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Hace cien afios que Peyton Rous aislé un virus de un sarcoma
de pollo, ahora conocido como virus del sarcoma de Rous (RSV), que reprodujo
todas las caracteristicas del tumor al ser inoculado a otros animales similares. Esto fue
seguido por el aislamiento de virus en cuatro tumores entre mds de 60 de diferente
morfologfa también en pollos. Los estudios posteriores de la biologfa del primer RSV
aislado progresaron lentamente durante 45 afios, hasta que se dispuso de un ensayo
de placas ectodérmicas en la membrana corioalantoidea del embrién de pollo. Las
insuficiencias del ensayo se resolvieron con la produccién de focos transformados
en cultivos de fibroblastos de pollo, a lo que se siguié un periodo productivo en
la dindmica de la infeccién por RSV. En algunos embriones se encontré un virus
de la leucosis aviaria (ALV), que fue llamado «factor inductor de resistencia» (RIF),
ya que interfiere con RSV y se describe su epidemiologia en pollos. Otro ALV fue
encontrado en «stocks» de RSV, al que se llamé «virus asociado al Rous» (RAV).
Las células previamente infectadas con RAV son refractarias a la infeccién por
RSV, pero RSV no produce virus infeccioso a menos que se anada RAV durante o
después de la infeccién por RSV. El RAV proporciona la cubierta infecciosa para
el, por otra parte, «defectivo» RSV. La cubierta determina la antigenicidad, la gama
de huéspedes y la tasa de maduracién del RSV. Las particulas de RSV transportan
una transcriptasa inversa, un enzima que convierte su ARN en ADN y permite la
integracién en el ADN de la célula, donde funciona como un gen celular. Este fue

* El autor es profesor emérito de Biologia celular y del Desarrollo, Departamento de Biologia Molecular
y Celular, Life Sciences Addition, University of California, Berkeley, CA 94720. El presente articulo
(Rubin H. The early story of tumor virology: Rous, RIE, and RAE Proc Natl Acad Sci. 2011;108:14389-
14396) se reproduce traducido del inglés tras solicitarse las debidas autorizaciones. La traduccion es de
J. Rodriguez Otero.

220 Dendra Médica. Revista de Humanidades 2012; 11(2):.220-243



Harry Rubin

el puente de unién entre la era bioldgica y la era molecular. Se discute su relacién
con oncogenes y cdncer humano.

o8

Hace cien anos, Peyton Rous [1879-1970] publicé un articulo que iba a cons-
tituir el hito fundacional de la virologia tumoral (1). Comunicé el aislamiento de
un «agente filtrable» a partir de un sarcoma en el muasculo de la pechuga de una
gallina Plymouth Rock. Este «agente» fue llamado mds tarde virus del sarcoma de
Rous (Rous sarcoma Virus, RSV). Aunque RSV fue el primer virus aislado de un
tumor sélido que podia transmitir cdncer cuando era inoculado en serie a otros
pollos, no fue en realidad el primer virus aislado de una neoplasia. Ese honor le
corresponde a dos daneses, Ellermann y Bang, que aislaron un agente filtrable de
las células sanguineas de pollos con leucemia eritro-mielobldstica aguda (2). En
aquellos afios, la leucemia no era considerada cdncer, de manera que se prestd poca
atencién al informe de su transmisién por un agente filtrable. En algunos de los
pollos inoculados, el cuadro sanguineo permanecia esencialmente no leucémico,
pero desarrollaban infiltracién de los érganos internos con células leucémicas sin
proliferacién de las propias células tisulares. Sin embargo, el aspecto de los sarcomas
inducidos por RSV era el tipico de los tumores de tejido conectivo de mamiferos,
aunque algunos cuestionaron su relevancia para el cincer humano porque de ellos
se aislaba un agente (o agentes) transmisible del complejo de la leucosis aviar (avian
leukosis complex, ALV), sblo relevante para los pollos’. Posteriormente se demostrd
que RSV y ALV estaban estrechamente relacionados entre si. Por estas razones y
otras que se considerardn mds adelante, la continuacién del estudio del ALV fue
descuidado en gran medida, pero Rous y sus colegas continuaron trabajando in-
tensamente con el RSV y otros dos tumores inducidos por virus en los afos que
siguieron a su descubrimiento. Mucho mds tarde se descubrieron otros tipos de virus
oncogénicos, y el campo de la virologia tumoral crecié6 enormemente. Sin embar-
go, este articulo se limita a los primeros trabajos de Rous y a la biologia de RSV
y ALV, con énfasis en los estudios cuantitativos en embriones de pollo y cultivos
celulares desde mediados los anos 50 hasta mediados los 70, que condujeron a la
era molecular. Se hard mds hincapié en la dindmica de la infeccién por virus de
la leucosis aviar de la que se muestra en la mayoria de las revisiones recientes. Se
tendrd en cuenta la relevancia de estos estudios para la regulacién del crecimiento
celular y el cdncer humano.

* Nota del Traductor (N. del T)).- El relativo desinterés sobre el tema se demuestra por el hecho de
que Rous recibié el Premio Nobel en 1966, a los 85 anos, nada menos que 55 afos después de su
descubrimiento.
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Transmisién celular del sarcoma de pollo y su relacién causal con agentes

filtrables

Peyton Rous (figura 1) se incorporé al
Instituto Rockefeller dos anos después
de graduarse en la facultad de medicina
(3). Fue encargado del laboratorio para la
investigacién del cdncer y pronto recibi6
una gallina de unos 15 meses de edad
con un tumor en su pechuga derecha que
habia aparecido dos meses antes (4). En la
autopsia se observé una necrosis generali-
zada en el centro del tumor, con un tejido
translicido finamente estriado en el borde.
Con un trécar se implantaron pequenos
trozos de tejido en la pechuga izquierda y
en la cavidad peritoneal de la misma ave.
Ademds, se hicieron implantes similares en
dos gallinas jévenes del mismo grupo. El
tumor original fue identificado como un
sarcoma de células fusiformes con mitosis
frecuentes en el borde y células con dos
a cinco nucleos donde comenzaba la ne-
crosis. Esta era debida a la isquemia y a
Ficura 1.—Francis Peyton Rous, 1879-1970. hemf) ,rragia ,d c peque,ﬁos Vasos. La. g?llina
Esta imagen no es la que aparece original- mur}o 25 dias despues'por el CFeCImlento
mente en el articulo (cortesfa de la National del lmplante en la cavidad Perltoneal-
Library of Medicine, portrait no. 5831). Una de las dos gallinas inoculadas de-
sarrollé tumores similares al original. Fue
el primer trasplante con éxito de un tumor en aves de corral (tumor n° 1). El
tumor se trasplantd en serie cuatro veces en gallinas del mismo grupo, pero sélo la
cuarta parte de los trasplantes tuvieron éxito (figura 2). El trasplante no tuvo éxito
en ninguno de los pollos Plymouth comprados en el mercado, asi como tampoco
en razas mezcladas. En aves de menos de 3 meses se observd regresion después de
crecimiento transitorio, pero en aves adultas no hubo sefales de crecimiento.
Hacia el sexto trasplante en serie, los tumores crecieron rdpidamente y fueron
muy malignos, con produccién de metdstasis generalizadas (1). Se trituraron con
arena trozos de tumores en la solucién de Ringer y se centrifugaron dos veces a
baja velocidad. Se recogi6 el sobrenadante, se pasé a través de un filtro Berkefeld,
capaz de retener bacterias, y se inyecté en una de las pechugas de pollos del mismo
grupo Plymouth Rock original, mientras que un fragmento de tumor se trasplanté
en la otra. Todos las inoculaciones con fragmentos desarrollaron tumores en el
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sitio de implante; el mismo tipo de cre-
cimiento aparecié mds lentamente en el
punto donde se inyect6 el liquido filtrado,
presumiblemente libre de células.

