 1 min
5' TCTCATCAGTTCTATGGCCC 3° 94°C 56°C 72°C
TNF-o,
5' GGGAGTAGACAAGGTACAAC 3° 45seg | 1min | 1min
L6 5' TTCCTCTCTGCAAGAGACT 3 94°C 56°C 72°C
5' TGTATCTCTCTGAAGGACT 3 45seg | 1min | 1min
.10 5" AGAGCAAGGCAGTGGAGCAG 3° 94°C 60°C 72°C
5 GGGATGACAGTAGGGGAACC 3° 45seg | 45seg | 1min
CCL4 | 5* CCACAATAGCAGAGAAACAGCAAT 3 94°C 60°C 72°C
(MIP-1B) | 5"AACCCCGAGCAACACCATGAAG 3 45seg | 1min | 1min
CXCLI3 | 5* CCAGGCAGAATGAGGCTCAG 3° 94°C 60°C 72°C
(BLC) | 5* CTCAGCTCCTGCAGGATTGG 3° 45seg | 1min | 1min
CXCL10 | 5* CGCACCTCCACATAGCTTACAG 3° 94°C 57°C 72°C
(IP-10) | 5* CCTATCCTGCCCACGTGTTGAG 3° 45seg | 1min | 1min
* AATTCGGAGAACTCGACCTTCC 3° 94°C 56°C 72°C
MMTVLA) | 3 CGGAGAACTCGACCTTCC 3
5" CCCCCATGAGTATATTTGA 3 45seg | 40seg | 1min
Foxps | 3 CATTTGCCAGCAGTGGGTAG 3 94°C 60°C 72°C
5'CAGCTGCCTACAGTGCCCCTAG 3° 45seg | 45seg | 1min
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Generacion de células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDCs)

Las células dendriticas derivadas de médula 6sea se generaron segin el método
descripto por Lutz y colaboradores®®'. Los fémures y tibias de ratones de 2 meses fueron
removidos y se eliminaron los restos de musculos y tendones. Se colocaron los huesos en
etanol 70% por 2 minutos y luego se lavaron con PBS. Para obtener la médula désea se
cortaron ambos extremos de los huesos y se eluyé 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 2x10°
células/ml en 10 ml de RPMI con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina
100 pg/ml, 2-mercaptoetanol 50 uM y SBF 10% (medio R10) suplementado con 30% de
sobrenadante conteniendo factor de crecimiento de colonias de granulocitos y macréfagos
de raton (mGM-CSF) (obtenido de la linea J558 transfectada en forma estable con el
cDNA de mGM-CSF). Al dia 3 de cultivo se agregaron otros 10 ml de R10 suplementado
con mGM-CSF. A los dias 6 y 8 de cultivo se tomé la mitad del medio de la placa y se
centrifugo; luego el pellet se resuspendié en 10 ml de R10 con mGM-CSF y se colocaron
las células nuevamente en la misma placa. Al dia 10 se tomaron las células no adherentes,
se centrifugaron 8 minutos a 300xg y se resuspendieron en medio R10. Por citometria de

flujo se determiné que el 90% de estas células eran CD11c".

Estimulacion 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 citometria de flujo. Para los experimentos de bloqueo, la preparacion viral diluida fue
mezclada con una dilucién 1:10 de suero de cabra anti-MMTV o anti-gp52 (Quality
Biotech, Camden, NJ, USA). Para las pruebas de contaminacién con endotoxina, las
preparaciones de LPS o MMTYV 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 describi6 previamente.
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Tolerizacion de BMDCs

Se agregd LPS (10 ng/ml) a un cultivo de BMDCs de 9 dias. Luego de 20 horas las

células fueron incubadas con LPS o MMTYV como se describié previamente.

ELISA

La produccion de TNF-a., 11-6 e IL-12 fue detectada en el sobrenadante de BMDCs
luego de 18 hs de estimulacién 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 + desvio estandar de triplicados.

Ensayo de proteccion de RNAsa (RPA)

Se utilizé el kit Riboquant de BD-Biosciences siguiendo las instrucciones del
fabricante para analizar de 2,5 a 6 ug 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 expresion de citoquinas y mCK-5c para la expresion 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
cuantificacién, los niveles de los ARNm fueron normalizados con respecto a la expresion
de los genes L32 y GAPDH de cada muestra. Los datos fueron presentados como
incremento en la expresion de ARNm en las células estimuladas versus células sin

estimular (basal).

Separacion magnética de células

La purificacién de células (CD4", CD4"CD25" o CD4"CD25) se realizé utilizando
el sistema de separacidn con particulas magnéticas (Miltenyi Biotec, Alemania), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, se obtuvo una suspension celular del 6rgano
en el buffer de purificacion (PBS, SBF 3%, EDTA 2 mM). La purificacién de células

CD4" se realizé por seleccién negativa: la suspensién celular fue incubada con una mezcla
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de anticuerpos biotinilados anti-CD8a, CD11b, CD45R, CD49b y Ter-119 y luego con
particulas magnéticas conjugadas a un anticuerpo anti-biotina. Luego de un lavado la
suspension se aplicé a una columna de separacion LD (Miltenyi Biotec) colocada en un
magneto. Las células CD4" se recuperaron inmediatamente ya que no quedaron retenidas
en la columna. La separacién de células CD4'CD25" y CD4"CD25 se realizé por
seleccion positiva de las células CD25". Para esto la suspensién de células CD4" se incub6
con un anticuerpo anti-CD25 conjugado a PE y luego con particulas magnéticas
conjugadas a un anticuerpo anti-PE. Luego de un lavado la suspension se aplic6 a una
columna de separacion 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 purificacién. Todo el proceso se realizé en condiciones
de esterilidad. Se teste6 por citometria de flujo el grado de purificacion, el cual resultd

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 proliferacién durante el cultivo. El tratamiento
consisti6 en incubar 25 x 10° 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 eliminacion de mitomicina C.

Las células respondedoras se obtuvieron realizando una suspension celular a partir
de ganglios linfaticos de ratones BALB/c. Para algunos experimentos, a partir de esta
suspensién se purificaron células CD4"CD25 por separacién magnética. Las células
totales de ganglio o las células CD4"CD25  fueron marcadas con CFSE para seguir su

proliferacion in vitro.

El cultivo mixto linfocitario se realizé en placas de 96 pocillos con fondo en “U”.

Se utilizé el siguiente medio de cultivo: RPMI con L-glutamina 2 mM, penicilina 100
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U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, 2-mercaptoetanol 50 uM y SBF 10%. En cada pocillo se
colocaron 2 x 10° células presentadoras y 2 x 10° células respondedoras y un ndmero
variable de células CD4"CD25" o CD4"CD25" purificadas de las PPs, en un volumen final
de 200ul. Las células se incubaron a 37°C durante 3 dias y luego se recuperaron para su

andlisis por citometria de flujo.

PCR radiactiva

Se realiz6 una reacciéon de PCR como se describié previamente, a partir 500 ng de
ADN, agregando a la mezcla de reaccién ya mencionada deoxiadenosina 5’ trifosfato, (o
32P) (Perkin Elmer, Boston, MA, USA) en una concentraciéon de 0.5 puCi/reccion. 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
autorradiografica AGFA CP-BU.

Presentacion 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 andlisis citofluorométricos se representan

como el logaritmo de la fluorescencia de los marcadores respectivos.

Estadistica

Para analizar la significacién de los resultados se utiliz6 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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INFECCION CON MMTV EN RATONES ADULTOS TOLERIZADOS CON
LIGANDOS DE TLR4 Y TLR2

El MMTYV es un retrovirus que utiliza al sistema inmune del huésped para
establecer la infeccion. Se ha determinado que la interaccion entre el Sag viral y el TCR de
las células T reactivas al mismo cumple un papel importante en la relacion establecida
entre el virus y el sistema inmune. Sin embargo, el MMTV también podria influenciar la
respuesta inmune mediante otras interacciones. Se ha demostrado recientemente mediante
ensayos in vitro que la proteina gp52 de la envoltura viral es capaz de unirse al TLR4,
aunque aun no son claras las consecuencias de esta interaccion en el desarrollo de la

infeccion.

Para estudiar el rol de los TLRs en las primeras etapas de la infeccion por MMTV
utilizamos protocolos de tolerizaciéon inoculando ratones BALB/c adultos en forma
repetida con bajas concentraciones de ligandos de TLRs. La exposicién previa a LPS
inhibe la capacidad de diversos tipos celulares de responder a un nuevo desafio con este
compuesto. Este fendmeno se conoce con el nombre de tolerancia, hiporrespuesta o
refractariedad al LPS. Estudios recientes indican que el desarrollo del fenémeno de
tolerancia al LPS y otros compuestos bacterianos estd relacionado con la modulacién en

362 L
Ademads, numerosos

los niveles de expresion y/o en la via de sefializacion de los TLRs
trabajos han reportado el fendmeno de tolerancia cruzada, que consiste en la generacion de
un estado de refractariedad a un ligando de un determinado TLR mediante la exposicién
previa a un ligando de otro TLR*®. La tolerancia cruzada ocurre in vitro e in vivo ™ y se
produciria por la inactivacién de vias de sefializacion intracelular compartidas por ambos

TLRSSO’364’365.

Realizamos la tolerizacién 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 (inoculacién subcutdnea). 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 inoculaciéon de una dosis alta de estos compuestos en ratones control no tolerizados

indujo un aumento en la expresién de IL-6 y TNF-a en el ganglio popliteo drenante
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(Figura 1). En cambio, los aumentos en la expresion de estas citoquinas fueron totalmente

inhibidos por la tolerizacién previa con LPS o PGN (Figura 1).

A
1) Tolerizacién PBS PBS LPS LPS
2) Desafio PBS LPS PBS LPS
oy~ Proctina
B

1) Tolerizacion PBS PBS PGN PGN
2) Desafio PBS PGN PBS PGN

FIGURA 1. Generacion 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. Expresion de IL-6 y TNF-o 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 realiz6 3 veces con resultados similares.

Una vez establecido el modelo de tolerizacion, estudiamos el rol de TLR2 y TLR4
en la activacion 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 estudi6 la activacién de células B en el
ganglio popliteo drenante por citofluorometria (expresion del marcador de activacion
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 activacion B fue

significativamente menor (Figura 3) que la observada en los animales no tolerizados.
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FIGURA 2. Expresion del marcador de activacion temprana CD69 en linfocitos B de ratones
inoculados con MMTV(LA). Histograma representativo de la expresion de CD69 en células
B220+* a las 24 hs de la inoculacion del virus. (==): Ratén inoculado con MMTYV; (==): raton
control sin MMTV.

No tol- Sin MMTV

80 -
H No tol- Con MMTV

N 70 7 B Tol LPS- Sin MMTV
S 60 - B Tol PGN- Sin MMTV
250 B Tol LPS- Con MMTV
Q B Tol PGN-Con MMTV
& 40 -
[11]
5 a0 .
o
O 20-
*

10 -

0 ,

FIGURA 3. Expresion de CD69 en linfocitos B de ratones tolerizados con LPS o PGN y
desafiados con MMTV(LA). Los datos representan la media + desvio estdndar (n=4) del
porcentaje de células B220+ del ganglio drenante que expresan CD69 a las 24 hs de la
inoculacién del virus. * p<0,05 con respecto al grupo “no tolerizado-Con MMTV”".

Con el objeto de descartar la participacion de la respuesta al superantigeno viral en
la activacion temprana de las células B, se realizé el mismo experimento, pero utilizando
una variante de MMTV denominada TBLV, que posee una delecion en el gen sag que

impide su expresion. Como se observa en la Figura 4, el TBLV fue capaz de activar a las
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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).

18 1 B No tol- Sin TBLV
16 1 B No tol- Con TBLV
§ 14 1 O Tol LPS- Sin TBLV
@ 42 - B Tol LPS- Con TBLV
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FIGURA 4. Expresion de CD69 en células B de ratones tolerizados con LPS y desafiados con
TBLV. Los datos representan la media + desvio estandar (n=4) del porcentaje de células B220+
del ganglio drenante que expresan CD69 a las 24 hs de la inoculacién del virus. * p<0,05 con
respecto al grupo No tolerizado- Con MMTV

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que en ratones
recién nacidos amamantados por nodrizas infectadas con MMTYV existe un aumento en el
trafico de células B virgenes a las placas de Peyer. Este fendmeno ocurre antes de la
estimulacion superantigénica. Este aumento también se observa en el ganglio popliteo
drenante al inocular el virus en la almohadilla plantar. En base a estos antecedentes
decidimos investigar el efecto de la tolerizacion con LPS en el trafico de células B virgenes
inducido por MMTYV. Ratones controles o tolerizados con LPS fueron inoculados con
MMTV(LA) en la almohadilla plantar y simultineamente con células de bazo (por
inoculacién intravenosa) marcadas con carboxifluorescein diacetato succinimidil éster
(CFSE). Luego de 36 horas se extrajo el ganglio drenante de la inoculacién viral y se
determind el porcentaje de células B220" CFSE" (células B220" que migraron al ganglio)
que expresaban bajos niveles de CD44 (marcador de células virgenes). En la Figura S se
observa que la tolerizaciéon con LPS caus6 una disminucién en el trafico de células B

virgenes causado por el MMTV.
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FIGURA 5. Efecto de la tolerizacion con LPS en el trdfico de células B virgenes inducido por
MMTV. Ratones controles o tolerizados con LPS fueron inoculados con MMTV(LA) (sc) y
simultdneamente con células de bazo (iv) marcadas con CFSE. A las 36 hs se extrajo el ganglio
drenante y se midié la expresion de CD44°v (marcador de células virgenes) en las células B que
migraron al ganglio (B220+ CFSE+). Los datos representan la media + desvio estandar (n=4) del
porcentaje de células B220+ CFSE+ que expresan CD44%v, *: p< 0,05 con respecto al grupo No
tolerizado-Con MMTYV. El experimento se realizé 3 veces. Resultados similares fueron obtenidos
realizando la tolerizacién con PGN.

Estudiamos luego los niveles de integracion viral, por PCR, en el ganglio drenante
de la inoculacién con MMTV(LA). La integracion viral resultdé menor en los animales

tolerizados (Figura 6).

