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Resumen E| virus del tumor mamario muring (MMTV) se considera actualmente un

modelo experimental de interés en el que puede observarse la complejidad
de |az fuerzas evolulivas actuantes entre los retrovirus y sus huéspedes. El MMTV es un
retrovirus de tipo B que se transmite a través de la leche y luego de infectar a su hués-
ped induce la expresion de superantigencs (SAgs). Existen también formas endogenas
de estos virus integrados permaneniemente en el genoma del raton, consideradas como
el resultado de infecciones ancestrales en células de la linea germinal. La gran mayoria
de los virus enddgenos no produce particulas virales debido a la existencia de mutacio-
nes en su genoma. Sin embarge, todos ellos mantienen la capacidad de inducir la expre-
sién de SAgs. La expresion de este tipo de moléculas resulta critica para el ciclo de vida
de los MMTV infecciosos. Cuando un MMTV exdgeno infecta al huésped, las células B
resultan infectadas tempranamente y expresan el SAg viral. Las células T reactivas al
SAg se activan y comienzan a proliferar. Colaboran con las células B infectadas las que
en consecuencia proliferan y se diferencian. Este hecho facilita la integracion del MMTV
y el incremento del nimero de linfocitos infectados, dando lugar a un impeortante aumen-
to &n la carga viral. Los linfocitos transfieren posteriormente al virus a la glandula mamaria
completandose asi el ciclo de vida de estos patdgenos. Se ha hipotetizado que la pre-
sencia de provirus del tumor mamario murino enddgenos conferiria una ventaja selectiva
a la poblacién murina, ya que al inducir la delecion clonal temprana de las células T
reactivas a los SAgs expresados por los mismos, protegeria al huésped de la infeccion
con un virus exdgeno que codifique para un SAg con reactividad cruzada. Sin embargo,
resultados recientes discutidos en este trabajo sugieren que los provirus endogenos pue-
den resullar ventajosos ademas para el patdégeno ya que son capaces de recombinar
con variantes exdgenas que codifiquen para SAgs no relacionados dando lugar a la ge-
neracidén de nuevas particulas virales, ampliando asi el range de huéspedes susceptibles
y permitiendo la aparicién de variantes virales altamente tumorigénicas.
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Huéspedes y patégenos han coevolucionado e intimas interrelaciones. Los vertebrados, espe-
durante millones de afios, desarrollando maltiples  cialmente los mamiferos poseen un sistema in-
mune complejo que les permite defenderse en
I i las infecciones; atage-
' Miembno de la Carrera dal Investigador del CONICET (Con- genow con _éxm: de las infeccianes; sus p _gB
sejn Macomal de Invastigacionas Cientificas y Técnicas) nos descubrieron numerosas formas de eludirlo,
* Bacaria del CONICET y en algunos casos han logrado utilizar los com-
* Becario de FUNDALEU (Fundacidn para Combalir la Leu- ; ; i
comia) ponentes del sistema inmuna en su beneficio,
Una de las estralegias desarrolladas por es-
Direccidn postal: Dra, Isabel Piazzon, Instituto da Investi-

gaciones Hemafiogicas, Ackdemis Necions! da Medicing, Las 105 PAtOQenoe para sobrewivir y propagarse ope-
Heras 3002, 1425 Busnos Aires, Argentina ra mediante la expresion de superantigenos. Las
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investigaciones que involucran al virus del tumor
mamario murino (MMTV) permitieron comprender
los mecanismos por lo cuales la expresidn de
superantigenos resufta un evento critico para el
ciclo de vida viral.

Superantigenos

El término superantigeno (SAg) se aplica a un
grupo de moléculas que -a diferencia de los
antigenos convencionales— posee la propiedad de
estimular especificamente a un gran numero de
células T'.

Los SAgs son producidos por ciertas bacterias
y virus. Al igual que los antigenos convenciona-
les, deben asociarse a moléculas de antigenos
mayores de histocompatibilidad (MHC) para ser
reconocidos por las células T. Sin embargo, se
unen a una regién poco polimdrfica del MHC, por
fuera del hueco en el que se presentan los
péptidos convencionales, y son presentados casi
exclusivamente en el contexto de antigenos ma-
yores de histocompatibilidad de clase 1%, El re-
conocimiento T de los SAgs no esta sin embar-
go restringide por esas moléculas: pueden ser
reconocidos en asociacién con antigenos MHC de
clase |l propios, en el contexto de aloantigenos
y aun en asociacion con moléculas MHC de cla-
se |l de otras especies. Sin embargo, algunos
SAgs muestran cierta preferencia alélica para su
presentacion,

La mayoria de los SAgs, como las toxinas
bacterianas, son reconocidos sin que medie pro-
cesamiento antigénico; los superantigenos expre-
sados como consecuencia de la infeccion por los
virus MMTV sufren sin embarge un procesamien-
to proteolitico parcial®.