Cuando se inyect6 sélo el filtrado del
tumor, s6lo una pequena proporcién de los
pollos desarrollé un minimo crecimiento en
el trayecto de la aguja (5), pero cuando se
inyect6 tejido tumoral seco y en polvo, el
sarcoma aparecié como una masa difusa en
muchas de las aves (mds tarde se comprobé
que estaba compuesto por muchos nédulos)
(6). Parecia que el agente filtrable causante
requerfa para su accién una alteracién o
proliferacién celular, tal como la produci-
da por el pinchazo de la aguja, o bien la
presencia de tejido seco. Cuando se anadi6
al filtrado la tierra de diatomeas en polvo
conocida como Kieselguhr, compuesta del
mismo material que los filtros Berkefeld,
sep rodujo una r'e,aCCién local y, el :ct}mor Ficura 2.—Gallina Plymouth. Esta imagen
resultante aparecié antes, en mds sitios y Sl QU atece  otibinamentetantal
se expandié mds rdpidamente (5,6). Por lo articulo (ilustracién de ©Paz Rodero).
tanto, se anadié dicha tierra en la mayoria
de los casos descritos posteriormente.

En los 10 meses siguientes s6lo 2 entre mds de 30 tumores de diferentes gallinas
de la linea endogdmica fueron trasplantables. El primero de estos (el n® 7) era un
gran tumor constituido de hueso genuino y cartilago, conocido como osteocon-
drosarcoma (7). Los tumores originados a partir de los trasplantes se componian
de tejido conectivo a cuyo alrededor se depositaba el cartilago, seguido en muchos
casos de hueso con médula dsea, como en el tumor original. En la sexta generacién
de trasplante se inyecté un filtrado en pollos de la misma linea, que desarrollaron
osteocondrosarcomas similares a los trasplantes. Un tercer tumor trasplantable (el
n° 18) se localiz6 en el musculo por encima y por debajo de la articulacién de la
rodilla (8). El tumor primario estaba probablemente en la molleja y metastatizé en
higado y musculo. Fue un sarcoma de células fusiformes, fisurado y subdividido por
senos aplanados sin sangre. Del tumor generado en uno de los dltimos trasplantes
seriados se aislé un virus que produjo tumores de las mismas caracteristicas histo-
légicas que el tumor primario, aunque tendian a parecerse al tumor n° 1 después
de varias inoculaciones seriadas. Es dificil reconstruir, un siglo mds tarde, cémo el
trasplante de tumores promovié el descubrimiento de virus tumorales activos; se
puede especular que el virus surgié en el curso del trasplante, o que virus preexis-
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tentes fueron seleccionados durante el trasplante en serie. La filtracién diferencial
indicé que los virus fueron de aproximadamente el mismo tamafio. Se aislaron virus
de sarcoma de otros dos tumores, de un total de 60, pero no fueron tan estudiados
como los mencionados antes (9).

La cuantificacién de RSV por formacién de placas en la membrana
corioalantoidea de embriones de pollo

Hasta los afios 1950 la titulacién de RSV se hacia por inyeccién de diluciones
seriadas en pollos para determinar su periodo de latencia y su incidencia (10).
Esto requerfa la observacién y mantenimiento de muchos animales durante largos
periodos de tiempo, lo que resultaba caro y necesitaba mucho espacio. Yo llegué
en 1953 con una beca posdoctoral al laboratorio de Renato Dulbecco, en el Ins-
tituto de Tecnologia de California, con la intencién de desarrollar un método de
cultivo celular para el ensayo de RSV. La idea era modificar el ensayo de Dulbecco
de formacién de placas en cultivo celular por los virus citocidas para permitir la
formacién de focos transformados por el RSV. Me presenté con muestras de RSV
obtenidas del mismo Rous y con la cepa de alto titulo de RSV de Ray Bryan, del
Instituto Nacional del Cdncer. Mis intentos iniciales en el ensayo de produccién
de focos de transformacién no tuvieron éxito, por lo que decidi probar con un
ensayo in vivo en la membrana corioalantoidea (chorioallantoic membrane, CAM)
del embrién de pollo, en la que Keogh habia demostrado la produccién de peque-
fios tumores ectodérmicos que podian ser cuantificados (11). El método tenia sus
irregularidades, pero era adecuado para la estimacién de la tasa de produccién de
virus por las células sarcomatosas, asi como el nimero de células productoras de
virus (12). Los experimentos mostraron que las células del sarcoma liberaban RSV
en el medio muy lentamente y que las unidades infecciosas del virus producian
placas individuales en la CAM. Los virus de los tumores ectodérmicos dieron lugar
a sarcomas en el mesodermo subyacente, lo que contrastaba con la estricta especifi-
cidad del virus por el tejido conectivo que se observa en los pollitos después de la
eclosién (13). Las células continuaron liberando virus durante muchas horas sin ser
visiblemente dafadas, lo que permitié su multiplicacién. Esto sugirié una relacién
con las bacterias lisogénicas portadoras de bacteriéfagos atemperados, pero existian
diferencias suficientes como para plantear preguntas acerca de la analogfa. La mds
llamativa, el genoma de RSV era ARN (14,15) en vez del ADN del bacteriéfago, y
se producia continuamente, mientras que la bacteria lisogénica se lisaba y liberaba un
gran nimero de particulas de bacteriéfago. La persistencia de la produccién de virus
en las células del sarcoma sugirié que el virus jugaba un papel directo y continuo
en la perpetuaciéon del estado de malignidad de la célula y de sus descendientes.

El ensayo en la CAM fue posteriormente mejorado (16) y fue utilizado por Fred
Prince en una serie de experimentos sobre la infeccién por RSV. Comprobé que
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la resistencia ocasional de la CAM a la infeccién es una propiedad heredable con-
trolada por un tnico par de alelos (17). La infeccién masiva de la CAM dio lugar
a nuevos virus infecciosos en unas 15 horas, seguido de un aumento exponencial
que se estabilizé después de varios dias (18). Las células ectodérmicas empezaron
a proliferar alrededor de un dia después de la infeccién y se observé proliferacion
de las células del mesodermo subyacente aproximadamente a los dos dias. La pro-
liferaciéon ectodérmica alcanzd su médximo en poco mds de tres dias, después de lo
cual se establecié una necrosis masiva. Al mismo tiempo se observé el aumento
ripido del nimero de células mesodérmicas, dando lugar en 7 dias a una gran masa
sarcomatosa sin necrosis.