Notol Tol LPS Tol PGN

AN | /
T P

il ¢ B-actina

FIGURA 6. Niveles de integracion viral en ratones tolerizados. A las 24 hs de la inoculacién se
extrajo el ADN del ganglio drenante y se realizé una PCR con primers especificos para MMTV(LA)
para detectar integracién viral. Se muestra un experimento representativo. El experimento se realizé
3 veces en forma independiente.
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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 infeccion por MMTYV: activacion

temprana B, reclutamiento de células B virgenes e integracion viral.

Los TLRs se expresan en muchas células del sistema inmune, entre ellas las células
dendriticas (DCs), importantes células presentadoras de antigeno (CPAs) que participan en
la inmunidad innata y adquiridam. Se sabe que la activacion de los TLRs expresados por

) ., . 218
las DCs induce la maduracion de las mismas”™ .

Por otro lado, se ha demostrado
recientemente en un modelo de infeccién en ratones adultos que el MMTYV es capaz de
infectar a las DCs***. Decidimos investigar el efecto de la interaccién 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. CELULAS DENDRITICAS Y RECEPTORES DE TIPO TOLL EN LA INFECCION
CON MMTV

B.1- Efecto del MMTY sobre las células dendriticas

Para investigar si el MMTYV ejerce algtin efecto directo sobre la funcién de las DCs,
utilizamos como modelo a DCs derivadas de médula 6sea (BMDCs). Las BMDCs fueron
obtenidas de células de médula 6sea de ratones C3H/HeN cultivadas durante 10 dias con
GM-CSF*®'. Para estudiar si el MMTV es capaz de activar estas DCs, incubamos las
células durante 18 hs con MMTV(LA) y luego medimos la expresiéon de moléculas
coestimulatorias por citometria de flujo. Las DCs incubadas con el virus mostraron un
aumento en la expresion de CD40 y CD80 (Figura 7). Este efecto fue bloqueado

preincubando al virus con un anticuerpo anti-MMTYV (Figura 7).
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Figura 7: Expresion de moléculas coestimulatorias en BMDCs luego de la estimulacion con
MMTYV. Las BMDC:s se incubaron por 18 hs con MMTV(LA) o MMTV(LA) m4s antisuero anti-
MMTV. La expresién of CD40 (A) o CD80 (B) en células CD11c* fue analizada por citometria
de flujo. Las lineas negras representan el control de isotipo. Los histogramas muestran
resultados representativos. El experimento fue realizado tres veces con resultados similares.

La etapa de maduraciéon de las DCs también se caracteriza por un aumento en la
secrecion de citoquinas proinflamatorias y quemoquinas para reclutar células inmunes al
sitio de infeccién®’. Determinamos por ELISA la produccién de TNF-o, IL-6 ¢ IL-12 en

BMDCs estimuladas con MMTV(LA). La secreciéon de estas citoquinas se Vio
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incrementada en las BMDCs tratadas con el virus. Este efecto pudo ser bloqueado
preincubando el virus con un anticuerpo anti-MMTYV o con un anticuerpo especifico contra
la proteina de la envoltura gp52 (Figura 8), que es la proteina expuesta en la superficie del
virus que es capaz de unirse al TLR4®. La efectividad del anticuerpo para bloquear los
efectos del MMTYV sobre las BMDCs descarta que estos efectos se debieran a la presencia

de contaminantes agonistas de TLRs, como por ejemplo el LPS.
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Figura 8. Produccion 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 midié por ELISA la concentracién de
TNFa (A), IL-6 (B) e IL-12 (C) en el sobrenadante. Los datos representan la media + desvio
estindar 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
contaminacién con LPS en la preparacién 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 LPS”""*"**®_E] pre-tratamiento del virus
a 100°C durante 1 hora anulé por completo la activacién de las BMDCs inducida por el
MMTYV mientras que el LPS hervido activé a las células en igual grado que el LPS intacto

(Figura 9).
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Figura 9. Ausencia de contaminacion con LPS en la preparacion 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 midié por ELISA la concentracién de TNFo en el sobrenadante (A) y por
citometria de flujo la expresién de CD40 (B). Los datos en A) representan la media + desvio
estindar 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. EIl MMTV expuesto a altas temperaturas tampoco indujo aumentos en la
produccién de IL-6 e IL-12 ni en la expresién de CD80 en las BMDCs.
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Para determinar si la activacion de las BMDCs inducida por el MMTYV depende de
la expresion de genes virales se utilizaron dos pre-tratamientos distintos que inactivan al
virus: preincubacién con la droga AT-2 y exposicién a la luz ultravioleta (UV). AT-2
interactia con los dominios “dedo de zinc” de la nucleocdpside bloqueando la infeccion
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)** y al MMTV®. Laluz
UV produce inactivacion viral por causar dafios permanentes en los dcidos nucleicos y
otras biomoléculas, impidiendo la progresién del ciclo viral. El efecto del MMTV(LA)
tratado con AT-2 o luz UV sobre la expresion de moléculas coestimulatorias y la
produccién 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 infeccion.
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Figura 10. La activacion de las BMDCs se produce en ausencia de la expresion 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 midi6 por ELISA la concentracion de TNFo en el sobrenadante (A) y por
citometria de flujo la expresién de CD40 (B). Los datos en A) representan la media + desvio
estindar 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 modificé su capacidad para
inducir la produccién de IL-6 e IL-12 y la expresién de CD80 en las BMDCs.
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Por otro lado, realizamos ensayos de proteccion de RNAsa (RPAs) para determinar
si el MMTYV induce la transcripcion 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 expresion constitutiva GAPDH y L32 como
controles para la normalizacién. Como se observa en la Figura 11, los niveles de ARNm
de TNF-o, IL-6, IP-10, MIP-la, MIP-1B, MIP-2, RANTES vy eotaxina fueron
incrementados por el MMTYV. Por el contrario, no se observaron variaciones en los niveles

de MIF (factor inhibitorio de proliferacién) y de TGF-B1 (factor de crecimiento

transformante).
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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 purific6 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 patrén 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 activacion de BMDCs inducida por MMTV
fueron repetidos utilizando BMDCs de ratones BALB/c, como asi 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).
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Figura 12: La activacion de BMDCs inducida por MMTYV 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 incubacién se midi6 por ELISA la concentracion de TNF-o en el
sobrenadante. Los datos representan la media + desvio estandar de tres experimentos. * p<0,001
comparado con el grupo control (BMDCs no estimuladas).

Por lo tanto, el MMTYV es capaz de inducir la activaciéon de las BMDCs,
independientemente de la expresion de genes virales. Los efectos del virus sobre las
BMDCs no son especificos de una variante viral en particular, ni dependen de la cepa

murina de la que se obtuvieron las células.
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B.2- Rol del TLR4 en la activacion de BMDCs inducida por el MMTV

Para estudiar si el MMTYV activa a las BMDCs a través del TLR4 utilizamos como
primera estrategia un ensayo de tolerizacion. 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 tolerizacion in vitro resulté efectivo ya que el desafio de las BMDCs con
una dosis alta de LPS no indujo la produccién de TNF-o.. Comparamos la produccion de
TNF-o por ELISA y RT-PCR en BMDCs tolerizadas o no tolerizadas incubadas con el
virus. La tolerizacién inhibié el efecto del MMTV(LA) sobre las DCs (Figura 13),

sugiriendo una posible participacién del TLR4 en la interaccién entre el MMTYV y las DCs.
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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 concentraciéon de TNFa en el sobrenadante fue medida por ELISA (A), y el ARN total
extraido de las células fue analizado por RT-PCR usando primers especificos para TNF-o (B). Las
figuras son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los datos se expresan
como media + desvio estdndar. *, p<0,001 comparado con el grupo control (BMDCs no tolerizadas).
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La incapacidad del MMTYV para activar a las BMDCs tolerizadas podria deberse a
la pérdida de expresién o funciéon del TLR4 que se produce durante el proceso de
tolerizacion. Para determinar si el TLR4 estd involucrado en el efecto del MMTYV sobre las
BMDCs, obtuvimos BMDCs de ratones C3H/Hel (TIr4“"5/ TLR4""*?). Esta cepa de
ratones posee una mutacion puntual en el gen del TLR4, que da lugar a un receptor incapaz
de generar sefializacién intracelular’*™°. Se incubaron BMDCs de ratones C3H/HeN
(TTr4" "1 T1r4*"5™) y C3H/HeJ con MMTV(LA) durante 18 horas y se estudié la expresién
de moléculas coestimulatorias por citometria 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 activacién de las BMDCs por el virus.
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Figura 14. Expresion 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 analizé la expresion de CD40 (A) o CDS0 (B) por citometria de flujo. Los datos
representan la intensidad de fluorescencia media y se expresan como la media + desvio estdndar
(n=3). El experimento se realizé tres veces con resultados similares.
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El tratamiento de BMDCs con LPS induce la producciéon de -citoquinas
proinflamatorias por un mecanismo dependiente del TLR4'"”. Investigamos si el aumento
de citoquinas producido por el MMTYV 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 produccién de TNF-o, IL-6 o IL-12 en las BMDCs C3H/HelJ incubadas
con MMTV(LA). Mediante RPAs se compararon los niveles de expresion de diversos
genes en BMDCs de C3H/HeN y C3H/HeJ. Luego de 3 horas de estimulacién con el virus,
las BMDCs C3H/HeN mostraron un incremento en los niveles de los ARNm de TNF-a,
IL-6, IP-10, MIP-1a, MIP-183, MIP-2, RANTES y eotaxina, mientras que no se observaron
aumentos en ninguno de estos ARNm en las BMDCs derivadas de ratones C3H/Hel

(Figura 16).
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Figura 15. Produccién de citoquinas en BMDCs salvajes o deficientes para TLR4 tratadas con
MMTV. BMDCs de ratones C3H/HeN o C3H/HeJ fueron incubadas por 18 horas con MMTYV.
Luego se estudio en los sobrenadantes la presencia de TNF-a (A), IL-6 (B) e IL-12 (C) por ELISA.
Los datos se expresan como la media + desvio estdndar; n=3). El experimento se realizé tres veces
con resultados similares. *, p<0,001 comparado con BMDCs de la cepa C3H/HeN, no estimuladas.
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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 autorradiografias de los geles y la
expresion relativa de cada uno de los genes luego de la estimulacién con
el virus con respecto a los valores basales sin virus. Previamente cada
banda fue cuantificada y normalizada con la expresién de los genes
= control L.32 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 existian en ratones con otro fondo
genético, obtuvimos BMDCs derivadas de ratones BALB/c congénicos para el gen Tir4
mutado de la cepa C3H/HeJ (C.C3H Tir4"""%)*’, Estas células también mostraron una

respuesta nula al MMTYV en las condiciones experimentales utilizadas (Figura 17).
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Figura 17: Efecto del MMTV sobre BMDCs ratones TLR4XPSYTLR4LPSE con fondo genético
BALB/c. Se obtuvieron BMDCs de ratones BALB/c y de ratones C.C3H Tir4:7S4 (BALB/c
congénicos para la mutacién en el gen de TLR4 de los ratones C3H/HelJ). Estas se incubaron 18
hs con MMTYV Yy luego se midié por ELISA la concentraciéon de TNFa en el sobrenadante. Los
datos representan la media + desvio estdndar de tres experimentos. * p<0,001.

Los experimentos de tolerizacion de BMDCs con LPS y la utilizaciéon de
BMDCs que expresan un TLR4 no funcional muestran que el TLR4 cumple un rol

fundamental en la activacion de BMDCs inducida por el MMTYV.

B.3- Rol del TLR2 en la activacion de BMDCs inducida por el MMTV

Recientemente, el grupo de la Dra. Susan Ross en la Universidad de Pennsylvania
ha demostrado mediante experimentos de transfeccién y coinmunoprecipitacion que la
proteina de la envoltura del MMTV también se une al TLR2*’’. Para determinar si el
MMTYV también es capaz de activar a las DCs por interaccion con el TLR2, trabajamos con
BMDCs obtenidas de ratones TLR2” (con fondo genético C57BL/6) e investigamos el
efecto del MMTYV sobre estas células, utilizando como control a BMDCs obtenidas de

animales C57BL/6 (salvajes).
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Las BMDCs de C57BL/6 y TLR2™ se incubaron 18 horas con MMTV(LA). Luego
se examind por citometria de flujo la expresion 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 expresion de CD40 y CDS80
(Figura 18). El MMTV fue capaz de activar a las BMDCs TLR2" aunque los niveles de
expresion de CD40 y CD80 alcanzados fueron significativamente menores que los

observados en las BMDCs control (Figura 18).
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Figura 18: Expresion 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 analizé la expresion de CD40 (A) o CD80 (B) por citometria de flujo. Los datos
representan la intensidad de fluorescencia media y se expresan como la media + desvio estdndar
(n=3). *: p< 0,05 con respecto al valor de C57BL/6 con MMTYV. El experimento se realiz tres
veces con resultados similares.

Estudiamos también la produccién de citoquinas proinflamatorias inducida por el
MMTV en las BMDCs TLR2™. Los ensayos de ELISA mostraron que los niveles de TNE-
a, IL-6 e IL-12 inducidos por el MMTYV en las células carentes de TLR2 son menores con

respecto a los producidos por las BMDCs control (Figura 19).
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Figura 19. Produccion de citoquinas en BMDCs salvajes o deficientes para TLR2 tratadas con
MMTV. BMDCs de ratones C57BL/6 o TLR27 fueron incubadas por 18 horas con MMTV. Luego
se estudid en los sobrenadantes la presencia de TNFo (A), IL-6 (B) e IL-12 (C) por ELISA. Los
datos se expresan como la media + desvio estindar (n=3). *: p< 0,05 con respecto al valor de
C57BL/6 con MMTV. El experimento se realiz6 tres veces con resultados similares.