La caracteristica més notable de los SAgs
consiste en que las células T reconocen al com-
plejo SAg-MHC de clase Il sélo con la regidn
variable de una de las dos cadenas gue compo-
nen su receptor para el antigeno, la regidn Vf.
Este tipo de reconocimiento T les otorga uno de
sus efectos biolégicos mas conspicuos, el de
activar un gran numero de células T. En el reco-
nocimiento del complejo péptido convencional-
MHC intervienen todas las regiones variables del
receptor T heterodimérico: las regiones Vo y V,
la regién DP y los segmentos Ja y JB. En conse-
cuencia, la frecuencia de células T que recono-
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cen especificamente al complejo péptido conven-
cional - MHC propio es muy baja, alrededor de 1
en 10% células T. Por el contrario, el complejo
Sag-MHC es reconocido por la mayoria de las ce-
lulas T que expresan una cadena V[ apropiada,
en forma casi independiente de los otros compo-
nentes variables del receptor®’. Asi, la respues-
ta T al SAg involucra una alta proporcion de cé-
lulas T, calculada como 10* veces mayor que |a
que ocurre frente a un péptido convencienal. De
este modo, y puesto que muchos de los SAgs co-
nocidos reaccionan con mas de una region V[,
estas moléculas pueden activar especificamente
hasta el 30% del repertorio T peritérico.

Hasta el momento, la expresién de SAgs ha
sido descripta en asociacidn a infecciones por
bacterias gram positivas como Streplococcus
pyogenes® y Staphylococus aureus, varias de
cuyas enterotoxinas como SEA, SEB, C1, C3, D,
E y la toxina del sindrome del shock 1éxico
TSST1, poseen propiedades superantigéni-
cas®. También se encontraron SAgs asociados a
Pseudomonas, a Mycobacterium tuberculosis™, a
Toxoplasma gondii'', a Mycoplasma arthriditis™
y a algunos virus. Entre éstos, se encuentran el
virus de la rabia'®, los retrovirus del tumor
mamario murino' '* y herpesvirus como &l ci-
tomegalovirus. Se discute si el HIV expresa
Snwll-l-ll

El virus del tumor mamario murino
(MMTV)

Los MMTV exdgenocs, que se lransmiten a ira-
vés de la leche, poseen como olros retrovirus un
genoma dimérico compuesto por dos cadenas
positivas de ANA poliadenilado asociadas a la
enzima que permite su retrotranscripcién, la
transcriptasa reversa (TR). En el virion se locali-
zan ademds algunas proteinas de la capside y
RMA de transferencia del huésped (IRNA ") que
le sirve como primer para la retrotranscripeién™®'.

El genoma viral se esquematiza en la Figura 1.
El gen gag codifica para una poliproteina precur-
sora que subsecuentemente es clivada para dar
lugar a las proleinas de la capside (MA, CA, NC).
El gen pol codifica para Fa{mnscﬁptasa reversa y
una integrasa. El gen env para un precursor de las
glicoproteinas de envoltura: la de transmembrana

(gp36) y la de superficie (gp52).
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Fig. 1.— So esquematiza el genoma viral de los MMTV {RNA viral) y el proviral [DNA proviral) surgido come consa-

cuancia de la retrotranscripcion.

En el proceso de transcripcion reversa se
crean dos LTAH (uno en cada extremo del DNA
proviral) por duplicacion de secuencias presentes
solo una vez en el genoma retroviral. EI LTR 3'
contiene un gen denominado sag que codifica
para la expresion del SAg.

El mecanismo de la retrotranscripcion es com-
plejo y puede interpretarse como la solucion a dos
problemas inherentes al tipo de replicacién de los
retrovirus. El primer problema consiste en que el
sistema -que utiliza primers RNA- no permitiria
la copia de extremo a extremo del genoma, ya
que seria imposible copiar la region de unién al
primer; €l segundo deviene del hecho de que los
nuevos genomas virales producidos por la RNA
polimerasa |l celular requieren de sefiales apro-
piadas para dirigir la sintesis de ANA que esten
ubicadas upstream del sitio de iniciacion de dicha
sintesis, fuera de la regién que debe ser copia-
da La solucién para esta paradoja involucra un
mecanismo por el cual, mediante cambios de
templado de la TR, se sintetiza en cada extremo
de la molécula de DNA una copia extra de se-
cuencias presentes sdlo una vez en el genoma
BMA_ Asi se forman los LTHs gue contienen vir-
malmente todas las secuencias necesarias para
2 integracion y la expresion del provirus®™®,