Prince siguié investigando sobre la observacién de Bryan de que algunos de los
sarcomas producidos en pollos por bajas concentraciones de RSV no contenian virus
infeccioso (19). Estos tumores fueron trasplantados en serie por Prince, que ensayé
periédicamente la produccién de virus infeccioso en la CAM (20). Algunos de los
tumores no infecciosos se redujeron al cabo de un largo periodo, mientras que la
mayoria de los productores de virus continuaron creciendo, sefal de que para per-
petuar el crecimiento tumoral era necesaria la propagacién del virus a nuevas células.

La cuantificacién de RSV en cultivo de fibroblastos de pollo

En 1956 revisé para Virology una nota de Manaker y Groupé sobre la produccién
de focos transformados por RSV en cultivo celular (21). Una diferencia significativa
con relacién a lo que yo mismo habia intentado, era la adicién de caldo triptosa-
fosfato al medio. Incorporé a Howard Temin, un estudiante graduado de primer
afio en embriologia, para colaborar en la adaptacién de la prueba de placas de
RSV al ensayo de Dulbecco para virus citocidas en monocapas (22). Una diferen-
cia importante con el método de Manaker y Groupé fue utilizar una capa de agar
para evitar la infeccién secundaria de las células a distancia por el RSV liberado
de las células infectadas originalmente. Parte del incentivo para Temin era que tras
la consecucién del ensayo modificado podria trabajar con el virus que Rous habia
aislado del tumor n° 7, que transformaba las células del tejido conectivo en hueso.
Reduciendo la densidad de células sembradas y afiadiendo caldo triptosa-fosfato
al medio, fue posible producir una cantidad cuantificable de focos transformados
en la monocapa (23). El nimero de focos fue proporcional a un amplio rango de
concentracién de virus, lo que indicaba que cada foco era iniciado por una unidad
infecciosa de virus que entraba en la célula y luego se multiplicaba durante 5-7
dias para formar un foco transformado multicelular.

Habia un ntimero de variables en el ensayo que tenian que ser consideradas para
aumentar su reproductibilidad. Los focos transformados no se producian de forma
fiable si la inoculacién del virus sobre la monocapa se retrasaba hasta 2 dias después
de la siembra de las células. Se conseguia una eficiencia méxima si se inoculaba
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el virus al mismo tiempo que se sembraban las células (24). Las concentraciones
convencionales (5-10%) de suero bovino fetal (FBS) impedian la formacién de
focos transformados, pero no afectaron a la produccién y liberacién de virus (25).
La formacién de focos se suprimia a mayores concentraciones de FBS (15%), por
lo que se decidié utilizar regularmente una concentracién éptima de 5%.

Cuando se utilizaron concentraciones suficientemente altas de la cepa de RSV de
alto titulo de Bryan para transformar todas las células de una determinada pobla-
cién, éstas dejaron de multiplicarse si se hacfa un pase cuando la transformacién
ya habia empezado (26). El medio liquido tomado de uno de estos cultivos danaba
las células normales, lo que sugerfa algtn tipo de escape de las células sarcomatosas
que podia jugar algtin papel en su transformacién. Eso podia estar relacionado con
la observacién de que las células ectodérmicas de la CAM masivamente infectadas
con RSV se necrotizaron después de que alcanzaron la proliferacién mdxima (18).
También se observé que ciertas cepas de RSV formaban placas citocidas en cultivo
celular, después de haber hecho inicialmente focos, si se mantenia el cultivo el tiempo
suficiente a temperaturas superiores a 37°C (27-29). EL mismo Rous llamé la aten-
cién sobre ciertas cepas del virus vaccinia que hacian que las células se multiplicaran
y murieran poco después (30). Estos resultados plantean la posibilidad de que los
efectos transformantes del RSV imiten las etapas iniciales de algunos virus citocidas.

Estudios de radiacién en la infeccién por RSV

El ensayo de cultivo celular del RSV se utilizé para explorar la radiosensibili-
dad del virus y la capacidad de la célula para establecer y perpetuar la infeccién.
Se llevaron a cabo estudios paralelos con el virus de la enfermedad de Newcastle
(Newcastle disease virus, NDV), parecido al RSV en tamafio y contenido de RNA.
Ambos virus fueron similares en su sensibilidad a los rayos X, pero el RSV fue
mucho mds resistente que el NDV a la inactivacién por UV (31,32). La resistencia
relativa de RSV a los UV fue similar a la del fago atemperado comparado con el
virulento (33). Sin embargo, la capacidad de las células para mantener la infeccién
ya iniciada por VRS fue mucho mds sensible que el NDV a los rayos UV y a los
rayos X. Sin embargo, una vez que comenzé la produccién de RSV, la radiorresis-
tencia de las células para continuar produciendo virus fue comparable a la de las
células productoras de NDV. La sensibilidad a la radiacién de las células para iniciar
la infeccién por RSV fue similar a su capacidad de divisién. La similitud de los
patrones de radiosensibilidad de RSV con los de bacteriéfagos atemperados sugirié
que el RSV podia reparar el dano producido por los UV mediante recombinacién
con secuencias relacionadas del ADN celular y que necesitaba la replicacién del
ADN celular para la integracién. Sin embargo, la naturaleza ARN del genoma
de RSV indicaba que el mecanismo de integracién era diferente. Mds adelante se
considerardn diferentes hallazgos, tanto en contra como a favor de este concepto.
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Factor inductor de resistencia: un virus en embriones de pollo que induce
resistencia a la infeccién por el RSV en cultivo

La formacién de focos por parte de RSV bajo condiciones controladas solia re-
producirse, pero en ocasiones se reducia hasta 100 veces en las células de un lote
combinado de embriones. Comprobé que esta resistencia a la infeccién por RSV
podia ser transferida a células susceptibles afadiendo el medio de cultivo de las
células resistentes, lo que indicaba que la resistencia era inducida por un agente
infeccioso que no producia cambios histopatoldgicos (34). El agente infeccioso fue
llamado factor inductor de resistencia (resistance-inducing factor, RIF). Se demos-
tré que se trataba de una cepa de virus de la leucosis aviar (ALV) que habia sido
introducido por accidente en los cultivos, procedente de alguno de los embriones
que habian sido combinados para conseguir el cultivo celular de trabajo. Aparente-
mente, ese embrién habia sido infectado congénitamente con el RIF y la infeccién
se habia extendido en pocos dias a las células de los demds embriones, induciendo
asi resistencia en todo el cultivo. A partir de entonces, se ensayd sistemdticamente la
resistencia a la infeccién por RSV de los cultivos celulares procedentes de embriones
individuales, y los positivos fueron descartados. El RIF fue morfolégica y fisicamente
indistinguible de RSV (35). RIF y RSV estaban relacionados antigénicamente, pero
no resultaron idénticos cuando se compararon mediante inhibicién de la infectividad
por el antisuero anti-RSV. Sin embargo, RIF fue antigénicamente indistinguible de
RPL12, una cepa cldsica del virus de la linfomatosis visceral, y produjo linfomatosis
y eritroblastosis cuando se inoculé a pollos.

