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SUPERANTIGENOS E INFECCIONES RETROVIRALES

AUMENTO DE LA TUMORIGENICIDAD MAMARIA POR RECOMBINACION ENTRE
VIRUS MMTV EXOGENOS Y ENDOGENOS
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Resumen En este trabajo se describen los efecios bioldgicos de nuevas variantes

virales de MMTV exdgenos. Una de ellas denominada BALB14 esta presenie
en la cepa BALB/c e induce un bajo porcentaje de adenocarcinomas mamarios. Otra de
ellas, (MMTV-7} se origind por recombinacion entre BALB14 y transcriptos derivados del
provirus enddgeno Miv-7. El desarrollo de una linea de ratones BALB/c infectada con
ambas variantes virales a través del amamantamiento con una nodriza F1 (BALB/cxAKR)
en la que surge el MMTV-7, parmitid demostrar que el virus recombinante —que expresa
el SAg del provirus endégenc— es amplificado en los huéspedes BALB/c y resulta en
ellos altamente tumarigénico. Se discute el rol de la adquisicion de superantigenos
estimulatorios en la amplificacién del virus recombinante. Los resultados obtenidos per-
miten hipotetizar que la presencia en el genoma del raton de provirus endogenos no pro-
ductivos —considerada hasta ahora como protectora frente a la infeccion con virus MMTV
exogenos— ofreceria ademas ventajas selectivas para el virus al aumentar su variabili-
dad poblacional, permitiendo asi la ampliacién del rango de huéspedes susceptibles y la
expansion de variantes con alta patogenicidad.
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Los virus exdgenos del tumor mamario muring
(MMTV) son retrovirus de tipo B que se transmi-
ten a través de la leche e inducen adenocarci-
nomas mamarios en su huésped'. Ademas de los
virus MMTV exdgencs, existen numearosos virus
enddgenos, la mayoria de los cuales no son
patogénicos y no producen particulas virales,
debido a la presencia de mutaciones en sus
genes regulatorios o estructurales®. Tanto los
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MMTV exdgenos como los Mtv endégenos po-
seen un marco de lectura abiero (ORF) en su
LTR que codifica para la exprasion de un super-
antigeno (SAg)**. A diferencia de los antigenos
convencionales, los superantigenos son capaces
de sstimular un alto nimero de células T, ya que
para su reconocimiento sélo es necesaria la
interaccion con un elemento variable beta (VJ)
determinado del receptor T, indepandientemente
de la cadena alfa que eéste posee’. Las variantes
de los virus MMTV codifican para distintos SAgs,
dependiendo su especificidad de variacionas en
la secuencia aminoacidica en la region carboxiter-
minal del mismo®. Estas dilerencias determinan
que los distintos virus MMTV exdgenos y endoge-
nos interaccionen con clones T portadores de
cadenas V[§ distintas. Los S5Ags juegan un rol
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critico en el ciclo de vida de los MMTV infeccic-
sos®. Una vez infeclado el recién nacido median-
te el amamantamiento, sus linfocitos, especial-
mente las células B, son el primer blanco de este
virus. Los linfocitos B infectados expresan el SAg
en la supericie celular, asociado a moléculas de
antigenos mayores de histocompatibilidad de cla-
se 2, pero fuera del hueco en el que se presenta
el antigeno convencional. La expresion del
superantigeno, estimula la proliferacion de las
células T que posean cadenas V[ reactivas al
mismo y como resultado de esta proliferacion,
otras células, fundamentalmente las B, proliferan
tambiégn. Como ocurre con otros retrovirus el
MMTV infecta preferentemente células activadas,
por lo que estos evenlos permiten la amplifica-
cign viral y el posterior traslado del virus a la glan-
dula mamaria, su drgano blanco final. Las célu-
las T reactivas al SAg son luego delecionadas en
forma progresiva. La transmisidn in wvivo de virus
MMTV que no expresan SAgs funcionales o que
infectan huéspedes que no poseen clones T
reactivos a su SAg, se ve severamente impedi-
da y suele perderse en pocas generaciones. Se
ha postulade recientemente que la posesién de
virus enddgenos del tumor mamaro muring pro-
tege al huésped de infecciones con virus MMTV
exdgenos que expresen SAgs con reactividad
cruzada® Este efecto se atribuye al hecho de que
la presencia del SAg expresado por el virus
endégenc induce la delecion intratimica perinatal
de los clones T reactivos. Al nacimiento el numero
de estos clones en la periferia es casi nulo. El vi-
rus infeccioso se veria asi privado de la amplifi-
cacion derivada del reconocimiento T del Sag y
en consecuencia la infeccion se veria severamen-
te perturbada.