El ciclo de replicacion de los MMTV puede di-
wadirse en dos fases. En la primera se producen:
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la unidn del virién a su receptor celular (ver Ross
y col., en este mismo numero), la entrada del core
del virion al citoplasma, la sintesis de DNA de
doble cadena usando como templado una cade-
na simple de RNA, la transferencia de la estruc-
tura del core-DNA al nucleo y la integracion del
DOMA al genoma, gue ccurria preferencialmente
durante el ciclo de replicacion celular. Estos pa-
sos estan mediados por proteinas del virién y
ocurren en ausencia de expresion de genes
virales, En la segunda fase, se produce la trans-
cripcion del genoma viral completo y de ANAs
subgendmicos usados para generar las polipro-
teinas retrovirales. La transcripcion del provirus
estd mediada por la ANA polimerasa |l celular.
Posteriormente, &l genoma se encapsida, la
nucleocépside se asocia con la membrana celu-
lar y los nuevos viriones salen de la célula por
brotacign®™ 1.

EILTR 3' del MMTV contiene un marco de lec-
tura abierto (ORF) en el gue se encuentra &l gen
sag que codifica para el superantigeno® #*, El
SAg, gue se expresa como consecuencia de la
infeccién viral, es una glicoproteina de trans-
membrana de tipo Il, &s decir su extrema ami-
noterminal se ubica hacia el interior de la célula
mientras expone su extremo carboxiterminal ha-
cia el exterior. Se ha sugerido recientemente que
el gen sag tendria un posible origen eucaridtico™,
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Aungue los SAgs codificados por las diteran-
tes variantes de virus MMTV poseen una homo-
logia de alrededor del 85%, existe una region al-
tamente polimarfica en el extremo carboxiterminal
de la molécula gue es la que determina la espe-
cificidad del reconocimiento T por las diferentes
regiones Vi del receptor, Como puede cbservar-
se en la Figura 2, correlacionando con diferen-
cias en la region carboxiterminal del SAg codifi-
cado por este gen, las distintas variantes de
MMTV expresan SAgs diferentes, afectando asi
a clones T con distinta especificidad V" 2 27,

Los MMTV utilizan la expresion de SAgs
como una estrategia para asegurar su
amplificacién

La via natural de infeccidén de los MMTV
exdgenos es el amamantamiento™. En los lac-
tantes, el virus interactua con el sistema inmune
en las placas de Peyer, es decir, los linfocitos son
sus huéspedes primarios. Mediante la expresidn
de superantigenos logra amplificarse en estas
células para ser luego trasladados por ellas a la
gldndula mamaria®. La infeccién de las células del
epitelic mamario y la consecuente liberacion de
viriones a la leche -incrementada marcadamente
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bajo la influencia de hormonas esteroideas— de-
terminan la continuidad del cicle de vida de es-
tos virus. Durante la infeccion de la glandula
mamaria estos retrovirus suelen inducir el desa-
rrollo de adenccarcinomas mamarios al insertar-
se en el genoma del huésped determinando la
activacion de oncogenes celulares™™®,

El reconocimiento T del SAg expresado por el
virus en los linfocitos B, constituye un paso crucial
en la infeccion, dando lugar a la amplificacian viral
@3 yar Acha-Orbea en este volumen). Las pri-
meras fases de la infeccion afectarian casi exclu-
sivamente a las células B para mas tarde abar-
car también a la células T. Las células B infec-
tadas expresan el SAg en su superficie ascciado
a moléculas MHC de clase |1*. El complejo SAg-
moléculas MHC de clase |l estimula a las células
T portadoras de una cadena V[} apropiada en su
receptor®. La interaccién de estos clones T
reactivos al SAg con las células B infectadas in-
duce su proliferacion y diferenciacion. Esta proli-
teracion celular daria lugar a la amplificacion viral
ya que no sdlo aumenta el nimero de celulas
infectadas sinoc que —como ocurre con otros
retrovirus— la infeccion y replicacion de los MMTY
seria mas eficiente en células en division, Se ha
propuesto ademas que la diferenciacion de las

LA ESPEGIFICIDAD DE LA INTERAGCION DEL Sag CON LA CADEMNA VB
CORRELACIONA CON VARIACIONES EN EL EXTHEMD CARBOXITERMINAL.

ESPECIFICIDAD VB
MMTVIC3H) [[NH2 H 14,15
- 14
MMTV(GR)
r 6.7.81.9
O ] 6.7.8.1,9
O ——— i
Miv-3 [T i 3, 17at

Ll

Fig. 2.- Se esquematizan diferentes virus MMTV sefialando que la especificidad de interaccion con las cadenas Vi
del receptor T estd determinada por variaciones en la secuencia del extremo carboxiterminal del superantigano
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células B infectadas contribuiria a mantener la
cronicidad de la infeccién. Posteriormente, las
células T reacltivas entran en un estado de
inactivacion funcignal y/o son progresivamente
delecionadas’ " *, \Veremos mas adelante que
esta instancia de amplificacion viral resulta esen-
cial en el ciclo de vida de estos virus.