El RIF fue titulado sembrdndolo en diluciones seriadas sobre células susceptibles
y enfrentdndolas con RSV, después de pases seriados de las células para determinar
el punto final de la resistencia. Su relacién con el ALV fue sustentada inoculando
cultivos susceptibles con varias cepas de ALV y produciendo resistencia a la infec-
cién por RSV. Este RIF-test demostrd ser una forma eficaz de detectar el ALV en
estudios epidemioldgicos de las bandadas de pollos, de lo que se tratard a continua-
cién. Posteriormente se demostré que la resistencia a la superinfeccién por RSV de
las células infectadas con RIF se debia a que la glicoproteina de la envoltura viral
del RIF-ALV ocupaba los receptores para el virus presente en la superficie celular.

Aislamiento del virus asociado al Rous a partir de stocks de RSV

A partir de células transformadas por RSV y de cultivos celulares expuestos a
«stocks» de RSV, diluidos mds alld de los puntos finales de formacién de focos
transformados, se aislé un virus no citopdtico que fue llamado virus asociado al
Rous (Rous-associated Virus, RAV) (36). El RAV pudo ser detectado por su fuerte
interferencia con la infeccién por RSV, e indujo resistencia a la infeccién por RSV
més rdpida y poderosamente que el RIF. Los anticuerpos fluorescentes permitie-
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ron localizar la maduracién RAV en la membrana celular, igual que RSV y RIE
Antigénicamente, RAV fue indistinguible de RSV vy, por tanto, resulté estar mds
relacionado inmunolégicamente con RSV que RIE No dio lugar a tumores en el
sitio de inoculacién, pero produjo una eritroblastosis fatal después de inoculacién
(i.v.) en pollos. Estas caracteristicas justifican la clasificacién de RAV como un
miembro de la familia ALV.

Epidemiologia de la infeccién por RIF-ALV en una bandada de pollos

RIF fue indistinguible de RPL12, una cepa cldsica de ALV. Se iniciaron estudios
con RIF como modelo para la transmisién congénita, la propagacién del ALV y la
respuesta en anticuerpos a la infeccién, utilizando la interferencia con RSV como
ensayo de titulacién (37,38). Aproximadamente el 20% de las gallinas tenfan una
viremia persistente a titulo elevado de RIE y todas ellas transmitian el virus a tra-
vés del huevo. En los embriones resultantes se objetivé viremia y eran transmisores
congénitos. A su vez, los gallos virémicos, que habian recibido la infeccién por via
congénita desde gallinas virémicas, no transmitian la infeccién por esa via. Una mi-
norfa de gallinas no virémicas fueron transmisoras congénitas, pero mds erriticamente
que las virémicas. No se encontraron anticuerpos en gallinas o gallos virémicos,
por lo que parecian ser inmunolégicamente tolerantes para el virus. La ausencia de
transmisién congénita por parte de los gallos virémicos suscité dudas sobre la inte-
gracion del genoma viral en el ADN del huésped, lo que se tratard mds adelante.

La infeccién congénita por el RIF se extendié horizontalmente desde la progenie
de gallinas virémicas a la progenie de gallinas no virémicas. Estas tltimas mostra-
ron viremia baja o moderada, manifestada a los 2 meses tras a la eclosién, afectd
a aproximadamente el 40% de la poblacién a los 3 meses y se redujo a cero hacia
los 5 meses. Aproximadamente en una tercera parte de la progenie de las gallinas
no virémicas se demostraron anticuerpos frente a RIF derivados de la madre unas
2 semanas después de la eclosién, pero perdieron esos anticuerpos hacia la cuarta
semana y comenzaron a producir sus propios anticuerpos en la octava semana. La
proporcién de gallinas con anticuerpos aument6 hasta 80-90% a las 18 semanas y
se mantuvo en ese nivel durante muchos meses. La presencia de anticuerpos podria
explicar la reduccién del titulo de virus en la sangre de estas aves a partir de las
8 semanas y su acusado descenso después de 14 semanas. Cuando la progenie de
las gallinas no transmisoras se crié en condiciones de aislamiento, ninguna de las
aves desarrollé viremia o anticuerpos anti-RIE lo que demostraba que la infeccién
se debia al contacto con las aves virémicas.

La linfomatosis visceral fue unas seis veces mds frecuente en las aves con infeccion
congénita que en las infectadas por contacto. En la autopsia se diagnosticé entre 4
y 14 meses después de la eclosién, con un promedio de aproximadamente 8 meses
en aves tanto congénita como horizontalmente infectadas.
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El complejo viral de la leucemia murina y el sarcoma

Los pollos carecen de los ganglios linfiticos periféricos habituales en ratones y
humanos (39). Por lo tanto, en los casos avanzados de linfomatosis visceral en po-
llos, no puede haber adenopatias, caracteristicas de la leucemia linfética humana y
murina. El timo es importante en ciertas formas de leucemia humana y de ratén,
pero no juega un papel importante en las formas comunes de la leucemia aviar.
Por estas y otras razones, intentamos detectar los virus causales de las leucemias de
ratones que podrian aplicarse a la comprensién de las leucemias humanas.

Los intentos iniciales para aislar virus en leucemia de ratén no dieron resultados
(39). Se desarrollaron estirpes de ratones consanguineos en los que la incidencia de
leucemia era elevada, y los trasplantes en serie de células leucémicas tuvieron éxito.
No lo tuvo la transmisién de la enfermedad inoculando filtrados de los extractos
de las células, hasta que los extractos se inocularon en ratones recién nacidos de
una estirpe con baja incidencia de leucemia (40). En un sarcoma trasplantable
de rata también se encontré virus con el test de fijacién del complemento, que
detectd anticuerpos especificos (41). Este mismo test para el virus de la leucemia
murina se aplicé con éxito a cultivos infectados de fibroblastos de embrién de
ratén. También detecté virus activado en un sarcoma inducido en hdmster por
un virus de sarcoma de ratén. Estudios posteriores pusieron de manifiesto «cier-
tas similitudes notables entre estos virus y los del complejo de la leucosis aviar y
del sarcoma de Rous» (41). Entre estas similitudes se inclufa la deteccién de los
virus de la leucemia murina por interferencia con el virus de sarcoma de ratén y
la aparicién de formas defectivas de este Gltimo, que podian ser activadas por la
superinfeccion con el virus de la leucemia de ratén. Que yo sepa, no se ha hecho
ningln estudio sistemdtico de la epidemiologia del virus de la leucemia de ratén
como el que se hizo en pollos.