Los virus MMTV causan carcinomas mama-rios
si bien no codifican para un oncogen. La tumo-
Figenesis mamaria occurre como consecuencia de
la insercién de DNA proviral cerca —o dentro— de
protooncogenes celulares como el int-1, int-2, int-
3, int-6 elc. aclivAndolos o induciendo la aparicion
de productos truncados de los mismaos™ &,

El estudio de estos virus reviste actualmente
gran interés no sdlo debido a su capacidad para
expresar superantigenos sino también a la luz de
trabajos recientes en los gue se involucra la par-
ticipacion de secuencias geénicas altamente
homdlogas a estos retrovirus en la carcinogénesis
mamaria en &l hombre® "o
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En trabajos anteriores demastramos que los
ralones de la cepa BALB/c de nuestro biolerio
estaban infectados con dos nuevas variantes de
virus MMTV exdgenos, descriptos recientemente
an nuestro laboratorio, denominados BALB14 y
BALB2, los que inducen la delecién de clones T
V@14 y VB2 respectivamenie y poseen una ca-
pacidad tumaorigénica baja"'. El virus BALB14
recombina con secuencias provirales endogenas
no productivas e incapaces de expresarse en
mama, dando lugar a una variante recombinante
que codifica para el SAg del provirus enddgeno’™.
A lo largo de este trabajo se demuestra que di-
cho virus recombinante resulta fuertemente am-
plificade cuando se transmite por leche a ratones
poseedores de clones T reactivos al SAg adqui-
rido, siendo en ellos significativamente mas
patogénico que la variante parental que le diera
origan.

El virus exdgeno MMTVY BALB14 representa
una variante infecciosa que posee interesantes
diferencias con olras variantes de MMTYV descrip-
tas. Es capaz de inducir la delecion progresiva de
los clones T CD4+ VB14+ al igual que el virus
MMTV de C3H. La region carboxiterminal del SAg
presenta sin embargo algunas variaciones en su
secuencia aminoacidica. Por otra parte —a dife-
rencia del MMTV C3H— induce tumores de
mama dependientes de la prefiez y con una inci-
dencia significativamenle menor, que no supera
al 35% en huéspedes BALB/c (Tabla 1).

Cuando el MMTV BALB14 infecta hibridos F1
(BALB/cxAKR) es capaz de recombinar con el
provirus endégeno no productive Mtv-7, dando
origen a un virus infeccioso que denominamos
MMTV-7'2. El amamantamiento de ratones BALB/
¢ con eslas nodrizas F1 induce la delecidn clonal
progresiva de células T CD4- V6 v 8.1 en el
50% de la cria™ y la anergia clonal temprana de
estas mismas células en praclicamente el 100%
de los ratones, lo que demostro que estas no-
drizas F1 eran capaces de transmitir por leche un
SAg Miv-7-like.

Desarrollamos una linea de ratones BALB/c
(linea A) a partir de una hembra amamantada por
una nodriza F1 (BALB/cxAKR) infectada con los
virus BALB2 y BALB14. La hembra fundadora de
esta sublinea mostré una delecidn temprana de
clones T Vp14-" y V2, a los 6 meses de vida
comenzo a delecionar células T CD4- y V[i&* en
forma progresiva. Luego de 3 generaciones, la
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TABLA 1 — Incidencia de adenccarcinomas mamarnos en ratones BALB/c de distintas lineas infectadas con los
MMTV, BALBZ, BALB14 y MMTV-7.