Virus endogenos del tumor mamario
murino

Los virus del tumor mamaric muring no sdlo
existen como virus infecciosos exdgenos, sino
que también puede encontrarselos como provirus
endogenos integrados en forma estable en el
genoma del ratdn y por lo tanto heredados en
forma mendeliana® %", Estos virus enddgenos
(Mtv) se consideran provenientes de integracio-
nes ancestrales de virus MMTV infecciosos en ce-
lulas de la linea germinal. Se han podido identifi-
car numerosas variantes de virus Mtv enddgenos
tanto en ratones de laboratorio como en pobla-
ciones salvajes. Las cepas endocriadas de rato-
nes poseen de 2 a B integraciones provirales di-
ferentes™ *. La mayaria de los Mtv enddgenos
no producen particulas virales. Esto se debe a la
existencia de mutaciones en sus regiones
codificantes para proleinas estructurales o &n
regiones regulatorias de la transcripcidn, La per-
manencia en el genoma de estos virus Mtv
enddgenos a lo largo del tiempo vy el hecho de
gue todos ellos sean capaces de expresar SAgs,
ha llevado a hipotetizar que su retencion durante
millones de afos conllevaria ventajas selectivas
para el huésped,

La posesion de virus Mtv endégenos
proteje al huésped de la infecciéon con
MMTV que codifican para SAgs con
reactividad cruzada

Al expresar su SAg como un antigeno propio
los Miv enddgenos inducen la casi completa
delecion de las células T reactivas al mismo du-
rante los primaros dias de vida, dando forma asi
al repertorio T del individuo. Se ha hipotetizado
que la eliminacion temprana de estos clones con-
feriria una ventaja selectiva a los huéspedes fren-
= a la infeccion con virus que expresan SAgs con
reactividad cruzada.
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Efectivamente, se ha demosirado que la trans-
misidn de virus MMTV intecciosos se encuentra
severamente impedida cuando en el huésped
estan ausentes las células T capaces de recono-
cer al SAg que este virus expresa. La ausencia
de estos clones ocurre naturalmente cuando el
huésped expresa un virus Mtv endégeno que
codifica para un SAg con la misma especificidad
a la codificada por el virus infeccioso. En estas
circunstancias, las células B infectadas se ven
privadas de la inleraccion con los linfocites T
reactivos al SAg y por lo tanto, de una instancia
proliferativa que incrementa la carga viral. La in-
feccion resulta entonces ineficiente y la cantidad
de virus gue llega a la glandula mamaria es
significativamente menor, de modo tal que la
transmisidn viral se ve significativamente dismi-
nuida™: 3,

Estos hallazgos han permitido postular la hi-
pétesis de que la integracidn de los virus MMTV
en la linea germinal, es decir, la adquisicidn y
permanencia de los virus Mitv endogenos, otorga
una ventaja selectiva al huésped. En otras pala-
bras, las fuerzas evolutivas habrian trabajado
durante millones de anos de manera de retener
en el genoma del ratén a los virus Miv endé-
genas, ya que su presencia los protegeria de la
infeccion con MMTV exdgenos cuyos genomas
codifiqguen para Sags con reactividad cruzada,

Recombinacién entre virus MMTV
exogenos y endégenos

Resultados recientes obtenidos en nuestro la-
boratorio sugieren que la presencia de los virus
endigencs podria sin embargo derivar en des-
ventajas para el huésped cuando éste es infec-
tado con un virus exdgeno capaz de inducir la
expresion de SAgs con una especificidad diferen-
te. El virus infeccioso podria en este caso no sdlo
amplificarse utilizando el sistema inmune del
huésped, sino también recombinar con los virus
enddgenos dando lugar a la aparicion de nuevas
variantes virales.

Analizando el repertoric T de ratones de la
cepa BALB/c de nuestro criadero utilizando an-
ticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes re-
giones Vfis y técnicas citofluorométricas, pudimos
observar que una sublinea de estos mostraba una
frecuencia significativamente disminuida de sus
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células T Vp2+ y 14+, E| amamantamiento de
estos ratones con nodrizas libres de virus MMTV
restauraba los niveles normales de los clones
delecionados. Estos resultados y el hecho de que
los ratones de esta linea mostraran una inciden-
cia significativa de tumores de mama en los que
mediante técnicas de Southern Blott se detectd
la presencia de nuevas integraciones virales, su-
geria la presencia de virus MMTV exdégenos.
Experimentos posteriores permitieron demostrar
la presencia de dos variantes exdgenas de virus
MMTV, a las que denominamos BALB 2 y
BALB14*. La sublinea de ratones BALB/c porta-
dora de estas dos variantes virales fue denomi-
nada BALB/cT.