Defectividad del RSV*

Como ya se menciond, tanto Bryan como Prince comprobaron que algunos
tumores inducidos en los pollos por dosis muy bajas de RSV no daban lugar a la
produccién de virus infecciosos (19, 20, 42). También Temin hizo hallazgos simila-
res trabajando con focos individuales de células transformadas por RSV en cultivo
(43). En este tltimo caso, la adicién del ALV virus inducia la produccién de RSV
a partir de los focos «no productores». Los pases en serie de tumores no infecciosos
a veces dieron lugar a la produccién de virus (20, 42), como ocurrié con el cultivo

* N. del T- Un virus «defectivo» no consigue multiplicarse sin la ayuda de otro al que llamamos «au-
xiliar», que suple las funciones replicativas de las que carece el virus defectivo. Por ejemplo, el virus
hepatitis «delta» es un virus defectivo que requiere la presencia de su «auxiliar», el virus de la hepatitis
B. No puede haber hepatitis delta sin hepatitis B.
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prolongado de clones no productores de focos transformados inducidos por dosis
muy bajas de RSV (44).

Como también se ha sefialado previamente, encontramos un ALV-RAV en nuestro
stock de la cepa RSV de elevado titulo de Bryan (36) y solicité a un nuevo com-
panero posdoctoral, Hidesaburo Hanafusa, que intentara aislar focos transformados
libres de RAV a partir de cultivos infectados con muy bajas dosis de RSV ( 45 ).
Comprobé que la mayoria de los focos no producian ni RSV ni RAV al ser pasados
en serie, por lo que se les llamé focos no productores (NP). Las células intactas de
los focos NP dieron lugar a focos cuando se sembraron en fibroblastos normales
de pollo en exceso. La adicién de RAV a los cultivos NP di6 lugar a RSV. Otros
virus no transformantes del complejo ALV, incluyendo RIFE indujeron también la
produccién de RSV infeccioso a partir de cultivos NP. La curva de crecimiento
de RSV obtenido de células NP activadas por RAV, al que llamamos RSV(RAV),
fue paralela a la de RAV, lo que era coherente con que la tasa de produccién del
virus infeccioso RSV(RAV) implicaba un proceso de maduracién dependiente de
un virus auxiliar.

Las células NP fueron incapaces de absorber anticuerpos neutralizantes del RSV
a partir de antisueros o de estimular la sintesis de anticuerpos neutralizantes al ser
inoculados en pollos, lo que indicaba que la proteina de la cubierta especifica era la
del virus auxiliar (46). La posible presencia de antigeno de la cubierta viral se ensayé
también mediante la inoculacién de células NP a pollos para producir tumores, bus-
cando después anticuerpos neutralizantes. La inoculacién de un nimero relativamente
pequenio de células NP intactas en pollos indujo tumores visibles en no mds de 5
dias, que continuaron creciendo durante unos 12 dias para regresar después (46).
La regresiéon de los tumores NP es presumiblemente el resultado de una reaccién
inmunolégica contra los antigenos de las células tumorales. De las biopsias de los
tumores se obtuvieron células que crecieron en cultivo con las caracteristicas de las
células de sarcoma de Rous. Ninguno de los tumores NP produjo virus espontd-
neamente, pero en todos ellos, la produccién de RSV pudo ser activada por RAV.

Los pollos que habian sufrido tumores NP desarrollaron nuevos tumores al ser
inoculados con el RSV, mientras que los pollos inoculados con RAV fueron resis-
tentes a la inoculacién con RSV. Los resultados globales mostraron que no habia
antigenos especificos de la cubierta del virus en las células NP, y que el RSV defectivo
dependia totalmente del virus auxiliar para madurar como particula infecciosa (46).

Un nuevo virus auxiliar, llamado RAV-2, también fue aislado del stock de la cepa
Bryan de elevado titulo de RSV (47). RAV-2 no estaba relacionado antigénicamente
con el RAV-1, que se encontré en el mismo stock de RSV. RAV-2 no crecia en
las células de algunos embriones de pollo que soportaban el crecimiento de RAV-
1, pero otros embriones permitian el crecimiento de ambos virus auxiliares. Cada
uno de los dos virus auxiliares confiere sus propiedades en cuanto a variedad de
huésped al RSV activado por ese auxiliar. EI RSV activado por RAV-2 [es decir,
RSV (RAV2)] no es susceptible a la interferencia inducida por el RAV-1. Tanto el
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rango de huéspedes de RSV como la antigenicidad del virus y su susceptibilidad a
la interferencia son determinados por el virus auxiliar, que proporciona la cubierta
del virus. Las curvas de crecimiento de RSV infeccioso en células NP activadas por
virus auxiliares de diferentes tasas de crecimiento, revelaron que el virus auxiliar fue
el factor regulador (48). También se hicieron experimentos en los que se anadié RSV
a las células previamente infectadas con virus auxiliares que, por lo tanto, estaban
en fase de plena produccién de cubiertas virales. En este tltimo caso se incluy6 la
superinfeccién con RSV(RAV-2). La tasa de produccién de RSV fue independiente
del virus auxiliar, porque una gran cantidad de cubiertas virales ya estaba disponible.
Por lo tanto, todas las propiedades de RSV evaluadas, excepto la transformacién,
eran controladas por la cubierta del virus auxiliar (49). Las diferentes cubiertas vira-
les con el mismo genoma transformante son denominadas pseudotipos, pudiéndose
comparar a un lobo con piel de oveja.

Los virus de las leucosis agudas, como las mieloblastosis y eritroblastosis, son
también defectivos (50,51). Estos virus letales infectan productivamente muchos
tipos de células, pero sélo transforman sus células hematopoyéticas afines (52,53).

Particulas virales en células NP

Algunos resultados de otros laboratorios no fueron plenamente coherentes con
los descritos anteriormente. El examen al microscopio electrénico de las células
NP de pollo, llevado a cabo por Dougherty y Di Stefano (54), revelé la presencia
de particulas extracelulares con morfologia de ALV. Se estimé que el nimero de
particulas de virus en las células era alrededor de la décima o centésima parte de
las halladas en el cultivo de células de sarcoma de Rous que liberaban virus infec-
cioso. La morfologia de las células NP en el microscopio electronico fue similar a
la de las células que liberaban particulas infecciosas de RSV (55). El fracaso de las
células NP para producir virus infeccioso indicé que la transformacién dependia
s6lo de la infeccién por RSV. El marcaje de las células con NP con *H-uridina
y la posterior purificacién de las particulas virales marcadas, revelé que tenfan las
mismas caracteristicas de sedimentacién que el RSV obtenido de células NP acti-
vadas por RAV-1, pero que se hallaban en una cantidad mucho menor. El ARN
de las particulas virales obtenidas de células NP marcadas con **P tenia la misma
composicién de bases que RSV (RAV-1) y RAV-1.