Por ultimo, realizamos ensayos de proteccion de RNAsa para analizar el efecto del
MMTYV en los niveles de expresién de citoquinas y quemoquinas en BMDCs TLR2™. Los
aumentos causados por el MMTYV en los niveles de mRNAs de IL-6, MIP-1a, MIP-1J3,
MIP-2 y eotaxina de las BMDCs fueron significativamente menores en ausencia del TLR2
(Figura 20). Por otro lado, los aumentos de TNF-a, 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 MMTYV sobre BMDCs deficientes en TLR2 indica
que el TLR2 esta involucrado en la activacion 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 aqui en el estudio del rol del TLR4 en la infeccién por MMTV.
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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 MMTYV 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 expresion relativa de cada uno de los genes luego de la
estimulacién con el virus con respecto a los valores basales sin virus. Previamente cada banda
fue cuantificada y normalizada con la expresion de los genes control L32 y GAPDH. *: p< 0,05.

Se muestra un experimento representativo de tres.
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B.4- Expresion del receptor de entrada del MMTYV (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
célula®. Decidimos investigar si el MMTV afecta la expresién de CD71 en las DCs. Se
incubaron BMDCs de ratones C3H/HeN con MMTV(LA) durante 18 horas y se estudié la
expresion de CD71 de superficie por citometria de flujo. El virus fue capaz de aumentar la
expresion de CD71 en las BMDCs (Figura 21). El antisuero anti-MMTV bloqueé el
aumento de CD71, mientras que el pretratamiento del virus con la droga AT-2 o con luz

UV no alteré el aumento de CD71 (Figura 21).
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Figura 21. Expresion 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 mads un
anticuerpo anti-MMTV (Ab), MMTYV pretratado con luz UV o MMTYV pretratado con la droga
AT-2. Luego se midid la expresion de CD71 en superficie por citometria de flujo. Los datos
representan la intensidad de fluorescencia media y se expresan como la media + desvio estdndar
(n=3). *: p< 0,05 con respecto al valor basal (control). El experimento se realiz tres veces con
resultados similares.

Estudiamos si el TLR4 estd involucrado en el aumento de CD71 producido por el
virus en las BMDCs. Tanto las BMDCs de ratones C3H/HeN (TIr4""*"/ T1r4"**") como las
de C3H/HelJ (T1r4“"5/ TIr4**S*') mostraron un aumento en la expresion de CD71, pero este
aumento fue significativamente menor en las BMDCs C3H/HeJ que en las C3H/HeN
(Figura 22).
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Figura 22: Expresion del receptor CD71 en BMDCs deficientes en TLR4. BMDCs de ratones
C3H/HeN o C3H/HeJ fueron incubadas con MMTYV por 18 hs. Luego se midi6 por citometria de
flujo la expresion de CD11c y CD71 en superficie. A) Histogramas representativos de la expresion
de CD71 analizada en la poblacién CD11c* (en negro, control de isotipo, en verde BMDCs control,
en rosa BMDCs con MMTYV). B) Incremento en la intensidad de fluorescencia media de CD71 en
la poblacién CD11c*. Los resultados se expresan como la media + desvio estandar (n=3) de un
experimento representativo. *: p<0,01 (C3H/HeN vs C3H/HelJ). El experimento se realizd tres
veces con resultados similares.

En conclusion, el MMTY es capaz de inducir en las BMDCs un aumento en la
expresion de su receptor de entrada a la célula, y este efecto es significativamente

menor en ausencia de un TLR4 funcional.
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B.5- Efecto de la infeccion in vivo con MMTYV en las DCs de las placas de Peyer. Rol
del TLR4

En un trabajo reciente se ha reportado que la inoculacién subcutdnea de MMTYV en
la almohadilla plantar de ratones BALB/c adultos induce un aumento en el nimero de

66 . . . .,
366 Ppara determinar si la infeccién

células dendriticas en el ganglio popliteo drenante
natural con MMTYV a través de la leche materna genera cambios similares en las células
CDl1l1c* de las PPs, crias C3H/HeN fueron amamantadas durante 3 dias con hembras
infectadas con MMTV(LA). Luego se estudié por citometria de flujo el porcentaje de
células CD11c" en las PPs de las crias. Como se observa en la Figura 23 y en la Tabla 1,
la infeccién con MMTYV increment6 significativamente el porcentaje de células CD11c".

Sin embargo, no se observaron cambios en la poblacién CDI11c" en crias C3H/Hel

amamantadas con madres infectadas (Tabla 1).

Utilizando el mismo modelo experimental investigamos si el MMTV también era
capaz de aumentar la expresion de su receptor de entrada a la célula en las DCs de las PPs.
La infeccion con MMTV(LA) a través del amamantamiento produjo en las PPs de crias
C3H/HeN un aumento significativo en el porcentaje de células CD11c* que expresan
CD71 y en la intensidad de expresion de CD71 (Figura 23 y Tabla 1), mientras que no se

detect6 ningtin cambio en las DCs de crias deficientes en TLR4 (Tabla 1).

4 control MMTV

CD11c

CD71

Figura 23: Expresion de CD71 en las DCs de las PPs luego de la infeccion con MMTV. Crias
C3H/HeN fueron amamantadas 3 dias con hembras no infectadas (control) o infectadas con
MMTV. Luego se obtuvieron las células de las PPs y se realizé una citometria de flujo utilizando
anticuerpos anti-CD11c y anti-CD71. Se muestra un dot plot representativo. El experimento se
realiz6 3 veces con resultados similares.
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Tabla 1: Porcentaje de células DCs y expresion de CD71 en las PPs de crias infectadas con

MMTV
Cepa MMTV % CD11c" %CD71*/CD11c¢"

C3H/HeN - 23 +£02 25,1 + 2,0
LPSn LPSn

(TLR4™™"/TLR4™") N 56+ 1.0 * 3844 0.0 *
C3H/He] - 1,9 £ 05 30,0+ 3,0
LPSd LPSd

(TLR4""YTLR4"™Y) N 17 % 04 175+ 18

Crias C3H/HeN y C3H/HeJ fueron amamantadas 3 dias con hembras no infectadas (-) o infectadas

con MMTV(LA) (+). Luego se obtuvieron las células de las PPs y se realiz6 una citometria de flujo

utilizando anticuerpos anti-CD11c y anti-CD71. Se muestra el porcentaje de células CD11¢"/PP y
el porcentaje de células CD11c" que expresan CD71. Los datos se presentan como media + desvio

estdndar (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 infeccion con MMTYV a través del

amamantamiento afecta a las DCs en el primer sitio de infeccion, las PPs. La

infeccion con MMTV aumenta el porcentaje de células CD11c* en las PPs y la

expresion del receptor de entrada del virus en estas células. Ambos eventos son

dependientes de la presencia de un TLR4 funcional.
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C. CELULAS CD4*CD25" Y RECEPTORES DE TIPO TOLL EN LA INFECCION
CON MMTV

C.1- ESTUDIO DE LA POBLACION CD4'CD25" DE LAS PPs DURANTE LA
INFECCION CON MMTV

C.1.1- Expresion de citoquinas y quemoquinas en las PPs de crias infectadas

En la primera parte de este trabajo observamos que el MMTYV estimula la secrecion
de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a en DCs cultivadas in vitro. Decidimos
investigar el patron de citoquinas producido en las PPs durante la infeccién por la via
natural del MMTYV, a través de la leche materna. Se amamantaron crias BALB/c con
nodrizas BALB/c infectadas con MMTV(LA) y a los 2 dias se analiz6é la expresiéon de
diversas citoquinas en las PPs por RT-PCR. Sorprendentemente, no pudimos detectar
alteraciones en los niveles de TNF-a (Figura 24). Sin embargo, observamos un gran
aumento en la expresion de IL-10 (Figura 24). El aumento de la expresion de IL-10

también se observé en células CD4" purificadas de las PPs (Figura 24 C).

A. En PP total: B. En PP total: C. En CD4+* de PP:

= MMTV = MMTV —  MMTV

IL-10

-actlna B-actina

Figura 24. Expresion de TNFa e IL-10 en las PPs de crias infectadas con MMTYV. Crias BALB/c
fueron amamantadas 2 dias 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 expresion de
TNFa (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 realizé tres veces con resultados similares.
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Mediante RT-PCR medimos también la expresiéon de varias quemoquinas en las
PPs de las crias infectadas. Como se observa en la Figura 25 la expresion de las
quemoquinas MIP-18 (CCL4), BLC (CXCLI13) e IP-10 (CXCLI10) se encuentra

incrementada en las PPs de crias infectadas.

- MMTV - MMTV - MMTV

B-actina B-actina B-actina

Figura 25. Expresion de quemoquinas en las PPs de crias infectadas con MMTV. Crias BALB/c
fueron amamantadas 2 dias 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 expresién de
MIP-1f (CCL4), BLC (CXCL13) e IP-10 (CXCL10). Para cada quemoquina se muestra un gel
representativo. El experimento se realizé tres veces con resultados similares.

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)®’".
Las Tregs cumplen un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica a antigenos propios asi como en la modulacién de respuestas
inmunes frente a antigenos no propios. Por otro lado, en un trabajo reciente se ha
demostrado que CCL4 recluta células regulatorias CD4*CD25"*®. Los notables aumentos
de IL-10 y CCL4 producidos en las PPs a s6lo dos dias de la infeccion con MMTYV nos

llevaron a investigar si la poblacion CD4"CD25" de las PPs se ve afectada por el virus.

C.1.2- Células CD4"CD25" durante la primera semana de infeccién con MMTYV

Para comenzar, estudiamos por citometria de flujo el porcentaje de células
CD4"CD25" en las PPs a lo largo de la primera semana de infeccién con MMTV(LA).
Como se observa en la Figura 26 B, a partir del dia 2 el porcentaje de células CD4"CD25"

se encuentra significativamente aumentado, observandose un pico al segundo dia de
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infeccién. El nimero absoluto de células CD4"CD25" en las PPs también se vio aumentado

por la infeccion durante el periodo estudiado (Figura 26 C).
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Figura 26: Cambios en la poblacion CD4+*CD25* de las PPs inducidos por el MMTV en la primera
semana de infeccion. Crias BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o
infectadas con MMTV(LA). A diferentes dias se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la
expresion de los marcadores CD4 y CD25. A) Dot plots representativos de la expresion de CD4 y CD25
al dia 2 de infeccion. B) Porcentaje y C) Numero absoluto de células CD4+*CD25* en las PP a distintos
dias de infeccién. Los datos se expresan como la media + desvio estindar (n=5). Se muestra un
experimento representativo. **: p< 0,01 y ***¥: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El
experimento se realizé cinco veces con resultados similares.
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Para caracterizar a la poblacién CD4"CD25" en estudio, determinamos en estas
células la expresién de otros marcadores, CTLA-4 y CD45RB"". 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 infeccion con MMTV(LA) (Figura 27 A). Lo mismo se observa con respecto a

CD45RB"" (Figura 27 B).
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Figura 27: Expresion de CTLA-4 y CD45RB!"v en la poblacion CD4*CD25* de las PPs. Crias
BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). A
diferentes dias se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la expresién de los
marcadores CD4, CD25, CTLA-4 (intracelular), y CD45RB. A la izquierda se muestran
histogramas representativos de la expresion de CTLA-4 (A) y CD45RB (B) en las células
CD4+CD25* al dia 3 de infeccién. A la derecha se muestra el porcentaje de células CD4+*CD25+* que
expresa CTLA-4 (A) o CD45RB¥ (B) al dia 3 de infeccion. Los datos se expresan como la media
+ desvio estdndar (n=4). Se muestra un experimento representativo. *: p< 0,05 y **: p< 0,01 con
respecto al valor basal (control). El experimento se realizo tres veces con resultados similares.
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Se han descripto diversos mecanismos mediante los cuales las células CD4"CD25"

regulatorias ejercen su accién inmunomodulatoria®

. Uno de ellos es la produccién de IL-
10. Investigamos la expresién de IL-10 en las CD4"CD25" durante la infeccién con
MMTV(LA). Luego de 6 dias de infeccidn, la expresion de IL-10 se ve significativamente

aumentada en la poblacién CD4"CD25" de las PPs (Figura 28).
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Figura 28: Expresion de IL-10 en la poblacion CD4+*CD25* de las PPs. Crias BALB/c fueron
amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA). A diferentes
dias se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la expresién de CD4 y CD25 de
superficie y la de IL-10 intracelular. A) Dot plots representativos de la expresion de IL-10 y
CD25 dentro de la poblacién CD4+ al dia 6 de infeccidn. (B) Porcentaje de células CD4+CD25+*
que expresan IL-10. Los datos se expresan como la media + desvio estdndar (n=4). Se muestra
un experimento representativo. ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El
experimento se realizé tres veces con resultados similares.
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Para estudiar si la tasa de proliferacién de las células CD4"CD25" de las PPs se ve
afectada por el virus, purificamos células CD4" de las PPs, realizamos una marcacién con
CD25 vy ioduro de propidio (IP) y analizamos por citometria 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 dia 2 de infeccion con MMTV(LA) la proliferacion de las células
CD4"CD25" de las PPs es significativamente mayor que la observada en animales no
infectados (Tabla 2). Al dia 6 se observa un maximo de proliferacién (Tabla 2). Pasada la
primera semana de infeccién, la proliferacion de las células CD4"CD25" sigue siendo

elevada, aunque es menor que la observada al dia 6 (Tabla 2).

Tabla 2: Proliferacién de células CD4*CD25" en las PPs de ratones infectados

Porcentaje de células CD4"CD25" en proliferacion

Dia 2 Dia 6 Dia 13 Dia 18
Control 55 £ 0,7 2,7 £ 0,6 50 £0,6 2,6 = 0,8
MMTV 13,1 + 2,3 * 28,1 +3,2 * 10,4 £0,7 * 79 £ 04 *

Crias BALB/c fueron amamantadas a distintos tiempos con hembras no infectadas (control) o
infectadas con MMTYV. Luego se purificaron las células CD4" de las PPs por separacion magnética
y se realizé una citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD25-FITC, seguido de una
marcacién con IP. Se analiz6 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 * desvio estindar (n=3). Se muestra un experimento representativo de tres con
resultados similares. *: p < 0,05.