Hembras BALB/cT infectadas con estos dos
variantes de MMTV exdgenos fueron cruzadas
con machos de la cepa AKR, de modo de obte-
ner hibridos F1 (BALB/cTxAKR). Estos hibridos
son portadores tanto de los virus infecciosos
MMTV BALB2 y 14 como de los virus endgenos
heredados de las cepas parentales gue son
defectivos para la produccién de particulas
virales. Utilizamos estas nodrizas F1 para ama-
mantar ratones BALB/c recién nacidos y —una vez
adultos— analizar en ellos el repertorio T. Ademas
de las alteraciones atribuibles a la infeccidn con
los virus MMTV BALB2 y BALB14, es decir,
delecién de clones T VA2+ y 14+, cbservamos la
delecién progresiva de clones portadores de otras
cadenas VP, las cadenas V6 y 8.1 (Figura 3). Es-
tos resultados demostraban la transmision por
leche de un nuevo SAg y por lo tanto sugerian
que en las nodrizas se generaban nuevos virus
exdgenos con especificidad superan-ligénica di-
ferente a la de los virus BALB2 y BALB14.

Puesto que las nodrizas F1 utilizadas portan
en su genoma un Mtv endégenc heredado de la
cepa AKR denominade Miv-7 que expresa un
SAg que interactia con los clones T VPG +y 8.1+,
se llevaron a cabo experimentos para investigar
si la transmision del nuevo SAg* * correlacionaba
con la presencia del virus Mtv-7 endégeno en las
nodrizas F1. En efecto, la transmision del nuevo
SAg se detectaba solo cuando las nodrizas esta-
ban infectadas con los MMTY BALB2 y BALE14
y eran porladoras del provirus enddgeno Mtv-7.

Con el objeto de caracterizar e investigar el
origen del SAg Mtv-7 -like desarrollamos una Ii-
nea de ratones a partir de una hembra BALB/c
amamantada por una nodriza F1 (BALB/cTxAKR),
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Fig. 3.~ Modelo experimental. Sa amamantaron ralones
de la cepa BALB/c recién nacidos con nodrizas
F1({BALB/c TxAKR) infectadas con los MMTV
extgenos BALB2 y BALB14 y portadoras del provinus
enddgeno no productivo Miv-7. Ulilizando anficusmpas
monoclonales dirigidos a diferentes regiones VJi del
recaptorT y técnicas citofluorométricas se pudo detec-
tar que los ratones amamantados por las nodrizas F1
maostraron una temprana delecion de clones T Vp2+ y
Vi14+. Luego de los 2 mases de vida comenzaba a
dotectarse la delecion de clonas T VfiG+, lo que mos-
traba que dichas nodrizas F1 eran capaces de trans-
mitir un nueve SAg con reactividad similar a la codifi-
cada por el provirus endégenc Miv-7,

a la que denominamos Linea A (Figura 4). La
hembra fundadora de esta linea mostrd una tem-
prana delecion de los clones T Vf2+ y V144 a
los 180 dias comenzé a observarse una dismi-
nucién progresiva en la frecuencia de sus célu-
las T CD4+ Vp6+. Después de dos generaciones
de cruzamiento entre hermanos, la delecion de
los clones W6+ podia detectarse muy temprana-
mente en &l 100% de los individuos.

Mediante ensayos de proteccién de RNasa T1
utilizando RNA extraido de leche y glandula
mamaria de ratones de esta lipea y sondas es-
pecificas para la region hipervariable de los ORFs
de los virus BALB2, BALB14 y del provirus Mtv-
7, se pudo demastrar que un nuevo virus exogeno
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Fig. 4.— Se esquematiza la generacion de una linea de ratones BALB/c (Linea A), a partir del cruzamiento de una
hembra BALB/c que habia sido amamantada por una nodriza F1(BALB/c TxAKR). Se muestra la cinélica de delecidn
de los clones T CD44+ VP&+ en la hembra fundadora de la linea A y en los hijos de las dos generaciones siguien-

tes.

Mtv-7-like —al que denominamos MMTVLA- se
expresaba en leche y en glandula mamaria en
contraste con su contraparte endégena que es
silenciosa en este tejido (Figura 5).