Vogt comprobé que las particulas NP no eran infecciosas para las células C/B
habitualmente usadas, que son susceptibles a virus como el RAV-1 y su pseudotipo
RSV (RAV-1) (56). Por el contrario, las células tipo C/A, resistentes a la infeccién
por RAV-1 y sus pseudotipos pero susceptibles a la infeccién por RAV-2 y sus pseu-
dotipos, también fueron susceptibles a la infeccién por las particulas de las células
NP (56). Las particulas NP también infectaron y transformaron células de codorniz.
Por lo tanto, estas particulas fueron llamadas RSV(0), virus que pueden infectar
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ciertos tipos de células aviares pero no eran detectables en la mayoria de los sistemas
de ensayo. Sin embargo, incluso el mayor titulo de infectividad RSV(0) encontrado
en cultivos NP fue 1000 veces mds bajo que los titulos de RSV dependiente de
virus auxiliar producidos por las mismas células después de superinfeccién con un
ALV. Por lo tanto, el RSV (0) es cuantitativamente deficiente en la capacidad para
producir una progenie viral funcional. Las observaciones bésicas que sostienen el
concepto de virus defectivos del sarcoma aviar, es decir, la activacién de las células
NP y el control sobre la envoltura por parte de los virus auxiliares, siguen siendo
vélidas, pero el énfasis se ha desplazado de una defectividad absoluta a una rela-
tiva (56). Posteriormente se demostré que la envoltura del RSV(0) infeccioso era
proporcionada por un RAV(0) endégeno (transmitido genéticamente) o por virus
defectivos endégenos parecidos (57-59).

La gran mayoria de las lineas NP produjeron virus de un titulo relativamente bajo
que era capaz de infectar a C/A (células resistentes a la clase A de RSV) y células
de codorniz, tal como se ha descrito antes para el RSV(0) (60). Sin embargo, una
minorfa de las lineas NP no produjo virus infeccioso detectable en ninguna linea
celular, aunque la presencia fisica de particulas de virus fue detectada mediante
marcaje con *H-uridina y centrifugacién en gradiente de densidad. La adicién de
RAV-1 a estas células NP produjo el virus infeccioso de dos tipos, de acuerdo con
su rango de huésped.

Se contemplé el problema de la defectividad con un enfoque diferente usando
RSV-29, una cepa de RSV que habia sufrido el menor nimero de pases después de
su aislamiento del tumor de pollo n° 1 entre todas las disponibles (61). Su carac-
terizacién biolégica indicé que era defectivo para la produccién de virus infeccioso
maduro. Tenfa las propiedades fisicas del RSV, asi como todos los genes, excepto
el preciso para producir la proteina de la envoltura imprescindible para la infeccién
(62). Esto sugirié que el RSV original era un virus defectivo transformante que dio
lugar a otros virus defectivos, como la cepa de alto titulo de Bryan y a virus no de-
fectivos, como la cepa Praga. También se propuso que todos los virus transformantes
eran inicialmente defectivos para la replicacién, y que las cepas capaces de replicarse
eran generadas por recombinacién posterior con un virus auxiliar (61,63,64). La
importancia de la defectividad para la replicacién sélo se hizo evidente mucho mis
tarde, cuando se descubrié que era resultado de la sustitucién de genes replicativos
virales por secuencias derivadas de la célula huésped importantes para la transfor-
macién (64). Es de destacar que la cepa Praga de RSV, que es competente para la
replicacién viral, transforma células de mamifero, pero no produce virus a menos
que las células se fusionen con células de pollo (65).

Genética de la susceptibilidad y resistencia a RSV

Los estudios genéticos de los RSV inoculados por diversas vias en varias lineas muy
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endogdmicas de pollos apoyaron los resultados de Prince (17); es decir, predomina la
susceptibilidad y para expresarse depende de un solo par de genes autosémicos (66).
Se obtuvieron resultados similares en un conjunto diferente de lineas endogdmicas de
pollos en los que RSV se inoculé a la CAM o a cultivos celulares y se cuantific,
respectivamente, por placas en la CAM y/o focos transformados, asi como por la
produccién de virus en cultivo celular (67). Anteriormente se habia demostrado que
estos métodos de ensayo proporcionaban los mismos resultados que los obtenidos
por produccién de tumores en pollos inoculados después de la eclosién (68).

Estos estudios demostraron que la resistencia a las variantes del RSV era contro-
lada por un solo gen, pero podrian no estar considerando la posibilidad de que
diferentes proteinas de envoltura virus-especificas determinen la gama de huéspedes
de RSV, ya que ni la defectividad de RSV ni la naturaleza de su virus auxiliar eran
conocidas en ese momento (47). El rango de huéspedes también depende de los
receptores celulares determinados por el genoma de las células. El mds importante
virus auxiliar en el «stock» RSV de alto titulo de Bryan es RAV-1, que propor-
ciona la envoltura virus-especifica necesaria para la infectividad del RSV defectivo
designado como RSV (RAV-1). Produjo focos en cultivos celulares derivados de
los embriones normales de todas las cepas de pollos Kimber Farms White Leghorn
probados en mi laboratorio. Sin embargo, RSV (RAV-2), no logré producir focos
en una pequena fraccién de los embriones de este mismo origen. Por lo tanto, se
usé RSV (RAV-2) para determinar la base genética de la resistencia y susceptibilidad
de las células a la infeccién (69). Los resultados de la sensibilidad a RSV (RAV-2)
mostraron que estaba determinada por un tnico par de genes autosémicos y que
la susceptibilidad es dominante sobre la resistencia. El gen no influye en la suscep-
tibilidad de las células a la infeccién por RSV (RAV-1) o por RAV-1 sembrados
aisladamente. Debido a que la expresién del gen de la susceptibilidad celular estd
supeditada a la naturaleza de la capa exterior del virus infectante, parece probable
que el gen controle un componente de la superficie celular implicado en la adsor-
cién del virus o en su penetracion. Se obtuvieron resultados y conclusiones similares
sobre la relacién entre la susceptibilidad celular a RSV y la envoltura viral en otras
lineas de pollos infectados por pseudotipos de RSV y RSV no defectivo (70, 71).
Previamente habian sido descritos cinco grupos de susceptibilidad a los diferentes
tipos de RSV (72, 73), que deben ser consultados en los articulos originales para
su caracterizacion detallada.