Por lo tanto, en la primera semana de infeccion con MMTYV a través del
amamantamiento se produce en las PPs un incremento en el porcentaje y nimero
absoluto de células CD4"CD25". Estas células muestran un aumento en la expresién

de CTLA-4, CD45RB"" e IL-10, como asi también en la tasa proliferacién celular.
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C.1.3- Células regulatorias y células activadas en la poblaciéon CD4*CD25*

Como se menciond en la Introduccién, CD25 no es un marcador especifico de las
Tregs, sino que también es expresado transitoriamente por las células T activadas. En la
actualidad, el marcador mas selectivo de las Tregs es el factor de transcripciéon Foxp3, cuya

expresion es requerida para el desarrollo de dichas células.

Estudiamos por RT-PCR la expresion de Foxp3 en las PPs de ratones control o
infectados con MMTYV. Como se observa en la Figura 29, la expresion de Foxp3 aumenta

en las PPs luego de la infeccion.

control MMTV

Foxp3 —» a———

Figura 29. Expresion de Foxp3 en las PPs de crias infectadas con MMTV. Crias BALB/c
fueron amamantadas 2 dias 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
expresion del factor de transcripciéon Foxp3. El experimento se realizd cuatro veces con
resultados similares.

Para estudiar la expresion de Foxp3 por citometria de flujo, realizamos una
marcacién simultinea de CD4 y CD25 de membrana y de Foxp3 intracelular en células
totales de las PPs. El andlisis muestra que el porcentaje y nimero absoluto de células
CD4"CD25"Foxp3" aumenta progresivamente desde el segundo dia de la infeccion
(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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Figura 30: Expresion de CD4, CD25 y Foxp3 en las PPs en la primera semana de infeccion con
MMTYV. Crias BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con
MMTV(LA). A diferentes dias se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la expresién de
los marcadores CD4 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). A) Dot plots representativos de la
expresion de CD25 y Foxp3 en células CD4+ al dia 2 de infeccién. B) Porcentaje y C) Nimero absoluto
de células CD4+CD25*Foxp3+ en las PP a distintos dias de infeccién. D) Intensidad de fluorescencia
media de Foxp3 y CD25 en la poblacién CD4+CD25*Foxp3+. Los datos se expresan como la media +
desvio estdndar (n=5). Se muestra un experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005 con
respecto al valor basal (control). El experimento se realiz6 cuatro veces con resultados similares.

94



>

% CD4+CD25+Foxp3-/ PP

Resultados

Esta tinciéon nos permitié 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 dia
2; desde el dia 3 en adelante no se registran cambios significativos con respecto a los
porcentajes observados en animales no infectados (Figura 31 A). El nimero absoluto de
esta poblacion llega a un médximo al dia 2 y luego decrece significativamente, aunque

continda levemente aumentado con respecto al control (Figura 31 B).
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Figura 31: Expresion de CD4, CD25 y Foxp3 en las PPs en la primera semana de infeccion con
MMTYV (continuacion). Crias BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o
infectadas con MMTV(LA). A diferentes dias se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de
flujo la expresiéon de los marcadores CD4 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). A)
Porcentaje y B) Numero absoluto de células CD4+*CD25+Foxp3- en las PP a distintos dias de
infeccion. Los datos se expresan como la media + desvio estindar (n=5). Se muestra un
experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El
experimento se realizé cuatro veces con resultados similares.

Por lo tanto, a medida que avanza la infeccién se producen cambios en la
composicion de la poblacién CD4"CD25" de las PPs en cuanto a la expresion de Foxp3. En
la Figura 32 se grafica la proporcién de células Foxp3™ y Foxp3~ dentro del total de células
CD4"CD25" durante los primeros dias de infeccién con MMTV. Aunque al dia 2 el 52%

de las células CD4"CD25" son Foxp3’, al dia 6 de amamantamiento el porcentaje de

95

8 MMTV



Resultados

células CD4"CD25" que expresan Foxp3 es de 84%, valor significativamente mayor al

71% observado en ausencia de infeccidn (dia 0).
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Figura 32: Porcentaje de células Foxp3*y Foxp3-dentro de la poblacion CD4+CD25* a distintos
dias de infeccion con MMTYV. Utilizando los datos de los experimentos mostrados en las figuras 32
y 33 se realizd este grafico para esquematizar la variacion en la composicion de la poblacién
CD4+CD25+ con respecto a la expresion de Foxp3, desde el dia 0 (no infectado) hasta el dia 6.

En conjunto, estos resultados muestran que la poblacion de células
CD4°CD25" que aumenta durante la infeccion con MMTY esta compuesta por células
que presentan un fenotipo de activaciéon (CD4*CD25"Foxp3’) o un fenotipo de célula
regulatoria (CD4"CD25'Foxp3"). La proporcién de estas subpoblaciones varia con el
tiempo de infeccion: el niimero y el porcentaje de células activadas hacen un pico al
dia 2 y bajan drasticamente a partir del dia 3, mientras que las células con fenotipo
regulatorio aumentan progresivamente desde el segundo dia de infeccion hasta, al

menos, el dia 6.
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C.1.4- Especificidad superantigénica de las células CD4°CD25"*

La respuesta al superantigeno viral se produce en forma temprana en la infeccién y
se detecta como un aumento en el porcentaje de clones T V[ especificos reactivos al
mismo”’. En base a este antecedente, investigamos si las células CD4"CD25" de las PPs de
ratones amamantados 2 dias con una nodriza infectada son reactivas al superantigeno del
MMTV(LA). El andlisis por citometria de flujo muestra que el porcentaje de células VB6"
se encuentra muy aumentado dentro de la subpoblacién CD4"CD25" en las crias infectadas
y este incremento es significativamente mayor que el observado en la poblacién CD4"
total. (Figura 33). Por otro lado, se observa un incremento en el porcentaje de células
CD25" dentro de la subpoblacién CD4"VB6" (Figura 34) y este aumento es notablemente
mayor que el observado en la poblacién CD4" total o dentro de la subpoblacién

CD4"VB 10", no reactiva al superantigeno (Figura 34).

* k%

B control
OMMTV

CD4+ CD4+CD25+
Poblacion celular analizada

Figura 33: Expresion de V36 en las poblaciones CD4*+ y CD4*CD25* de las PPs. Crias BALB/c
fueron amamantadas 2 dias con hembras no infectadas (control) o infectadas con MMTV(LA).
Luego se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la expresién de CD4, CD25 y Vf36.
Los datos representan el porcentaje de células CD4+ o CD4+CD25* que expresan VP6 al dia 2 de
infeccién y se expresan como la media + desvio estdndar (n=4). Se muestra un experimento
representativo. ***: p< 0,005 con respecto al valor basal (control). El experimento se realizé tres
veces con resultados similares.
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Figura 34: Expresion de CD25 en las poblaciones CD4*, V6* y VB10* de las PPs. Crias
BALB/c fueron amamantadas 2 dias con hembras no infectadas (control) o infectadas con
MMTV(LA) Luego se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la expresion de CD4,
CD25, VB6 y VB10. Los datos representan el porcentaje de células CD4+, VB6* o VB10* que
expresan CD25 al dia 2 de infeccién y se expresan como la media + desvio estdndar (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 realizé tres veces con resultados similares.

Al igual que lo observado para la poblacién CD4"CD25", el porcentaje y nimero
absoluto de las células VB6'CD25" varian con los dias de infeccién durante el periodo
estudiado (primera semana de infeccion) (Figura 35). El porcentaje de células VB6'CD25"
llega a un maximo al dia 2 y luego decrece, aunque continda significativamente aumentado
(Figura 35 A), mientras que el porcentaje de células VB10"CD25" (no respondedoras al
Sag viral) s6lo muestra un leve pero significativo aumento al dia 2 (probablemente debido
a un estado de activacion no especifica en las PPs), volviendo a los valores basales al dia 6.
En cuanto al nimero absoluto de células VB6'CD25", éste aumenta progresivamente desde
el dia 2 (Figura 35 B). Aunque el nimero absoluto de células VB10"CD25" también
aumenta con los dias de infeccidn, el incremento es mucho més leve que el observado para
las células VB6'CD25" y es hipotéticamente atribuible a un aumento en el nimero de

células CD4" totales que se produce durante la infeccién.
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Figura 35: Especificidad superantigénica de la poblacion CD25* de las PP durante la infeccion
con MMTV. Crias BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas
con MMTV(LA). A distintos tiempos se extrajeron las PPs y se midié por citometria de flujo la
expresion de CD25, VB6 y VB10. A) Porcentaje y B) nimero absoluto de células VR6+CD25* o
VB10+CD25* a los dias 2 y 6 de infeccion. Los datos se expresan como la media + desvio estandar
(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 realizo tres veces con resultados similares.

Dado que las células VP6" estdn siendo directamente estimuladas por el
superantigeno y que CD25 es también un marcador de activacion linfocitaria, estudiamos
la expresion de Foxp3 en las células VB6'CD25", para definir si el gran aumento en el
porcentaje de estas células observado a partir del segundo dia de infeccién 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 dia 2 se produce un aumento en

ambas poblaciones, aunque el incremento en la poblacion de células activadas
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(VB6'CD25'Foxp3’) es mucho mayor que el observado en las células Treg
(VB6'CD25"Foxp3™). Al dia 6 de infeccidn, el porcentaje y nimero absoluto de células
VB6'CD25"Foxp3" estdn aumentados con respecto a los valores del dfa 2 mientras que las
células VP6'CD25 Foxp3™ estan disminuidas (Figura 36). En la Figura 37 se grafica
como varfa la composicién de la poblacién VB6'CD25" durante la infeccién con MMTV.
Se observa un patrén similar al de las células CD4"CD25" (Figura 32). En crias no
infectadas (dia 0) el 75% de las células V6 CD25" son Foxp3™; al dia 2 s6lo un 29% son
Foxp3" y al dia 6 las células Foxp3" constituyen un 84% de la poblacién VB6'CD25".
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Figura 36: Expresion de V6, CD25 y Foxp3 en las PPs en la primera semana de infeccion con
MMTYV. Crias BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas (control) o infectadas con
MMTV(LA). A distintos tiempos se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de flujo la expresién
de los marcadores V6 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). A) Porcentaje y nimero absoluto
de células VB6+*CD25+Foxp3* en las PP a distintos dias de infeccién. B) Porcentaje y niimero absoluto
de células VB6+CD25*Foxp3- en las PP a distintos dias de infeccién. Los datos se expresan como la
media + desvio estdndar (n=5). Se muestra un experimento representativo. **: p< 0,01 y ***: p< 0,005
con respecto al valor basal (control). El experimento se realizé cuatro veces con resultados similares.
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Figura 37: Porcentaje de células Foxp3* y Foxp3- dentro de la poblacion V6+CD25* a distintos
dias de infeccion con MMTYV. Utilizando los datos de los experimentos mostrados en la figuras 38
(A y B) se realiz6 este grafico para esquematizar la variacién en la composicién de la poblacién
VB6+CD25* con respecto a la expresion de Foxp3, entre el dia 0 (no infectado) y el dia 6.

Por otro lado, observamos que dentro de la poblacién V6" no sélo se encuentran
aumentadas las células Foxp3"CD25" sino también las Foxp3'CD25 (Tabla 3). Esta
ultima poblacion celular ha sido recientemente descripta como un reservorio de células
Tregen 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
poblacion VB6" (Tabla 3). Mientras que en las crias no infectadas el 8 % de las células
reactivas al Sag son Foxp3", este porcentaje se ve aumentado al dia 6 de infeccién (14%), y

llega al 31% al dia 15.

En conjunto, estos resultados muestran que una parte importante de las
células CD4*CD25" inducidas por el MMTYV poseen especificidad superantigénica, y
que esta especificidad se observa tanto en las células CD25" activadas como en
aquéllas con fenotipo regulatorio. Ademas, a medida que avanza la infeccion aumenta
progresivamente el porcentaje de células respondedoras al Sag con fenotipo

regulatorio.
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Tabla 3: Porcentaje de células Foxp3* dentro de la poblacién V6"

% Foxp3'/VR6* % Foxp3*'CD25"/VB6* % Foxp3*CD25/VB6*
No
8,39 + 0,64 4,05 + 0,44 4,45 + 0,39
infectados

MMTV

14,12 £ 1,39 »= 6,72 £ 0,85 = 7,4 + 0,86
Dia 6
MMTV

31,36 £ 2,97 # 12,15 £ 2.1 # 19,21 £ 1,12 #x
Dia 15

Crias BALB/c fueron amamantadas con hembras no infectadas o infectadas con MMTV(LA). A
distintos tiempos se extrajeron las PPs y se midié por citometria de flujo la expresién de los
marcadores VB6 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). Los datos se expresan como la
media + desvio estdndar (n=4). Se muestra un experimento representativo. **: p< 0,01 con respecto
al valor basal (no infectados).El experimento se realiz6 cuatro veces con resultados similares.

C.1.5- Capacidad inmunosupresora de las células CD4"CD25" de las PPs

Para determinar si la poblacién CD4"CD25" que aumenta en las PPs por la
infeccion con MMTYV posee funciones inmunorregulatorias, purificamos por separacion
magnética células CD4"CD25" de PPs de crias infectadas durante 6 dias con MMTV(LA)
y estudiamos su capacidad supresora en un cultivo mixto linfocitario. La purificaciéon de
las células CD4"CD25" se realiz6 al dia 6 de infeccién ya que en este dia la mayor parte de
esta poblacion es Foxp3™ (Figura 32). Para este experimento, células de ganglio linfético
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 crias infectadas con
MMTYV (6 dias de amamantamiento), en distintas proporciones. Luego de 3 dias de cultivo
la divisién de las células CD4" fue analizada por dilucién del CFSE. La Figura 38 A

ilustra un perfil representativo de la inhibicién causada en el cultivo mixto por el agregado
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de CD4"CD25". El porcentaje de inhibicién se vio incrementado al aumentar el nimero de
células regulatorias agregadas al cultivo (Figura 38 B). Las células CD4"CD25 no

tuvieron ningun efecto o sélo un efecto menor sobre la proliferaciéon (Figura 39).
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Figura 38: Actividad inmunosupresora de células CD4+*CD25*de PPs de crias infectadas con MMTV
.Se realizé un cultivo mixto linfocitario como se describe en materiales y métodos (2 x 10° 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 crias BALB/c infectadas 6 dias con MMTV(LA).
La proliferacion se evalué por citometria de flujo como la pérdida de intensidad del colorante CFSE en
las células CD4* respondedoras. A) Histograma representativo de la proliferacién basal versus la
proliferacion en presencia de 105 células CD4+CD25+. B) Porcentaje de proliferacién en presencia de
distintas cantidades de células CD4+CD25+. Se muestra un experimento representativo de 3.
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Figura 39: Efecto de células CD4+CD25+ y CD4+*CD25 de PPs en un cultivo mixto linfocitario. Se
realiz6 un cultivo mixto linfocitario como se describe en materiales y métodos (2 x 103 células
presentadoras AKR + 2 x 103 células respondedoras BALB/c marcadas con CFSE), al cual se
agregaron 1 x 10° células CD4+*CD25+ purificadas de PPs de crias BALB/c infectadas 6 dias con
MMTV(LA). La proliferacion se evalué por citometria de flujo como la pérdida de intensidad del
colorante CFSE en las células CD4+ respondedoras. Se muestra un experimento representativo de 3.