Se secuencid posteriormente el ORF de este
nuevo virus y se determind que la region hiper-
variable del gen sag derivaba del Mtv-7 y la se-
cuencia LTR upstream de esta region, del virus
BALB14. Estos datos indicaron entonces que el
nuevo virus exogeno surgia por recombinacion
entre &l MMTV BALB14 y un provirus enddgeno
no productor de particulas virales y no expresa-
do en glandula mamaria, el Mbe-7. (Figura 6).
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La utilizacién de técnicas de AT-PCR permilic
detectar en glandula mamaria y leche de las no-
drizas F1{BALB/c T xAKR) distintos virus recom-
binantes que expresaban la regién carboxiterminal
del SAg del Miv-7 endégeno y la aminoterminal
del virus MMTV BALB14 (Figura 7). Los puntos
de ruptura de las recombinaciones en las diferen-
tes variantes virales estaban ubicados entre los
nucledtidos 524 y 861. No pudieron detectarse
virus recombinantes con puntos de ruptura ubi-
cados upstream del nucledtido 524, lo que suge-
ria que la secuencia comprendida entre este pun-
to y el extremo 5' del LTR del virus BALB14 era
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Un nuevo virus exdgeno Miv-7-like pudo ser detectado en leche
v glandula mamaria de hembras de la linea A.

BALB/e T (BxA)F1 (AxB)F1 BALB/c LA
gm leche gm  lache gm leche gm leche
A — BALB2
ez -— BALB14
- Mtv-7

Fig. 5- Con el objelo de determinar qué virus se expresaban en glandula mamaria y eran producidos an leche de
ratones BALB/c T (calles 1y 2), F1(BALB/c TxAKR) (calles 3 y 4), F1{AKRxBAL Bic T) (calles 5 y &) y BALB/c de
la linea A (calles 7 y 8), se realizaron ensayos de proteccién de RNasa T1 utilizando RNA obtenido de dichos
ralones y sondas especificas para la regidn hipervariable del LTR de los virus BALBZ, BALB14 y &l provinus Miv-
7. La Figura esquemaliza los resultados oblenidos®’ en los que se observo proteccion total con la sonda espacifi-
ca para al Mtv-7 sélo con RNA obtenido de leche y glandula mamana de hembras de la linea A, an contraste con
su contraparta endégena gue es silenclosa en glandula mamaria. (BxA):F1(BALB/cTAKR) (AxB)F1{AKRxBALE/
cThLA: linea A

Mtv-7 Mtv-7

n

BALB14

MMTV BALB14

A

Virus recombinantes

VIRUS RECOMBINANTE LA ——— [ —
2 TR
LT —— I
Fig. .- Esguemna del gan sag del virus recombinante LA M
Se esquematizan los resultados obtenidos luego de la
clonacidn y secuenciacidn del LTA del nuevo MMTV o —
aislado en ratones da la linea AY'. Como se observa, — —
éste resulta de la recombinacién entre al BALB14
axdgeno y el provirus Mtv-7. La zona rayada sefiala T
los posibles puntos de ruptura de la recombinacidn (nt )
721 a T89). El nt 720 es especifico del MMTV BALE14
y al 790 del Mtv-7. — T ——
Fig. 7- Se esguematizan los difarantes virus

recombinantes aislados an leche o glandula mamaria
da ratones F1{BALB/cTxAKR)". La zona rayada se-
fiala los posibles puntos de ruptura de la recom-
binacion

relenida selectivamente. Hoss et al demaosira-
ron posteriormente que un cambio en sélo un par
de bases en la posicién 520 determina el patron
de expresion de los virus del tumor mamario

muring en los diferentes tejidos (*', Ross y col,
pag. 34
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i Cudles podrian haber sido los mecanismos
para la aparicion de estas varianles virales



recombinantes que codifican para el Sag del Mtv-
77 La Figura 8 esquemaliza uno de los mecanis-
mos probables. Si bien el Mtv-7 endégenc no es
capaz de groducir particulas virales infecciosas,
el DNA proviral se transcribe en las células
linfoideas. Transcriptos del Mtv-7 podrian empa-
guetarse con el BNA del virus exégeno BALB14
del mismo modo que recientemente se reportara
para el virus MMTV exégeno de C3H y el provirus
Mtv-1*. Cuando este virion heterdlogo infecta una
nueva célula y se retrotranscribe, la transcriptasa
inversa podria cambiar de templado, como hace
normalmente durante la retrotranscripcion viral, Si
saltara de una cadena de RNA a la otra, se ge-
neraria un DNA proviral recombinante y en con-
secuencia se producirian variantes virales nue-
vas.

Amplificacién del virus recombinante en
huéspedes susceptibles

Los virus recombinantes que habian adquiri-
do el SAg del provirus enddgeno Mtv-7 se gene-
raban en los hibridos F1 pero estaban presentes
en estos huéspedes en muy bajo titulo. Sin em-
bargo, cuando eran transmitidos por leche a
huéspedes susceplibles, la carga viral aumenta-
ba significativamente. Estos resultados sugerian

VIRUS
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que el virus recombinante era capaz de ampli-
ficarse en dichos huéspedes.