La cepa Bryan de RSV no suele infectar a los mamiferos, pero la cepa Schmidt-
Ruppin de RSV, si (74). Produce sarcomas en hamsters, ratas, ratones y cobayas,
aunque con lesiones regresivas en conejos. Antigénicamente es distinta del RSV
(RAV-1) componente de la cepa Bryan. Por tanto, es probable que la capacidad de
la cepa Schmidt-Ruppin para infectar mamiferos esté relacionada con las caracteris-
ticas propias de su cubierta y con su unién a un receptor en la membrana celular
de los mamiferos (69). La capacidad de las cepas de RSV Schmidt-Ruppin y Praga,

derivadas del RSV original, probablemente refleja las condiciones locales selectivas
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que favorecen a ciertos serotipos (72). La resistencia de las lineas de pollo a ciertos
subgrupos, asi como la naturaleza de la flora viral indigena del tumor del huésped
animal, pueden ser factores importantes en esa seleccion.

Las mutantes de transformaciéon

Temin (75) publicé la primera mutacién que alteraba la morfologia de las células
en los focos transformados. A diferencia del redondeamiento de las células en casi
todos los focos producido por el «stock» original de la cepa Bryan de RSV en unos
7 dias, aproximadamente el 1% de los focos hacia los 9 dias se componia de células
largas y fusiformes o mezclas de células fusiformes redondeadas y cortas. El virus
aislado de estos focos transformaba células con el mismo fenotipo morfolégico. Los
resultados mostraron que la morfologia de las células transformadas dependia del
genoma del virus y se transmitia fielmente a las células de la progenie durante su
proliferacién. El andlisis estadistico de la produccién de mutantes del virus durante
el desarrollo de clones transformados demostré que las mutaciones virales ocurrian
durante la multiplicacién en las células y no en el momento de la infeccién. Ade-
mds, se produjo otra clase de mutantes a partir de cepas de RSV competentes para
la replicacién (76,77); y esas mutantes, que eran completamente defectivas para la
transformacién, jugaron un papel significativo en la identificacién fisica del gen
transformante s7c de RSV.

Las primeras mutantes de RSV sensibles a la temperatura fueron aisladas de la
cepa B77 (78). Sin embargo, su utilidad fue limitada ya que las células en las que
se originaba la mutante eran incapaces de crecer a la temperatura no permisiva.
Posteriormente, Steve Martin (79) trat6 a la cepa Schmidt-Ruppin de RSV con
el mutdgeno MNNG (nitroguanidina) y ensay6 la capacidad de los clones de las
células supervivientes infectadas para producir la transformacién a 41°C. Alrededor
del 2% de los clones no fueron capaces de transformar las células a esa temperatura
elevada, pero produjeron virus con el mismo titulo que las células infectadas con el
virus no mutado. Las células transformadas por el virus mutante a 36°C recuperaron
su morfologia normal en unas 4 horas cuando se volvieron a incubar a 41°C y
volvieron otra vez al estado transformado en unos 2 dias cuando se incubaron de
nuevo a 36°C. La pérdida reversible a 41°C del estado transformado indicé que
el papel de la mutante era necesario para mantener las alteraciones morfolégicas
propias de la transformacién, pero no para la replicacién del virus.

Hipétesis del ADN proviral

Por diferentes motivos Fred Prince y yo, independientemente, introdujimos la idea
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de que la infeccién por VRS podria ser similar a la del bacteridfago atemperado y
las bacterias lisogénicas (12,42). Los resultados obtenidos en los experimentos de
radiacién de RSV y en las primeras etapas de la infeccién de células de embrién
de pollo concordaban con la integracién del genoma del RSV en el ADN de la
célula huésped (31,33). Me quedé con esa idea hasta que el patrén de transmisién
congénita de ALV demostré que, si bien todas las gallinas virémicas transmitian el
virus a sus embriones, los gallos virémicos no lo hacian (37). Cinco de los 10 gallos
de este estudio eran virémicos, lo que indicaba que varios cientos de embriones
deberian estar congénitamente infectados si el virus estuviera integrado en el ADN
de los espermatozoides de los gallos virémicos (38).

Estos resultados no impidieron que Temin persistiera en su conviccién de que el
genoma del RSV estaba integrado en el genoma de la célula huésped’, basado en
parte en la herencia estable del virus en las células transformadas que no producian
virus infeccioso (63). Esto era originalmente una hipétesis genética que no contenia
ninguna implicacién sobre la naturaleza molecular del provirus. Sin embargo, los
estudios con inhibidores de la sintesis de 4cido nucleico indicaron que la sintesis de
ADN era esencial en las primeras etapas de la infeccién por RSV (80,81) y su virus
auxiliar (82). La hipétesis del ADN proviral fue propuesta por primera vez por Temin
basdndose en los efectos inhibitorios de la actinomicina D sobre la produccién de
RSV (63). Temin reconocié que la actinomicina D también inhibia el crecimiento
del virus de la gripe, que no estd integrado en el ADN de la célula huésped (83).
Sin embargo, afirmé que la produccién de virus de la influenza solo era inhibida
por un tratamiento precoz con actinomicina D, mientras que la produccién de RSV
no estaba tan restringida. La revision del articulo en el que se basa esta afirmacién
(84) no confirma esta proposicién, ni tampoco tiene en cuenta que el periodo
de latencia de RSV es mucho mayor que el del virus de la influenza. John Bader
atribuyé la inhibicién de la produccién de RSV por la actinomicina D (82) a un
efecto general sobre el ADN en la sintesis de virus, pero se demostré un efecto
especifico por la accién directa de citosina-arabindsido sobre la sintesis de ADN.

Hubo dudas para aceptar la hipétesis del ADN proviral (63) posiblemente por tres
razones: a) el dogma central de la biologfa postulaba una transferencia unidireccio-
nal de la informacién del ADN al ARN, &) no quedaba clara la interpretacién de
algunos de los experimentos con inhibidores, y ¢) no habia transmisién congénita
de RIF (que estd estrechamente relacionado con RSV) por los gallos virémicos. Este
escepticismo continué durante varios afios a pesar de la demostracién de que la
sintesis inicial de ADN era virus-especifica (82). Sin embargo, la hipétesis del ADN
proviral fue ampliamente aceptada con la demostracién por Temin y Mizutani (85)
de un enzima presente en el virién al que llamaron «sintesis endégena de ADN
dependiente de ARN» y el descubrimiento independiente por Baltimore (86) del

* N. del T- Las relaciones entre el autor de este articulo, Harry Rubin, y su compafero/discipulo Howard
Temin eran tensas precisamente por esta razon (ver referencia 100). Rubin crefa que era imprudente y
prematuro decir esto. Finalmente, se demostré que Temin tenfa razén.

Dendra Médica. Revista de Humanidades 2012; 11(2):220-243 235



La historia inicial de la virologia tumoral: Rous, RIF y RAV

mismo enzima al que llamaron «ARN polimerasa viral dependiente de ADN» y que
mds tarde se convertirfa en la «transcriptasa inversa». Estos resultados superaron las
objeciones de una transmisién unidireccional de la informacién del ADN al ARN
y remacharon en la mente de todos, menos unos pocos inconformistas, la hipdtesis
del ADN proviral (81). Si quedaba alguna duda, fue resuelta por la demostracién
de que el ADN celular obtenido tras la infeccién de células de rata transformadas
por RSV, pero no productoras de virus, era infeccioso (87). Este fue el resultado
obtenido de la infeccién de ratas recién nacidas con la cepa Praga de RSV, propa-
gada en Checoslovaquia (88).