Con el objeto de estudiar si la infeccion con MMTV aumenta la capacidad
regulatoria de las células CD4"CD25" de las PPs, comparamos la inhibicién causada en un
cultivo mixto por el agregado de igual nimero de células CD4"CD25" de PPs de crias
infectadas y no infectadas. Como se observa en la Figura 40, las células CD4"CD25"
purificadas de animales infectados 6 dias poseen una mayor capacidad inhibitoria de la

proliferacién que aquellas obtenidas de animales no infectados de la misma edad.
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Figura 40: Comparacion de la actividad inmunosupresora de células CD4+CD25+ de ratones no
infectados e infectados con MMTV .Se realiz6 un cultivo mixto linfocitario como se describe en
materiales y métodos (2 x 103 células presentadoras AKR + 2 x 10° células respondedoras BALB/c
marcadas con CFSE), al cual se agregaron 1 x 103 células CD4+CD25* purificadas de PPs de crias
BALB/c no infectadas (control) o infectadas 6 dias con MMTV(LA). La proliferacién se evalué por
citometria de flujo como la pérdida de intensidad del colorante CFSE en las células CD4+*
respondedoras. A) Histogramas representativos de la proliferacidon basal versus la proliferacién en
presencia de 1 x 105 células CD4+*CD25+. B) Porcentaje de proliferacién en presencia de células
CD4+CD25*. *: p<0,05 Se muestra un experimento representativo de 3.

Por lo tanto, la poblacion de células CD4"CD25" de las PPs de ratones
infectados con MMTYV 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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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 crias BALB/c y C.C3H TIr4"" (los cuales expresan un TLR4 no
funcional) amamantadas 2 dias 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 infeccién con MMTYV no produjo cambios significativos en el porcentaje

de CD4*CD25" en los animales C.C3H TI1r4*“ (Figura 41).
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Figura 41: Expresion de CD4 y CD25 en las PPs de crias BALB/c y C.C3H TIr4'FS- infectadas
con MMTV. Crias BALB/c y C.C3H Tlr4"S-¢ fueron amamantadas con hembras no infectadas o
infectadas con MMTV(LA) durante 2 dias. Luego se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria de
flujo la expresion de los marcadores CD4 y CD25. Se grafica el porcentaje de células
CD4+CD25+/PP. Los datos se expresan como la media + desvio estindar (n=3). Se muestra un
experimento representativo. **: p< 0,01 con respecto al valor de BALB/c en el dia analizado. El
experimento se realizé cuatro veces con resultados similares.

Mediante ensayos de RT-PCR comparamos la expresién de Foxp3 en las PPs de

crias BALB/c y C.C3H TIr4""*“. Observamos que en los ratones mutantes para TLR4 el
aumento en la expresion de Foxp3 inducido por el MMTYV es menor (Figura 42). Luego
estudiamos por citofluorometria los aumentos inducidos por el MMTV en la poblacion
VB6'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 VB6'CD25"Foxp3™ fue significativamente

Lps-d

menor en las crias C.C3H Tir4 que en las crias BALB/c, tanto al dia 2 como al dia 6 de
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infeccién. Por otro lado, el aumento en el porcentaje de células VB6'CD25 Foxp3™ también

fue menor en los ratones C.C3H T1r4*“ (Figura 43 B).

Expresion relativa de Foxp3

BALB/c

C.C3H Tir4tpsd

B control
8 MMTV

Figura 42: Efecto del MMTV sobre los niveles de expresion de Foxp3 en ratones deficientes en
TLR4. Crias BALB/c y C.C3H TIr4'P$¢ fueron amamantadas con hembras no infectadas o
infectadas con MMTV(LA) durante 2 dias. Luego se extrajo ARN de las PPs y se realizaron
ensayos de RT-PCR para medir los niveles de expresién de Foxp3 y P-actina. Se graficé la
expresion relativa de Foxp3 con respecto a la expresién de B-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: Expresion de V36, CD25 y Foxp3 en las PPs en crias BALB/c y C.C3H TIr4P5-4 jnfectadas
con MMTV. Crias BALB/c y C.C3H TIr4'?5<4 fueron amamantadas con hembras no infectadas o
infectadas con MMTV(LA) a distintos tiempos. Luego se extrajeron las PPs y se midi6 por citometria
de flujo la expresion de los marcadores VB6 y CD25 (de superficie) y Foxp3 (intracelular). Dado que
en todos los casos los valores basales (sin infeccién) de ambas cepas de ratén fueron similares, estos
valores fueron omitidos del grafico y sélo se muestran los valores obtenidos en los ratones
infectados A) Porcentaje de células VR6*CD25+Foxp3* en las PP a distintos dias de infeccién. B)
Porcentaje de células VB6*CD25+Foxp3- en las PP a distintos dias de infeccion. Los datos se expresan
como la media + desvio estdndar (n=5). Se muestra un experimento representativo. *: p< 0,05 y **: p<
0,01 con respecto al valor de BALB/c en el dia analizado. El experimento se realizé cuatro veces con

resultados similares.
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Estos resultados muestran que, en ausencia de un TLR4 funcional, los
aumentos inducidos por el MMTYV en células T reactivas al Sag con fenotipos de

activacion y regulatorio son significativamente menores.
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D. INFECCION CON MMTYV EN RATONES DEFICIENTES PARA TLR4

A lo largo de este trabajo hemos demostrado que importantes eventos ocurridos
durante las primeras etapas de la infeccion con MMTYV dependen de la presencia de un
TLR4 funcional. La combinacion de estos eventos afectard en ultima instancia el resultado

de la infeccidn.

Para evaluar las consecuencias de la falta de un TLR4 funcional en la infeccién con
MMTYV, estudiamos los niveles de integracion viral en ratones C3H/HeN (salvajes) y
C3H/HeJ (deficientes para TLR4). Crias C3H/HeN y C3H/HelJ 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 integracién del virus en el bazo
de estos ratones. Como se observa en la Figura 44, los ratones C3H/HeJ muestran una
disminucion muy marcada en la infeccion con MMTV con respecto a los ratones

C3H/HeN.

HeN Hed

goecer -

Figura 44: Infeccion con MMTV en ratones deficientes en TLR4. Crias BALB/c y C.C3H Tlr4Fs-4
fueron amamantadas con hembras no infectadas o infectadas con MMTV(LA) durante 21 dias.
Luego se extrajo ADN del bazo y se realizaron ensayos de PCR radioactiva para medir los niveles
integracion viral en el genoma celular. Se muestra un experimento representativo de tres.

Estos resultados demuestran que la presencia de un TLR4 funcional aumenta

los niveles de infecciéon alcanzados por el MMTYV.
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La interaccion entre el sistema inmune del huésped y los patdgenos es un proceso
unico y muy complejo. Numerosos tipos celulares y moléculas pueden participar en la
respuesta inmune, la cual también es influenciada por caracteristicas propias del patégeno,
como la via de entrada al organismo, la expresiéon de factores de virulencia y los
mecanismos de evasion de la respuesta inmune. En el caso del MMTYV, su relacion con el
sistema inmune es aun mds compleja, ya que este virus utiliza al sistema inmune para
completar su ciclo de infeccién. La interaccién entre el MMTV vy el sistema inmune
adaptativo es necesaria para el establecimiento de la infeccion, la amplificacion del

reservorio viral y la llegada del virus a la gldndula mamaria.

Durante mucho tiempo el estudio de la infeccion con MMTYV se ha centrado en el
rol del superantigeno (Sag) viral y en la respuesta T que éste genera, y se ha demostrado la
importancia del Sag para que ocurra una infeccion eficiente. Los eventos inmediatos
ocurridos luego de la entrada del MMTYV al organismo, antes de la respuesta T al Sag viral,
y la participacion de otros tipos celulares del sistema inmune han sido poco estudiados. En
este trabajo hemos investigado la participacion de otros componentes moleculares y
celulares del sistema inmune -los receptores de tipo Toll, las células dendriticas y las
células T regulatorias CD4"CD25"Foxp3*- durante la infeccién con MMTV, y hemos
evaluado las consecuencias de la interacciéon del MMTYV con receptores de tipo Toll sobre

los niveles de infeccion.

Generalmente se considera que TLR3, TLR7, TLR8 y TLRY son los principales
TLRs que reconocen PAMPs de origen viral (en este caso dcidos nucleicos)’”. Sin
embargo, algunos trabajos describen la interaccion entre proteinas virales y otros TLRs. Se
ha demostrado que la proteina de fusién del virus respiratorio sincicial estimula la
produccién de IL-6 en monocitos a través del TLR4% y que el virus Coxsackie es

74

reconocido por el TLR4 disparando una respuesta inflamatoria®’. Otros virus y

componentes virales son reconocidos por el TLR2, como por ejemplo la proteina

376 Durante la

hemaglutinina del virus del sarampién®” y el citomegalovirus humano
realizacién del presente trabajo, Rassa y colaboradores demostraron por ensayos de
transfeccion y coinmunoprecipitacion que la proteinas de la envoltura del virus de la
leucemia murina de Moloney y del MMTYV son capaces de unirse al TLR4Y. La proteina

de la envoltura del MMTYV también es capaz de unirse al TLR2*™. Sin embargo, es escasa
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la informacion acerca de las consecuencias de la interaccion del MMTYV con estos TLRs en

la infeccidn viral.

Como primer modelo de estudio para determinar el rol de los receptores de tipo
Toll (TLRs) en etapas tempranas de la infeccion con MMTYV, se infectaron animales
adultos previamente tolerizados con ligandos de TLR4 y TLR2. El fenémeno de tolerancia
al LPS ha sido largamente estudiado y consiste en un estado de hiporrespuesta celular al
LPS generado por una exposicién previa a bajas dosis de este compuesto® ~’*. Entre otras
consecuencias, la tolerancia al LPS se asocia con una produccién disminuida de citoquinas
proinflamatorias ante un nuevo desafio con LPS*"7*"®, Este fenémeno se observa tanto in

379-381

vivo como in vitro y puede ocurrir por la disminucién de la expresion del TLR4 de

. . . T 362,382
superficie o por alteraciones en la via de sefializacién del LPS

como por ejemplo un
aumento en la degradacion de IRAK, una disminucién en la asociacion entre MyD88 e
IRAK o una menor transactivacion de genes por AP-1y NF«B**. Se ha reportado que el
tratamiento con ligandos del TLR2383’384, TLR5"' 0 TLR9*® también inducen tolerancia
ante una nueva exposicion al mismo ligando. Se ha demostrado, ademas, que las células
tolerizadas con un ligando de un determinado TLR también resultan tolerantes a otros

ligandos del mismo TLR***

. Por otro lado, numerosos trabajos han reportado el fenémeno
de tolerancia cruzada, que consiste en la generacion de un estado de refractariedad a un
ligando de un determinado TLR mediante la exposicion previa a un ligando de otro
TLR’®. La tolerancia cruzada ocurre in vitro e in vivo ® y se produciria por la inactivacién
de vias de sefializacion intracelular compartidas por ambos TLRs**%-% 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 TLR4*%833% aunque en este
ultimo caso la tolerizacion generada no parece ser tan efectiva en algunas condiciones

- 365,387
experimentales®®~*".

Estudiamos entonces la infeccion con MMTV en ratones adultos tolerizados con
LPS (ligando del TLR4) o PGN (ligando del TLR2). Demostramos que los ratones adultos
tolerizados con LPS 0 PGN muestran una inhibicién en la activacion temprana de células B
inducida por el MMTYV. Los resultados obtenidos utilizando la variante viral TBLV, que
posee una delecion en el gen sag que impide su expresion, permitieron ademds establecer
que la activacion temprana de las células B no depende del Sag viral. Los animales

tolerizados también mostraron una disminucién en el trafico de células B virgenes al
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ganglio drenante de la inoculacién del virus y menores niveles de integracion 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 MMTYV interacciona con ambos TLRs o sélo con uno de ellos. Estos resultados nos
sugirieron que el TLR4 y/o el TLR2 estarian involucrados en las primeras etapas de

la infeccion de animales adultos con MMTYV, favoreciendo la misma.

Los TLRs se expresan en muchas células del sistema inmune y también en otros

. 2,120
tipos celulares™

. Los experimentos de tolerizacion in vivo no permiten definir qué tipos
celulares se ven afectados por las tolerizaciones ni como la presencia de células refractarias
a la activacion a través de los TLRs influye luego en la infeccién. A modo de ejemplo, la
activacion de células B inducida por el MMTYV podria deberse a una interaccién directa del
virus con el TLR4 y/o TLR2 de estas células™™® y/o a un efecto indirecto, por accién del
virus sobre otros tipos celulares que también expresen dichos TLRs, como por ejemplo las

células dendriticas.

Las células dendriticas (DCs), importantes células presentadoras de antigeno
(CPAs)™, expresan diversos TLRs en su superficie13 2. Debido a su localizacién estratégica
en la mayoria 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 antigenos,
las DCs cumplen un rol fundamental en la deteccién temprana de patdgenos y en la

o . . .. 138,141
coordinacion de la respuesta inmune innata y adquirida ™.