Con el objetivo de investigar si la amplificacion
viral podria atribuirse a la actividad superan-
tigénica del virus, se Inoculé leche de hembras
de la Linea A en la almohadilla plantar de rato-
nes adultos BALB/c libres de virus MMTY. Esta
ruta de infeccién permite cuantificar la respuesta
inmune frente al virus, la que se hace evidente
en los ganglios politeos drenantes del indculo.

Pudimos establecer que el porcentaje de
clones T CD4+ Vp6+ aumenta dramaticamente en
los ganglios politeos, llegande a constituir el 35%
de las células T CD4+ a los 5 dias de la inocula-
cion del virus (Figura 9).

A los 3 dias de la inoculacion del virus un 18%
de las células T V[i6+ se encontraban en las fa-
ses de sintesis o mitosis, mientras que el porcen-
taje de proliferaciéon en clones T no relacionados
no superaba el 0,8%. El porcentaje de células B
en proliferacion se encontraba también significa-
tivamente aumentado. Pudimos ademés detectar
alteraciones en el trifico linfoideo que daban lu-
gar a una acumulacién selectiva de células T
Vp6+ y linfocitos B 1gG+ en los ganglios drenan-
tes del indculo viral.

A diferencia de lo reportado por otros autores,
la respuesta inmune frente al SAg codificado por

RECOMBINANTE

R —
WAV imegracn e
rna—
L s o *

A& BN

n —
B T e W
5

d

INFECCION DE CELULAS POR

/ ==\

Deeh

VIRIONES HETERODLOGOS

Fig. 8.- El virus extégono BALB14 recombina con el provirus enddgeno Miv-T: surge una nuava variante viral que
codifica para un SAg Miv-T-iike. Se esquamatiza uno de los mecanismos probables que habrian permitido el sur-

gimienlo de las varianles virales recombinantas.
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Fig. 8.— Actividad superanligénica del virus recombinanta.
Se inocularon 10ul de leche proveniente dé hombras
de la linea A en la almohadila plantar de ratones
BALB/c libres de virus, A diferentes tiempos de la ino-
culacidn se determing el porcentaje de células T CD4+
V6+ an los ganglios poplilecs drenantes dal indculo
viral, mediante &l uso de anlicuerpos monoclonalas y
técnicas citaflucrométricas.

el virus recombinante LA incluyé ademas una
temprana respuesta inmune sistémica. En el bazo
al porcentaje de células T CD4+ VP6+ alcanzé al
36% al dia 5, porcentaje significalivamente ma-
yor al registrado en ratones controles inoculados
con leche proveniente de ratones BALB/c libres
de virus,

El conjunto de estos resultados muestra que
el virus LA recombinante posee una muy fuerte
actividad superantigénica, lo que permitiria expli-
car la gran amplificacién viral que ocurre cuando
esta variante infecta un huésped que oxpresa
clones T Vp6+.

El virus recombinante es altamente
tumorigénico

Los ratones BALB/c T infectados con los
MMTV BALB2 y BALB14 muestran una inciden-
cia del 35 - 40% de adenocarcinomas mamarios.
Al afio de vida 72 de 202 hembras multiparas
desarrollaron tumores de mama. Las hembras
virgenes mostraron una baja incidencia tumoral
(5%, indicando |la dependencia de la prenez para
su induccién. Los tumores mostraron ademas un
crecimento hormono-dependiente en las primeras
stapas; se detectaban durante la prefiez y
regresionaban luego de finalizada la misma, hasta
que luego de varias preneces perdian la depen-

Voluman 57 - Supl. Il, 1997

dencia hormonal. Las hembras multiparas de la
linea A mostraron una incidencia tumoral
significativamente mayor (85%, 50/59 animales).
Estos tumores mostraron también un comporta-
miento prefiez dependiente tanto para su induc-
cién como para su crecimiento.

Para determinar qué virus se expresan en los
tumores de la Linea A, se desarrollaron ensayos
de proteccion de RNasa T1 con sondas especili-
cas para la regién hipervariable del OHF de los
virus BALB2, BALB14 y BALB-LA. Diez de 11
tumores expresaban el virus LA. En 6 de éstos,
sblo se encontrd expresado este virus. Dos tu-
mores expresaban el MMTV LA y el BALB2; 2 tu-
mares lo expresaban junto con el BALB14, mien-
tras que un tumor expresaba Unicamente el
BALB14. Estos resultados sugieren fuertemente
que la capacidad tumorigénica del virus recom-
binante LA es mayor que la del virus parental
BALB14Y.