MAMTY delecion de clones CO4* e tumores®

W2 Vii14+ VpeE* virganas multiparas
BALB14 - 4 & {360y 29 (29/100)
BALB2 . 4 {3/75) 32 (32/100)
BALB2
BALEI4 + + 4,7 (3/64) 34,5 (77/223)
BALBZ
BALB14
MMTV-T + + + 6 (2/33) 84,7 (50/59)

- 2 (1/50) 3,3 (1/30)

*incidencia de adenocarcinomas de mama al afo de vida, diagnosticada mediante estudios histologicos,

t pumero de ratonas con tumor/namero de ralones total.
* p = 0,001 respecto de lodos los grupos (Tast de Fisher)

delecion de los clones Vp&* podia detectarse muy
tempranamente en el 100% de los animales: en-
tre los 15 y 20 dias de vida el porcentaje de es-
tos clones en sangre periférica no superd el 3,2%
(rango: 2,3%-3,2%, n=40). Ademés, pudo obser-
varse que los clones T CD4-Vp&" eran delecio-
nados mas rapidamente que los clones T
CD4-VR14+ y CD4VE2 . En la Figura 1 se mues-
tra un ejemplo representativo de la cinética de
delecién observada en ganglios linfaticos. En tra-
bajos realizados en colaboracién con la Dra. S.
Ross'® se secuencic el ORF del virus recom-
binanta MMTV-7 presente en la leche de las hem-
bras de la sublinea A. Se determind que la re-
gién hipervariable del gen sag del virus recom-
binante derivaba del Mtv-7 y la secuencia LTR
upstream de dicha regidn del virus BALB14. Uti-
lizando ensayos de proteccidn de RNasa T1 de-
mostramos que 10 de 11 adenocarcinomas
mamarios provenientes de hembras multiparas de
la linea A expresaban el virus MMTV-7 recom-
binante, siendo éste el dnico presente en 7 de
éstos'?

Investigamos entonces la incidencia de ade-
nocarcinomas mamarios en hembras multiparas
y virgenes de la linea A. Las hembras multiparas
mostraron una incidencia tumoral del 85%, la que
resultd significativamente mayor a la observada
tanto en ratones BALB/c infectados con el MMTV
BALB14 cuanto en aquellos infectados con los
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Fig. 1.— Células de ganglios inlahcos inguinales de ham-
bras de la linea A (simbalos llanos) y de BALB/C li-
bres da virus (simbolos vacios) a dilerentes dias lue-
go del nacimiento fueron tratadas con anticuerpos
monoclonales anti-VE (e), anti-Vi-14 (=) o anti-V[i2
{a) fluoresceinados v anti-CD4 acoplado a ficoaritrina
y analizadas por citometria de flujo. La Figura es un
gjemplo reprasantativo de 4 exparimentos. Cada pun-
to de las curvas representa el valor promedio de 3-4
animales lesteados individualmente. Resultados simi-
lares fueron oblenidos con machos.

10

MMTY BALB14 y BALB2 (Tabla 1). El importan-
te incremento en la incidencia tumoral detectado
en la linea A, junto con la observacion de que la
mayoria de estos tumores expresa el MMTV-T en
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forma exclusiva, sugiere fuertemente que la ca-
pacidad tumorigénica del virus recombinante es
mayor que la del virus parental.

Investigamos finalmente la capacidad esti-
mulatoria del virus recombinante presente en la
leche de hembras de la linea A. Para esto, ino-
culamos leche de hembras de la linea A en la al-
mohadilla plantar de ratones BALB/c libres de
virus. Cuatro dias mas larde, se investigo el por-
centaje de células T CD4" V14~ CD4-VpE* y
CD4*VR10b* (control de especilicidad) en los
ganglios poplitecs drenantes del inéculo. Los re-
sultados obtenidos mostraron un importante au-
mento en &l porcentaje de células T CD4'V[6"
(25,8 + 0,1%, n=3 vs 10,2 = 0,12%, n=3 en rato-
nes inoculados con leche de BALB/c libres de
virus). El aumento en el porcentaje de células T
CD4'Vp14- fue menos marcado: 13,7 = 0,16, n
=3 vs 9,2 + 0,10, n=3. No sa observaron altera-
ciones significativas en el porcentaje de las célu-
las T CD4*V10b . Estos resultados indican que
el virus MMTV-7 expresa un SAg altamente
astimu-latorio. La fuerte capacidad estimulatoria
del SAg adquirido a través de la recombinacién
habria contribuido a la rdpida amplificacidon de
aste virus en la linea A, amplificacion que no
ocurre en los huéspedes F1 en los que se origi-
na al carecer éstos de células T reaclivas al SAg
del virus recombinante. En efecto, el MMTV-7
solo puede detectarse en mama o leche de los
F1 (BALB/cxAKR) por técnicas de RT-PCR™.