La participacién de las DCs en la infeccion con MMTYV no ha sido estudiada en
profundidad hasta el momento. Continuamos nuestro trabajo con el estudio de la
interaccion entre el MMTYV y las células dendriticas y la participacion 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 6sea (BMDCs). Luego de ser expuestas al virus, las BMDCs
aumentan la expresion de las moléculas coestimulatorias CD40 y CD80 y la secrecién de
citoquinas proinflamatorias, y muestran incrementos en los niveles de ARNm de varios
genes de citoquinas y quemoquinas (TNF-a, IL-6, IP-10, MIP-1a, MIP-13, MIP-2,
RANTES y eotaxina). Este proceso de activacion inducido por el MMTYV es independiente

de la infeccién 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 activacion de BMDCs inducida por el
MMTYV no es una respuesta especifica de una sola cepa de ratones ni de una dnica 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 MMTYV es capaz de inducir la activacion de

las BMDCs en forma independiente de la expresién de genes virales®”’.

Los ligandos del TLR4 inducen la produccién de citoquinas proinflamatorias, como
TNF-a, IL-6 e IL-12 en DCs, monocitos y macréfagos. Para evaluar si el TLR4 esta
involucrado en la produccién de citoquinas inducida por el MMTV en las BMDCs,
tolerizamos a estas células in vitro con LPS. Las BMDCs tolerizadas mostraron una menor
produccion de TNF-a en respuesta al MMTV(LA). La baja respuesta de las BMDCs
tolerizadas sugiere que el TLR4 participa en la activacion de las DCs inducida por el
MMTV390, aunque, como se sefaldo anteriormente, no puede descartarse la

participacion del TLR2 por efectos de tolerizacion cruzada.

Para determinar en forma concluyente el rol del TLR4 utilizamos entonces BMDCs
obtenidas de ratones C3H/HeJ (TLR4™"/ TLR4*"5%). Esta cepa se diferencia de la cepa
C3H/HeN (TLR4“""/ TLR4"™) porque posee una mutacién puntual en el gen que
codifica para el TLR4>*%%, Como consecuencia, los ratones C3H/HelJ expresan un TLR4 no
funcional, incapaz de activar las vias de sefializacién intracelular’®. Las BMDCs de ratones
C3H/HeJ mostraron una gran disminucion en el aumento de moléculas coestimulatorias
inducido por el MMTV. Ademds, los aumentos en la produccién de citoquinas
proinflamatorias y en los niveles de ARNm de citoquinas y quemoquinas en las BMDCs de
ratones C3H/HeJ fueron practicamente nulos en las condiciones experimentales utilizadas.
La utilizaciéon de BMDCs que expresan un TLR4 no funcional muestra que el TLR4

cumple un rol fundamental en la activacién de BMDCs inducida por el MMTV>".

Para determinar si el MMTYV es capaz de activar a las DCs también por interaccién
con el TLR2, trabajamos con BMDCs derivadas de ratones deficientes para este receptor
(BMDCs TLR2'/') e investigamos el efecto del MMTYV sobre estas células. Las BMDCs
TLR2” mostraron aumentos en la produccién de citoquinas y en la expresion de moléculas

coestimulatorias en respuesta al MMTYV, aunque estos aumentos fueron significativamente

114



Discusion

menores que los observados en las BMDCs salvajes. En cuanto a la expresién de genes de
citoquinas y quemoquinas, medida por ensayos de RPA, observamos que para algunos
genes (IL-6, MIP-1a,, MIP-1, 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 expresion de otros genes inducidos por el virus, como TNF-a, 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
colaboradores™' demostraron que en DCs humanas la expresion de IP-10 es inducida por
LPS pero no por PGN. En otro trabajo’** realizado con macréfagos alveolares se muestra
que el LPS induce la expresion de TNF-o,, MIP-1B y RANTES y agonistas del TLR2 s6lo
inducen MIP-1f, mientras que en una linea celular macrofdgica murina la produccién de
TNF-a es inducida tanto a través del TLR4 como del TLR2. En cambio, se ha reportado

que el PGN aumenta la produccién de TNF-a en DCs murinas®®’

, indicando que los
efectos de la unién de los ligandos a los TLRs no so6lo dependen del tipo de TLR
involucrado sino también del tipo celular y las condiciones experimentales utilizadas. Los
resultados obtenidos indican que el TLR2 esta involucrado en la activacion de las
BMDCs inducida por el virus, aunque aparentemente en menor medida que el

TLR4*?,

Hasta este punto nuestros resultados muestran que el MMTYV puede activar a las
BMDC:s tanto a través del TLR4 como del TLR2. Para algunos de los pardmetros medidos
(por ejemplo la produccién de citoquinas), la ausencia de un TLR4 funcional parece
eliminar por completo los efectos del MMTYV sobre la activacion de las DCs in vitro. Sin
embargo, los resultados obtenidos con células deficientes para TLR2 muestran que este
receptor también participa en la activacion de las DCs. La falta de efecto del MMTYV sobre
las BMDCs TLR4“*YTLR4*5“ podria deberse a las condiciones experimentales
utilizadas. Alternativamente, estos resultados podrian explicarse considerando que algunos
de los efectos del MMTV sobre las DCs podrian estar mediados por heterodimeros
TLR4/TLR2. Se ha descripto que la capacidad del TLR2 para inducir activacion celular
depende de la formacién de heterodimeros con los miembros de su subfamilia TLRI1 y
TLR6; no se ha reportado hasta el momento la existencia de homodimeros TLR2/TLR2.
Recientemente el grupo de la Dra. Susan Ross en la Universidad de Pennsylvania ha

sugerido la  existencia de  heterodimeros TLR4/TLR2 en ensayos de
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coinmunoprecipitacién370. Si el MMTYV interactuara con el heterodimero TLR4/TLR2 y
con el homodimero TLR4/TLR4, la ausencia del TLR2 sélo inhibiria parcialmente los
efectos del MMTYV sobre las DCs, mientras que la ausencia de un TLR4 funcional los

inhibirfa por completo.

En este trabajo hemos demostrado que ademas de inducir la activacion de
BMDCs, el MMTYV es capaz de inducir aumentos significativos en la expresion de su
receptor de entrada a la célula, CD71*°. Estos aumentos son independientes de la
expresion de genes virales. Cuando examinamos a las BMDCs de ratones C3H/HelJ, el
incremento en la expresion de CD71 fue significativamente menor aunque, en las
condiciones experimentales utilizadas, no se vio completamente inhibido. La utilizacién de
ratones deficientes en TLR4 y TLR2 (criados en el bioterio de la Universidad de
Pennsylvania) nos permitié determinar que en las BMDCs de estos ratones se anula por
completo el aumento en la expresion de CD71 inducido por MMTV**. Correlacionando
con este hecho, los niveles de infeccion en estas células fueron significativamente
menores™ . Se ha reportado que el virus del sarampi6én también utiliza como estrategia la
induccién de un aumento en la expresion de su propio receptor, CD150, en este caso a

. . .y .. 375304
través de su interaccién con el TLR2 en monocitos’ >,

Se ha observado que durante la infecciéon experimental con MMTV en ratones
adultos (por inoculacion en la almohadilla plantar) se produce un aumento significativo de

366 . .
. Este aumento es atribuido a un reclutamiento de

DCs en el ganglio popliteo drenante
precursores de DCs de la sangre, por un mecanismo dependiente de CD62L'. La mayor
parte de los estudios acerca de la interaccion entre el MMTV vy el sistema inmune ha sido
desarrollada mediante ensayos locales en huéspedes adultos, siendo escasa la informacién
sobre dicha interaccién cuando el virus es transmitido por leche al recién nacido.

Investigamos entonces las alteraciones que se producen en las PPs, que constituyen el sitio

.20 . . . . .
de entrada del virus™, durante los primeros dias de infeccién por amamantamiento.

En primer lugar, observamos que durante la infeccion natural por amamantamiento
el MMTV produce un aumento en el porcentaje de DCs en las PPs, demostrando por
primera vez que la infeccion natural con MMTYV afecta significativamente a la
poblacion de DCs en el sitio de entrada del virus*. Por otro lado, el aumento en el

ndmero 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 TLR4™. Esto puede
relacionarse con el hecho de que el MMTYV induce en las DCs, a través de su interaccion
con TLR4, la produccién de quemoquinas como MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4) y
RANTES (CCLYS), las cuales atraen DCs inmaduras hacia el sitio en el cual se encuentran
los patégenos®*°. Sin embargo, estos experimentos no nos permiten concluir que el
aumento en el porcentaje de DCs en las PPs se debe al trafico de DCs o de precursores a
este sitio, ya que podrian deberse ademds a eventos de proliferacién. Aunque en general se
considera que las DCs maduras son células de vida corta que no se dividen, es decir,

B} . , 397
células terminales de una via de desarrollo

, se ha demostrado recientemente que células
estromales de bazo pueden inducir la divisiéon de ciertas DCs maduras (derivadas de
médula 6sea con GM-CSF e IL-4) y su transformacion en DCs regulatorias con algunas
caracteristicas de macréfagos™®. Todavia no se ha determinado si este potencial de
proliferacién y diferenciacion estd restringido a un tnico tipo de DCs o si todas las DCs

maduras lo presentan

Hemos observado que la infeccion con MMTYV también induce aumentos en la
expresion de CD71 en las DCs de las PPs de ratones C3H/HeN. Por el contrario, no se
detectaron alteraciones en la expresion de CD71 en las DCs de ratones deficientes
para TLR4 infectados con MMTV™>", Trabajos recientes muestran que en las primeras
etapas de la infeccién de ratones adultos por inoculacion de MMTV en la almohadilla
plantar las DCs se infectan en niveles similares a los observados en las células B
B220%%*7%°_ El aumento de la expresion de su propio receptor de entrada en las DCs podria
ser un mecanismo utilizado por el MMTYV para aumentar la eficiencia de infeccion de estas
células. Las DCs infectadas pueden ser fundamentales como reservorio viral y, ademads,
para la presentacion eficiente del Sag a las células T, iniciando asi uno de los eventos clave

para para la propagacioén del virus.

Como hemos senalado, la falta del TLR4 durante la infeccioén in vivo anula por
completo el efecto del MMTYV sobre la expresion de su receptor de entrada, mientras que
in vitro se observa una inhibicion significativa pero parcial. Debe considerarse no sélo que
las BMDCs constituyen una poblacion diferente a la de las DCs de las PPs, sino ademas

que la exposicién al MMTYV in vivo difiere de la exposicion in vitro no s6lo en cuanto a la
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concentracion de virus que encuentran las DCs sino también en cuanto al tiempo de

exposicion.

Existen varias subpoblaciones de células CD11c" en las PPs, cada una de las cuales
posee caracteristicas estructurales y funcionales tinicas'>. Adn no se ha reportado el patrén
de expresion de TLRs de los distintos subtipos de DCs de las PPs, aunque se ha
demostrado que cada subpoblacién puede responder en forma diferencial a un estimulo
microbiano™'®. Otro factor a tener en cuenta es que la infeccién con MMTV por la via
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 nimero y
composicién de subpoblaciones™ "', Sin embargo, algunos trabajos indican que las DCs
neonatales son similares en su funcion a las DCs de adultos y no muestran diferencias en

. . . . . 399,400
respuesta a estimulos microbianos o inflamatorios 99:

, mientras que otros autores
demuestran lo contrario®”"***. No se ha realizado atn 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 MMTYV de manera dependiente del TLR4. Dicho receptor esta
fuertemente involucrado en el aumento en el nimero de células dendriticas en el sitio de

infeccioén y tiene ademds un rol central en los aumentos de la expresién 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 interactian con los linfocitos T y con otras células
involucradas en el reconocimiento de patégenos, y juegan un rol en la eliminacién de
agentes infecciosos a través de la secrecion de mediadores de la respuesta inflamatoria,
como citoquinas y quemoquinas, y a través de su capacidad para actuar como CPAs. En
consecuencia, la activacion de las DCs a través de los TLRs tiene profundos efectos no
sOlo en la respuesta inmune innata sino también en la respuesta adaptativa generadas ante
diversos patégenos. 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 intestino®”,
lo cual sugiere fuertemente que las DCs se encontrarian entre las primeras células que

entran en contacto con el MMTYV. Las DCs podrian ser entonces las primeras células en ser

activadas e infectadas por el MMTYV. Nuestros resultados muestran que la interaccion 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 infeccion.

En la primera parte de este trabajo observamos que el MMTYV estimula la secrecién
de citoquinas proinflamatorias como TNF-a en DCs cultivadas in vitro. Sin embargo, al
estudiar la expresion de TNF-o en las PPs de ratones infectados con MMTV no
detectamos ninguna diferencia con respecto a los niveles de expresion en los ratones no
infectados. En cambio, la infeccion con MMTV produce un importante aumento en la
expresion de IL-10 en las PPs. La IL-10 es una citoquina reconocida por su capacidad para
inhibir la activacién y funciones efectoras de muchas de las células del sistema inmune,
limitando las respuestas inflamatorias® '. La respuesta inmune en las PPs y en el resto del
sistema inmune del intestino estd cominmente asociada a la produccién de [L-1070-208404,
Esto se relaciona en general con la funcién del sistema inmune intestinal en el
mantenimiento de la tolerancia oral hacia los antigenos alimenticios y la flora
comensal’®*%°. Comparaciones realizadas entre DCs de las PPs y DCs de bazo mostraron
que un mismo estimulo genera la produccién 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
produccién de IL-10 e IL-4°"®. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que las
distintas subpoblaciones de DCs de las PPs se comportan de manera diferente ante un
mismo estimulo, y que algunas de estas subpoblaciones no producen IL-10 y promueven la

diferenciacién de células T productoras de IEN-y'*°

. No podemos descartar la posibilidad
de que las distintas subpoblaciones de DCs de las PPs respondan al MMTYV produciendo
distintas citoquinas. Otros tipos celulares productores de IL-10 presentes generalmente en
las PPs son las células B y B1°"% las células Th2*” y varios tipos de células T
regulatorias’®. En este trabajo hemos determinado que a los pocos dias de infeccién
con MMTYV se produce un fuerte aumento en la expresion de IL-10 en las células
CD4" de las PPs, y en particular en las células CD4"CD25". Estudios de citometria de

flujo adicionales no nos permitieron detectar cambios en la produccion de IL-10 en células

B y DCs de las PPs.