En conclusion, la presencia de provirus en-
dégenos no productivos en el genoma, que ha
sido considerada como protectora frente a la in-
feccion con virus MMTV exdgenos, podria ade-
més ofrecer ventajas selectivas a la poblacion
viral, A través de mecanismos de recombinacion
pueden generarse nuevas variantes virales cuyas
caracteristicas biolégicas incluyan la capacidad de
amplificacion viral en huéspedes susceplibles y
una patogenicidad mayor que la de la cepa viral
parantal.

Entre el 0.5 y el 1% del genoma de los
vertebrados esld compuesio de secusncias
retrovirales endégenas**:. La permanencia de
estos provirus a lo largo de la escala zooldgica
ha llamado poderosamente la atencién y se ha
sugerido la existencia de ventajas selectivas para
su retencion. Resultados experimentales previos
habian sugerido que las secuencias provirales
endégenas protegerian a los huéspedes de la
infeccién con retrovirus relacionados por blogueo
por proteinas de envoltura del receptor para la
entrada de los patdgenos. El hecho de que los
provirus enddgenos del MMTV protejan a sus
huéspedes de la infeccion con virus exdgenos gue
codifiquen para un SAg con reactividad cruzada,
ha apoyado la hipdtesis de la existencia de ven-
tajas selectivas en la retenciép de estas secuen-
cias retrovirales. En base a estas chservaciones
se ha sugerido recientemente que la falia de de-
teccion de virus infecciosos humanos relaciona-
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Fig. 10.- Expresion del virus la recombinante en (umao-
roes do mama. Se realizaron ensayos de proleccion
FMNasa T1 para determinar los niveles relativos de
expresion de los diferentes virus en 11 fumoras de la
linea A, utlizando sondas especificas para las regio-
nes hipervariables de los ORF de los MMTV BALRB2,
BALB14 y Miv-7.

dos a los HEAVs (secuencias retrovirales endd-
genas humanas) podria deberse a la extincién de
las variantes exdgenas como consecuencia de la
adquisicién evolutiva de estos provirus. Los resul-
tados obtenidos en este trabajo muestran que la
presencia de secuencias provirales enddgenas
puede otorgar ademds ventajas al patégeno.
Cabe resaltar, sin embargo, que a diferencia de
lo observado en el hombre en el que no sé han
detectado hasta el momento varnaciones mayo-
res en el nimero de copias y los sitios de inle-
gracidn de los HERVs -sugiriendo la existencia
de un balance evolutivo estable- el virus MMTV
pareceria estar én plena evolucién, ya que exis-
ten fuertes dilerencias en el nimero de integra-
ciones retrovirales dentro de la especie®. Las
interaccionas entre el virus MMTV y su huésped
pueden entonces considerarse como un intere-
sante modelo experimental en el que puade ob-
servarse la complejidad de las fuerzas evolutivas
actuantes entre los vertebrados y sus patdgenos.
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Summary

Superantigans and murine mammary tumor
retrovirus

Hosts and their pathogens have co-evolved for
millions of years, developing multiple and intimate

a1
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interactions. Verlebrates have evolved a vory com-
plex immune system which pathogens have often
been able to circumvent, in some cases even
managing to appropriate some of its components
for their own purpose. Among the pathogens
which do use components of the immune system
to survive and propagate, those coding for the
expression of superantigens (SAgs) are now un-
der intense scruliny. Investigations conceming one
of these pathogens, the mouse mammary tumor
virus (MMTV), led to the understanding of how the
expression of such components is a critical step
in their lite cycle. A number of milk-borne
exogenous MMTV infect mice shortly after birth
and, when expressed, produce superantigens.
Herein, we describe the biclogical etfects of new
variants of MMTV. Two of these, BALB14 and
BALB2 encoding SAgs with Vi14+ and VP2+ spe-
cificities, respectively, were present in BALB/c
mice of our colony (BALB/cT); a third variant, ter-
med MMTV LA, originated in (BALB/cTxAKR)F1
mice from recombination between BALB14 and
Mtv-7 endogenous provirus. The recombinant LA
virus induces the deletion of ViG+ and VBB.1+ T
cells as a consequence of the acquisition of SAg
hypervariable coding region of Miv-7. The SAg
encoded by MMTV LA strongly stimulates cognate
T cells in vivo leading to a very effective amplifi-
cation of lymphoid cells in BALB/c mice, correlal-
ing with a high incidence of mammary tumors.
These results suggest that the presence of non-
productive endogenous proviruses -generally
considered to confer a seleclive advantage to the
host by protecting it irom infection with exogenous
MMTVs encoding cross-reactive SAgs— could also
be advantageous for the pathogen by increasing
its variability, thus broadening the host range and
allowing the expansion of highly tumerigenic
variants.
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