Hasta el momento, se considera que la inte-
gracion del DNA proviral en el genoma no es
secuencia-especifica, es decir, ocurriria al azar.
Por ofra parte existe una alta correlacion entre el
titulo de particulas virales en leche y la inciden-
cia de tumores. Si bien no es posible descartar
otros mecanismos, podria hipotetizarse que los
virus MMTV que expresen un superantigeno fuer-
temente estimulatorio y per lo tanto induzcan una
importante proliferacién de células T con el con-
siguiente aumento de la carga viral, serian selec-
cionados favorablemente en huéspedes suscep-
tibles, aumentando asi la probabilidad de inducir
carcinomas mamarios.

Los resullados obtenidos en esle trabajo de-
muestran que la recombinacién entre un MMTV
exdgeno con patogenicidad moderada y trans-
criptos de virus endégenos no produclivos e in-
capaces de expresarse en mama, puede originar
variantes virales que muestran una alta tumori-
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genicidad cuando infectan huéspedes suscepti-
bles. Se ha postulado que la integracion de
provirus Miv endogenos en el genoma del ratdn
constituiria una ventaja selectiva para la pobla-
citn ya que protegeria a los individuos de la in-
feccion con virus MMTV exdgenos que expresen
SAgs con reactividad cruzada®. La deleccibn de
variantes recombinantes como las descriptas en
esle trabajo sugiere la existencia de una comple-
jidad mayor adn en la interaccidn entre virus y
huésped. La adquisicion de virus enddgencs no
solo ofreceria ventajas selectivas para el hués-
ped sino también para el virus, al aumentar la va-
riabilidad poblacional del patégeno, permitiendo
asi la amplilicacion del rango de huéspedes sus-
ceplibles y la expansidn de variantes con alta
patogenicidad.
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Summary

Suparantigens and retroviral infections.
Increase of mammary tumorigenicity due to
recombination beiween exogenous and
endogenous MMTV viruses

A number of milk-borne exogenous mouse
mammary tumor viruses (MMTV) infect mice
shortly after birth and, when expressed, produce
superantigens. Herein we describe the biclogical
effects of new variants of exogenous MMTV: one
of them (BALB14) present in BALB/c mice and
showing a low ability to induce mammary tumaors,
and the other (MMTV-7) being the result of
recombination between the BALB14 and the Miv-
7 endogenous provirus. The recombinant virus
which has the SAg-specificity of Miv-7 was
amplitied in BALB/c mice this fact correlating with
a high incidence of mammary tumors. The role of
strong SAgs in the mechanism by which the
recombinant virus increases ils title in a sus-
coptible host is discussed. The results obtained
suggest that the presence of non-productive
endogenous proviruses —considered as conlerr-
ing a selective advantage to the mouse population
by protecting it from infection with exogenous

330



MMTV— should also be advantageous to the
pathogen by increasing its wvariability, thus
broadening the host range and allowing the
expansion of highly tumaorigenic variants.
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Though a little one, the master-word looms large in meaning. It is the open sesame fo
avery portal, the great equalizer in the world, the frue philosopher's stone, which transmules
all the base metal of humanily into gold... And the master-word is Work.

A pesar de su pequenez, la palabra-maestra se proyecta grande en su significado, Es
&l abre sésamo de todos los portales, el gran estabilizador del mundo, la verdadera pie-
dra filosofal, que transforma toda la escoria de la humanidad en oro... ¥ esa palabra-

maestra es Trabajo.

Sir William Osler (1849-1919)

Aequanimitas. The Master-Word in Medicine.
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