Determinamos que la infeccion con MMTYV a través del amamantamiento
también induce un aumento en la expresion de varias quemoquinas en las PPs: MIP-

1B (CCL4), BLC (CXCL13) e IP-10 (CXCL10). El aumento en los niveles de expresion
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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 MMTYV 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 menciond 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)*”. Las
Tregs cumplen un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de la tolerancia
inmunoldgica a antigenos propios asi como en la modulacion de respuestas inmunes frente
a antigenos no propios. Por otro lado, en un trabajo reciente se ha demostrado que células
B, macréfagos y DCs reclutan células regulatorias CD4"CD25" mediante la produccién de

CCL4 (MIP-1B)**.

Los notables aumentos de IL-10 y CCL4 producidos en las PPs a sélo dos dias de la
infeccion con MMTYV nos llevaron a investigar si la poblacién CD4"CD25" de las PPs se
ve afectada por el virus. En la primera semana de infeccion con MMTYV a través del
amamantamiento se produce en las PPs un incremento en el porcentaje y nimero
absoluto de células CD4"CD25*. Ademas, estas células muestran un aumento en la
expresion de CTLA-4, CD45RB"" e IL-10 en respuesta al MMTYV. Aunque las Tregs
son caracterizadas frecuentemente por la expresion de las moléculas de superficie CTLA-4
y CD45RB"Y y la produccién de IL-10, ninguno de estos marcadores es especifico, ya que
son expresados también por otras células T. Las células T activadas expresan tanto CTLA-
4 y CD45RB™" como CD25*"° y células T diferenciadas a células Th2 producen IL-10*"7.
Es légico pensar que en el contexto de una infeccién viral aguda en las PPs existe
activacion celular como asi también induccidn de células regulatorias. Por lo tanto, durante
la infeccién con MMTYV la poblacién CD4"CD25" de las PPs podria incluir tanto células

activadas como regulatorias.

El marcador mas selectivo de las Tregs es el factor de transcripcién Foxp3, cuya
expresion es requerida para el desarrollo de dichas células®™®***!. Mediante RT-PCR
determinamos que la expresion de Foxp3 aumenta significativamente en las PPs a tan s6lo
dos dias de infeccién con MMTYV, correlacionando con el aumento de células CD4"CD25".

La marcacion intracelular con un anticuerpo anti-Foxp3 nos permitié discriminar entre
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células activadas y células T regulatorias dentro de la poblacién 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 poblacion CD4'CD25"Foxp3* (fenotipo regulatorio)
como en la poblacién 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 infeccion, tanto
en el porcentaje como en el niimero absoluto. En cambio, el porcentaje de células
CD4"CD25"Foxp3™ sélo muestra un aumento significativo al dia 2 de infeccién,
mientras que el nimero absoluto es maximo en ese dia y luego decrece, aunque
continia significativamente aumentado con respecto a los animales no infectados.
Podria pensarse que esta disminucion de células CD4"CD25 "Foxp3 estd causada por una
disminucién en la expresién de CD25 en las células CD4" activadas. Se ha descripto en
numerosos trabajos que la expresién de CD25 durante la activacion celular es transiente®’>”
776 Por ejemplo, en células CD4" transgénicas para un TCR que reconoce OVA vy
transferidas a un ratén normal, la estimulacién antigénica in vivo induce aumentos en la
expresion de CD25 en el 90% de las células a las 24 hs mientras que a las 48 hs la
expresion de CD25 retorna a los valores basales®>*"*. Sin embargo, resulta dificil que esto
suceda en nuestro modelo experimental ya que el virus continda infectando y el Sag se
deberia seguir presentando a las células CD4" virgenes que llegan a las PPs. Por otro lado,
la disminucién de células CD4"CD25"Foxp3™ puede estar directamente asociada al
aumento de células CD4"CD25 Foxp3" con fenotipo regulatorio, las cuales podrian estar

regulando negativamente la activacién inducida por el MMTV.

Hemos observado que en las PPs de crias BALB/c normales, en ausencia de
cualquier tipo de infeccion, alrededor de un 70% de las células CD4"CD25" son Foxp3*, lo
que indica que la mayoria de las células CD4"CD25" tienen un fenotipo regulatorio. Esto
es similar a lo reportado en la bibliografia, en la cual se considera que las células
CD4*CD25" presentes en un individuo normal son células regulatorias®’. El porcentaje de
células Foxp3™" dentro de la poblacién CD4"CD25" de las PPs (70%) es mas bajo que el
encontrado en ganglios linfaticos adultos (83%)*°°, quizés debido al constante contacto con
antigenos que existe en las Pps*®4%, que conduciria a una mayor presencia de células
activadas (CD4"CD25"Foxp3’) en comparacion a otros érganos. Como hemos sefialado, la

proporcién de células Foxp3™ y Foxp3™ dentro del total de células CD4"CD25" varia
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durante los primeros dias de infeccion con MMTV. Al dia 2 el 52% de las células
CD4"CD25" son Foxp3". Al dia 6 de amamantamiento el porcentaje de células
CD4"CD25" que expresan Foxp3 es de 84%, superando al valor observado en ausencia de
infeccion (dia 0). Por lo tanto, al final de la primera semana de infeccion con MMTYV

la proporcion de células con fenotipo regulatorio se encuentra aumentada.

Los ensayos de incorporacion de ioduro de propidio realizados permitieron
determinar que el MMTYV induce la proliferacién de las células CD4"CD25" de las PPs
desde el segundo dia de infeccion al menos hasta el dia 18. El mdximo de proliferacion se
observa al dia 6. Aunque estos experimentos no permiten saber si las células CD4"CD25"
que se encuentran proliferando expresan Foxp3, el pico de proliferaciéon ocurre cuando la
mayoria 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 anérgicas4“, aunque existe creciente
evidencia de que estas células si son capaces de proliferar ante un estimulo adecuado. En
particular, varios grupos han demostrado que el encuentro in vivo con un antigeno
reconocido especificamente por su TCR o con un aloantigeno induce la proliferacion de las
Tregszgz’3 13314 Ademds, se ha determinado que las Tregs son capaces de proliferar in vitro
cuando son incubadas con DCs y antigeno o DCs y anti-CD3, especialmente en presencia
de IL-2 exégena’®*****. Por dltimo, Caramahlo y colaboradores demostraron que las

células CD4*CD25" expresan TLR4 y proliferan en respuesta al LPS'*®

, y dos trabajos
recientemente publicados muestran que la proliferacién de las células CD4"CD25"
regulatorias puede ser estimulada in vitro e in vivo mediante una combinacién de ligandos

del TLR2 y estimulacién del TCR*****7,

La especificidad antigénica de las Tregs es otro de los puntos controversiales en el
estudio de estas células. El modelo del MMTYV permite abordar este tema de una manera
simple gracias a la expresion del Sag viral durante la infecciéon. Aun cuando existen
diferencias entre los superantigenos y los antigenos convencionales*'?, el estudio de la
expresion de un segmento V[ especifico para el Sag del MMTV(LA) en las células
CD4"CD25" de las PPs nos permiti6 evaluar la especificidad de las mismas para reconocer
antigenos extrafios. La respuesta al superantigeno viral se produce en forma temprana en la

infeccién y se detecta como un aumento en el porcentaje de clones T V[ especificos

122



Discusion

reactivos al mismo en las PPs®. Primero determinamos que el aumento en el porcentaje de
células VB6" también es detectable dentro de la poblacion CD4'CD25", y que este
aumento es significativamente mayor que el observado en la poblacién CD4" total. Por
otro lado, el MMTYV induce aumentos en el porcentaje y nimero absoluto de las células
VB6'CD25" durante el periodo estudiado (primera semana de infeccién). El porcentaje de
células VB10'CD25" (no respondedoras al Sag viral) s6lo muestra un leve pero
significativo aumento al dia 2 (probablemente debido a un estado de activacién no
especifica en las PPs), volviendo a los valores basales al dia 6. Estos resultados sugieren
que el aumento de células CD25" puede detectarse principalmente dentro de una
subpoblacién de células que responden al Sag del MMTYV. El Sag del MMTV(LA) no s6lo
es reconocido por los segmentos VB6 sino también por VP9, VB7, VB8.1*"*. Esto permite
suponer que el porcentaje de células con especificidad dentro de la poblacién CD4"CD25"
podria ser mayor, aunque hasta el momento no hemos determinado la especificidad
superantigénica de las células CD4"CD25"VB6'VB10". Tampoco se puede descartar que
dentro de la poblacién CD4"CD25" haya células con especificidad para otros antigenos del

MMTYV, como por ejemplo la proteina Env.

Dado que las células VP6" estdn siendo directamente estimuladas por el
superantigeno y que CD25 es también un marcador de activacion linfocitaria, estudiamos
la expresion de Foxp3 en las células VB6'CD25", para definir si el gran aumento en el
porcentaje de estas células observado a partir del segundo dia de infeccién se debe a un
aumento en las células activadas (Foxp3"), en las células regulatorias (Foxp3™) o en ambas.
Determinamos que el incremento de células VB6'CD25" en las PPs ocurre por aumentos
simultdneos en las subpoblaciones VB6'CD25"Foxp3™ y V6 CD25"Foxp3. Esto indica
que la poblacion celular que reconoce especificamente al superantigeno viral no sélo
contiene células activadas sino también células con fenotipo regulatorio, aun en
estadios muy tempranos de la infeccion. La cinética seguida por ambas
subpoblaciones durante la primera semana de infeccion es similar a la observada
para las subpoblaciones CD4"CD25'Foxp3* y CD4"CD25"Foxp3". Asi, al analizar la
composicién de la poblacién VB6'CD25" en cuanto a la expresién de Foxp3, encontramos
que al segundo dia de infeccion s6lo un 29% de las células son Foxp3™ y un 71% son

Foxp3’, indicando que la activacién al dia 2 es muy alta cuando se analiza dentro de la
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poblacion antigeno especifica. Luego, al dia 6, el porcentaje de células VB6'CD25" con
fenotipo regulatorio (Foxp3™) alcanza un 84%. Al igual que lo observado en las células
CD4", el aumento en la expresién de CD25 durante la activacién de las células Sag-
especificas parece ser transiente. La expresion temprana y temporal de CD25 durante la
activacion por un superantigeno in vivo ha sido reportada previamente por Maxwell y
colaboradores, en un modelo de inoculacién de SEA, un superantigeno de origen

. 276
bacteriano”"".

Por otra parte, pudimos determinar que la infeccion con MMTYV también
produce aumentos en la subpoblacion VB6'CD25Foxp3®. Se ha demostrado
recientemente que existe en la periferia una poblacién CD4"CD25 Foxp3" de origen timico
que funciona como reservorio de células Treg, capaz de generar células
CD4"CD25"Foxp3" por expansién homeostética o ante un estimulo antigénic0372. Aunque
en un principio se consideraba que sélo las células CD4"CD25" expresaban Foxp3
mientras que en otras subpoblaciones T la expresion no era detectable, un creciente nimero
de trabajos demuestra que una fraccion de la poblacién CD4*CD45RB""CD25" en el ratén
normal naive tienen una expresion intermedia de Foxp3 y muestran actividad regulatoria in
vitro e in vivo™P%#32544 ge determing ademds que la expresién de Foxp3 correlaciona
con la actividad supresora de las células, independientemente de la expresién de CD25>”.
Esto sugiere que la subpoblacion VB6'CD25Foxp3* de las PPs podria participar

también en el aumento de células con fenotipo regulatorio dentro de la poblacién

celular respondedora al Sag viral durante la infeccion con MMTYV.

Nuestros resultados muestran que, en conjunto, los aumentos de las
subpoblaciones CD25"Foxp3* y CD25Foxp3* dentro de la poblacién V6" producen
un progresivo aumento en el porcentaje de células VB6" que expresan Foxp3. El
porcentaje de células reactivas al Sag que expresan Foxp3 llega a ser mayor al 30% al dia
15 de infeccion. Esto es muy significativo teniendo en cuenta que el valor basal del
porcentaje de células Foxp3" dentro de la poblacién V6 o dentro de cualquier poblacion
CD4" en las PPs es alrededor de un 8%. Papiernik y colaboradores*'” mostraron que
durante la infeccién con la variante viral MMTV(SW), cuyo Sag también es reconocido
por VB6, el efecto de delecion de los clones reactivos al Sag se observa en las células

CD4"VB6'CD25 mientras que el nimero de células CD4"VB6'CD25" se mantiene
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constante, aun al final del proceso de delecion. Esta poblacion expresa IL-10 e IL-4, y los
autores sugieren que la permanencia de estas células jugaria un rol en el control de la
infeccién viral y la induccién de tolerancia a través del reconocimiento del Sag viral y la
produccién de IL-10*"°. Aunque en dicho trabajo no se mide la expresién de Foxp3, los
resultados estdn de acuerdo con nuestras observaciones de que el porcentaje de células con
fenotipo regulatorio aumenta progresivamente dentro de la poblacién Sag-especifica de las

PPs.

La purificacién de las células CD4"CD25" de las PPs de crias infectadas con
MMTYV nos permitié evaluar la capacidad supresora de estas células, confirmando que no
sOlo expresan marcadores tipicos sino que también tienen funcién de células regulatorias.
Determinamos que al dia 6 de infeccion con MMTYV la poblacion 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
dias de infeccion, ya que previamente habiamos determinado que en este punto la mayoria
de las células CD4"CD25" son Foxp3™. A pesar de que a este dia las células CD4"CD25"
se encuentran proliferando, esto no parece afectar a su capacidad supresora. Varios trabajos
han demostrado que ante el estimulo con un antigeno o con LPS las células Treg pueden
proliferar y expandirse sin perder sus funciones regulatorias'*®>"**'**** Sin embargo en
ciertas condiciones, como en presencia de DCs maduras o ciertos ligandos de
TLR2**¢%7 '1a proliferacién de las Tregs se asocia con una disminucién temporal en su
capacidad inmunorregulatoria, aunque esto no parece suceder durante la infeccién natural

con MMTYV.

La actividad inmunosupresora de las células CD4°CD25" purificadas de
ratones infectados con MMTYV 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 aloantigenos, el Mls-1* (Mtv-7, Sag endégeno), que
estimula a células VB6™; por otro lado, un importante porcentaje de las células CD25"
purificadas de las PPs son VB6". Nishimura y colaboradores®®” han demostrado que células

Treg sensibilizadas in vivo por un transplante alogeneico muestran una mayor capacidad
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supresora en un cultivo mixto alogeneico cuando las células estimuladoras del cultivo y el
transplante que estimuld a las Tregs son de la misma cepa de ratén; es decir, las Tregs
muestran una supresion aloantigeno especifica. En un comienzo, los estudios in vitro
postulaban que las Tregs requerian una activacion a través de su TCR para ejercer su
actividad supresora pero que, una vez activadas, las Tregs eran capaces de suprimir células

e 326
T con otras especificidades

. En la actualidad existe evidencia de que la especificidad
antigénica de las Tregs tiene influencia sobre la accion de estas células, sobre todo en
modelos de autoinmunidad, en los cuales se mostré que las Tregs érgano-especificas son
mads protectoras que las Tregs policlonales349. En cuanto la especificidad de las Tregs para
antigenos exogenos, se ha reportado recientemente que durante la infeccién crénica de
ratones con Leishmania major, se produce una acumulacién de Tregs que expresan un
TCR que reconoce especificamente a Leishmania en el sitio de la infeccién®®®. Estas Tregs
poseen funciones supresoras tanto en ensayos de estimulacién policlonal como antigeno-
especifica de células CD4"CD25". Aunque las células CD4"CD25" purificadas de las PPs
de ratones infectados con MMTYV no son homogéneas en cuanto a su TCR, una importante
proporcién de las mismas es especifica para el Sag del MMTYV, 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 realizaciéon de cultivos mixtos en los
cuales utilizamos células presentadoras de otras cepas de ratén que no presenten el Mls-1*

(Mtv-7).

Los experimentos realizados permiten concluir que a medida que avanza la
infeccion con MMTYV se produce un aumento progresivo de células CD4" con fenotipo y
funciones regulatorias. Estas células podrian ser células regulatorias CD4"CD25" naturales,
originadas en el timo. En tal caso, su incremento en las PPs podria producirse por un
aumento en el trafico de estas células a las PPs, atraidas por una o mds quemoquinas
expresadas durante la infeccidon. Otro posible mecanismo, no excluyente con el anterior,
seria que el aumento de estas células CD4'CD25" ocurriera por estimulacién de la
proliferacién inducida por el MMTYV. Por otro lado, no podemos descartar que al menos
una parte de la poblacion CD4"CD25" que se acumula en las PPs durante la infeccion
corresponda a células regulatorias inducidas in situ. La generacién 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 podria ocurrir. La conversion de
células Foxp3™ en células Foxp3™ ha sido descripta principalmente en humanos, aunque la
posibilidad de contaminacion de los cultivos con unas pocas células regulatorias dificulta
la interpretacion de los ensayos291’300. Algunos autores no observaron conversion de células
naive a células Treg FOXP3" in vitro™? y otros mostraron que sélo un pequefio grupo de
células humanas CD4" y CD8" aumentan en forma transiente la expresiéon de FOXP3, sin
adquirir fenotipo o funcién de células regulatorias®'. En el ratén, se ha reportado que
existe expresion de Foxp3 de novo y transiente en células T altamente activadas que han
sido estimuladas in vivo por DCs que presentan un antigeno exdgeno, mientras que sélo
bajos niveles de antigeno en ausencia de sefiales proinflamatorias resulta en el desarrollo

de células Treg de novo™*.

Con el objeto de investigar el rol del TLR4 en el aumento de células Treg inducido
por el MMTV, comparamos en primer lugar la expresion de Foxp3 en PPs de crias salvajes
o deficientes en TLR4. Determinamos por RT-PCR que la expresiéon de Foxp3 en las PPs

de crias infectadas es menor en ratones de la cepa C.C3H Tir4"7*

que en los ratones
control BALB/c. Luego mostramos que el incremento en el porcentaje de células
VB6*CD25"Foxp3* es significativamente menor en las crias C.C3H TIr4”* que en las
crias BALB/c, tanto al dia 2 como al dia 6 de infeccion. También es significativamente
menor el aumento de células VB6'CD25'Foxp3". Estos resultados sugieren que el
TLR4 esta involucrado en el aumento de células Treg y en el aumento de células

activadas.

La participacién del TLR4 en el aumento de células con fenotipo regulatorio
CD25"Foxp3" especificas para el Sag inducido por el MMTV podria ocurrir en distintos
niveles. Por un lado, el MMTV podria interactuar con el TLR4 expresado por las células
CD4"CD25" induciendo su proliferacién. Estudios in vitro han demostrado que las células
CD4"CD25" proliferan en respuesta al LPS, en forma dependiente del TLR4"°. Sin
embargo, este no podria ser el Unico mecanismo involucrado, ya que, como hemos
sefalado, un porcentaje importante de estas células regulatorias muestran especificidad
superantigénica. Ademads, podria ocurrir que el aumento de células regulatorias dependa
del grado de activacion inducido por el MMTV. De ser asi, el menor nimero de Tregs en

los ratones deficientes en TLR4 podria deberse al menor incremento de células activadas
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que observamos en estos animales. Como se sefald 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 expansion de células

. 138,183
efectoras y regulatorias

, el menor nimero de DCs en las PPs de ratones mutantes para
el TLR4 también puede estar involucrado en el menor aumento de células
VB6'CD25 Foxp3” y VB6'CD25"Foxp3™. Aunque el aumento en el porcentaje de células
regulatorias inducido por el MMTV es menor en los ratones C.C3H TIr4“*“, no hemos
determinado si la funcién supresora de estas células también se ve afectada en estos
animales. A causa de la expresion de un TLR4 no funcional, probablemente la activacion
de las DCs de los ratones C.C3H TIr4"* inducida por el virus sea menor y esto podria
afectar a la funcidn regulatoria de las Tregs. En este sentido, se ha demostrado que las DCs
maduras, y no las inmaduras, aumentan eficientemente la proliferacion de las células
CD4*CD25" regulatorias®******* aunque en algunos casos dicha proliferacién se asocia
con una pérdida de la capacidad regulatoria de las Tregs, al menos temporalmente®****. La

funci6n regulatoria de las células CD4*CD25" de los ratones C.C3H Tir4”* sera objeto de

estudio en una préxima etapa.

Estudios recientes indican que las células Treg pueden ser activadas y expandidas
in vivo por virus, bacterias, hongos y parésitos416. Se han postulado diversas funciones de
las células CD4"CD25" regulatorias durante una infeccién. En algunos casos se considera
que el aumento de células regulatorias en un proceso infeccioso seria beneficioso para el
huésped, mientras que en otros casos seria una ventaja para el patégen0416'419. Estos roles
contradictorios de las Tregs no son mutuamente excluyentes sino que pueden ocurrir
simultdneamente. Se ha demostrado que la accién de las células Treg puede ser favorable
para el huésped, ya que estas células son capaces de disminuir una respuesta
inmunopatolégica, disminuyendo el grado de inflamacién y dafio tisular colateral*****,
Belkaid y colaboradores mostraron que la presencia de Tregs también puede aumentar la
capacidad de generar de memoria inmunolégica269. Por otro lado, estas mismas células
pueden ser inducidas por ciertos patégenos para subvertir la respuesta inmune del
hospedador, inhibiendo las respuestas T CD4" y CD8" contra ellos y favoreciendo la

. . . 237,421,422,424,425
persistencia de los mismos

. En el caso particular del MMTYV, las células
CD4"CD25"Foxp3" podrian estar actuando de varias formas. Al igual que lo observado en

. . . 426 , L, ..
otras infecciones virales ™, las células Treg podrian suprimir o controlar la respuesta
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antiviral. Durante la realizacion del presente trabajo, un articulo publicado por Jude y
colaboradores mostré que la respuesta CD8" citot6xica puede eliminar a la variante viral
MMTV(C3H) sé6lo en ratones C3H/HelJ, pero no en ratones C3H/HeN, sugiriendo que en
presencia de un TLR4 funcional esta variante de MMTYV es capaz de evadir o suprimir la
respuesta antiviral*”’. En experimentos in vitro, los autores también determinaron que la
interacciéon del MMTV(C3H) con el TLR4 de DCs o macréfagos induce la secrecion de
IL-10 en células B y sugirieron que el MMTYV utiliza este mecanismo para subvertir a la
respuesta inmune adaptativa en los ratones C3H/HeN*’. La presencia de células Treg en
las PPs al comienzo de la infeccién podria cumplir un rol similar, favoreciendo asi la
propagacion del virus. Por otro lado, las Tregs podrian afectar negativamente al MMTYV.
Teniendo en cuenta la importancia de la respuesta al Sag viral para el establecimiento de la
infeccion, existe la posibilidad de que las Tregs estén controlando la capacidad
proliferativa de las células respondedoras al Sag, impidiendo que su expansion sea maxima
y retrasando la propagacion del MMTYV a otros tejidos. También se ha demostrado que las
células CD4*CD25" regulatorias pueden inhibir la proliferacién de las células B**®, la cual
es necesaria para que ocurra la amplificacién del reservorio viral*'’. Por dltimo, las Tregs
inducidas durante la infeccion con MMTV podrian beneficiar al huésped impidiendo el
dafio tisular que podria causar la exacerbada respuesta que se produce en las PPs. La
realizacién de experimentos de deplecion de células CD25" in vivo serd de gran utilidad

para determinar las funciones de estas células durante la infeccion con MMTV.

Debido a los amplios efectos que puede causar la activacion inducida a través del
TLR4, la interaccidn entre la proteina Env y este receptor le permite al MMTYV 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
infeccién con MMTYV 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 infeccién, mientras que otros, como el aumento de células
regulatorias, podrian ser ventajosos o desventajosos para el virus. Cada uno de estos
eventos no ocurre en forma aislada, sino que suceden simultineamente; la combinacién de
los mismos determinard en ultima instancia como la presencia del TLR4 afecta al resultado
de la infeccion. La medicion directa de los niveles de infeccion en ratones C3H/HeN y

C3H/HeJ amamantados con hembras infectadas con MMTV(LA) nos permitié
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determinar que la falta de un TLR4 funcional conduce a una menor eficiencia de
infeccion del MMTYV. 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 infeccién que los ratones no tolerizados

luego de la inoculacion subcutdnea del MMTV (LA).

El conjunto de los resultados obtenidos a lo largo este trabajo muestra que la
infeccion con MMTYV 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 expresion del
receptor de entrada del MMTYV en dichas células y un aumento progresivo en el
nimero de células T con fenotipo regulatorio. Estas alteraciones, sumadas a la
respuesta de activacion T frente al Sag, son dependientes del TLR4. La presencia de
un TLR4 funcional correlaciona con importantes aumentos en los niveles de
integracion viral. Demostramos asi que la interaccion del MMTYV con el TLR4 forma

parte de la estrategia de este retrovirus para aumentar la eficiencia de la infeccion.
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Utilizando un modelo de infeccion por MMTV en ratones adultos tolerizados con
ligandos de TLR4 o TLR2 se determiné que una de estas moléculas o ambas participan
en importantes eventos de las primeras etapas de infeccion por MMTV: activacién

temprana de células B, reclutamiento de células B virgenes e integracion viral.

. El MMTV es capaz de inducir la activacién de las BMDCs, medida por el aumento en
la expresion de moléculas coestimulatorias y en la produccién de citoquinas y
quemoquinas. La activacion de las BMDCs es independiente de la expresion de genes
virales. Los efectos del virus sobre las BMDCs no son especificos de una variante viral

en particular, ni dependen de la cepa murina de la que se obtuvieron las células.

Los experimentos de tolerizacion de BMDCs con LPS y la utilizacion de BMDCs que
expresan un TLR4 no funcional demuestran que el TLR4 cumple un rol fundamental

en la activacion de BMDC:s inducida por el MMTV.

El TLR2 también estd involucrado en la activaciéon de las BMDCs inducida por el

virus, aunque en menor medida que el TLR4.

El MMTV es capaz de inducir en las BMDCs un aumento en la expresiéon de su
receptor de entrada a la célula —el CD71- y este efecto se ve significativamente

disminuido en ausencia de un TLR4 funcional.

La infeccion con MMTV a través del amamantamiento induce aumentos en el
porcentaje de células CD11c" y en los niveles de expresién del receptor de entrada del
MMTYV en estas células en las PPs . Estos efectos no se observan en ratones carentes de

un TLR4 funcional.

. Durante la primera semana de infeccion con MMTYV a través del amamantamiento se

produce en las PPs un incremento en el porcentaje y nimero absoluto de células
CD4"CD25" Estas células muestran un aumento en la expresion de CTLA-4,
CD45RB™ e IL-10, como asi también en la tasa de proliferacién celular. La poblacién
CD4"CD25" estd compuesta por células que presentan un fenotipo de activacion
(CD4"CD25'Foxp3’) o un fenotipo de célula regulatoria (CD4"CD25"Foxp3™). La
proporcién de estas dos subpoblaciones varia con el tiempo de infeccion: el nimero y

el porcentaje de células activadas hacen un pico al dia 2 y bajan drasticamente a partir
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11.

del dia 3, mientras que las células con fenotipo regulatorio aumentan progresivamente

desde el segundo dia de infeccidn hasta, al menos, el dia 6.

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
infeccién aumenta progresivamente el porcentaje de células respondedoras al Sag con

fenotipo regulatorio.

Demostramos que las células CD4"CD25" de las PPs de ratones infectados durante 6
dias con MMTYV poseen actividad inmunosupresora. Esta actividad es mayor que la

observada en células CD4"CD25" de animales no infectados de la misma edad.

Tanto la respuesta de activaciéon T frente al Sag como los aumentos de células
regulatorias con especificidad superantigénica se encuentran disminuidos en ausencia

de un TLR4 funcional

Los niveles de infeccion alcanzados in vivo por el MMTYV son mayores en los ratones

que expresan un TLR4 funcional.
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