Con notable presciencia Temin propuso también que «el sarcoma de Rous apareci6
antes que el RSV. Otros eventos que no implican la presencia de un virus condu-
jeron a la formacién de genes para el cincer y al sarcoma de pollo. El sarcoma fue
presumiblemente infectado por un ALV, y el RSV fue formado por una combinacién
poco comtin»” (63). Esta propuesta se confirmé después por la evidencia molecular
de que el RSV original era defectivo para la replicacién (61,64), pero la explicacién
de todo esto estd mds alld del alcance de esta historia premolecular de la virologia
tumoral. Cabe senalar, sin embargo, que fueron los estudios sobre RSV los que
condujeron a la identificacién de los oncogenes celulares (89).

Retrospectiva y prospectiva

En los cinco afos que siguieron al éxito del trasplante de los sarcomas de pollo
y el aislamiento del RSV a partir de los tumores, Rous llevé a cabo un intenso
estudio de varios sarcomas de esas aves, como se deduce de las numerosas referen-
cias a su obra citadas aqui. En ese lapso de tiempo, publicé otros tantos articulos
subsidiarios sobre esos sarcomas, lo que da una idea de la amplitud y productividad
de sus investigaciones. Mds tarde dirigié su interés hacia el virus del papiloma de
Shope en el conejo, el primer agente bien estudiado conocido por causar tumores
epiteliales en mamiferos (90). Estaba particularmente interesado en la progresion de
papiloma a carcinoma (91) y compaginé estos estudios con los de los efectos de los
hidrocarburos cancerigenos, en los que descubrié y dio nombre a los procesos de
iniciacién y promocién (92). Se acepta generalmente que la iniciacidén es un acon-
tecimiento genético. Pero a pesar de ser un gran cientifico, se opuso ardientemente
a la «hipétesis de la mutacién somdtica» de la carcinogénesis, que era generalmente
aceptada (30). Esto no sorprende demasiado teniendo en cuenta que Albert Einstein,

* N. del T:- Esto quedé demostrado cuando se descubrié que un oncogén similar al s7c del RSV estaba
en realidad también presente en las células normales, no cancerosas. Es su mutacion o hiperexpresién
lo que da lugar al sarcoma. Cuando un ALV, relativamente frecuente en pollos, infecta a células
sarcomatosas y se integra en su genoma, puede «robar» el s7c celular, y asi, por puro azar, se generd el
virus del sarcoma de Rous. Por tanto el RSV no es mds que el mismo ALV con un gen suplementario
de origen celular, s7c, que es el responsable de la malignizacién.
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el arquitecto de las teorfas de la relatividad general y especial, rechazé la mecdnica
cudntica, a pesar de que es el fundamento rigurosamente probado de la moderna
fisica atémica (93). Estos dos ejemplos muestran que ni siquiera los mds grandes
cientificos son infalibles.

Tuve la oportunidad de visitar a Rous en 1953 en el Instituto Rockefeller cuan-
do estaba iniciando mi trabajo con el RSV. Era un anfitrién alegre y cordial, que
me invité a almorzar en el augusto comedor del Instituto y luego me presenté a
Richard Shope en el laboratorio de éste. Shope estaba solo en una mesa de traba-
jo (parece que en aquellos tiempos los biblogos hacian sus experimentos con sus
propias manos). Rous me dio una coleccién encuadernada de sus trabajos sobre
los sarcomas de pollo y sus virus. También me dio dos ampollas selladas de tejido
tumoral liofilizado que contenian virus del osteocondrosarcoma (7). Los usé para
atraer a un estudiante graduado, Howard Temin, y retirarle de la embriologia para
unirle al esfuerzo de desarrollo de un ensayo préctico de cultivo celular de RSV, con
la promesa de que podria trabajar con el virus del osteocondrosarcoma del tumor
n° 7 en cuanto el ensayo de RSV estuviera listo (22). El problema retrospectivo de
ese esfuerzo de reclutamiento fue que, aunque el ensayo de RSV quedé establecido
(23,94), el contenido viral de las ampollas del osteocondrosarcoma ya no estaba
activo. Sin embargo, se ha dicho que «el ensayo de focos revolucioné el estudio de
RSV permitiendo estudiar la interaccién de una sola célula con una sola particula
de virus», y el desarrollo de este ensayo propicié avances rdpidos en el campo de
la retrovirologfa’, que comenzaron en la década de 1960 (95).

Dejé de trabajar con RSV hacia 1970 para estudiar la regulacién del crecimiento
celular, en la seguridad de que mis antiguos asociados Temin, Hanafusa, Vogt y
Martin sacarfan adelante el trabajo con RSV y ALV sin mi, lo que realmente hicie-
ron. Mi aportacién principal en el campo de la regulacién del crecimiento celular
fue que el nivel de magnesio libre activado en la membrana jugaba un papel clave
en el control de la coordinacién de la proliferacién normal de las células por su
efecto directo sobre la tasa global de la sintesis de proteinas, que a su vez determina
la tasa de inicio de la sintesis de ADN varias horas mds tarde (96). La evidencia
obtenida de la transformacién de los fibroblastos humanos sugiere que han perdido
su capacidad de regular el magnesio (97). Privando a las células transformadas del
suministro adecuado de magnesio externo se normaliza su morfologia y su creci-
miento (98). Serfa interesante comprobar si esto es cierto también en células de
pollo transformadas por RSV. Hay otras preguntas sobre la biologia de la infeccién
por VRS y ALV que ain estdn sin resolver, tales como las siguientes: ) ;Se produce

* N. del T- Los «irus ARN tumorales» pasaron a llamarse «retrovirus» cuando el descubrimiento de
la «transcriptasa inversa» (Nobel para Temin y Baltimore en 1975) demostré que era posible transcribir
ADN a partir del ARN viral, «retrocediendo» asi en la «tinica» direccién posible postulada por el hasta
entonces «dogma central de la Biologfa molecular», que sélo aceptaba la transcripcién de ARN a partir
de ADN. El VIH, en principio no productor de tumores (de forma directa) y no portador de oncogenes,
contiene una transcriptasa inversa: es un retrovirus.
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algin virus en los sarcomas de pollo que aparecen en condiciones naturales antes
de ser sometidos a trasplantes en serie que incrementen la malignidad? 4) ;Cudl es
el material presente en el medio de los cultivos masivamente infectados por RSV
que inhibe el crecimiento de las células normales y transformadas? ¢) Dado que los
genomas retrovirales se integran en el ADN celular, ;por qué los gallos virémicos
no transmiten congénitamente RIF (es decir, ALV), mientras que si lo transmiten
todas las gallinas virémicas? (38)

Es evidente que los estudios 7z vitro de la biologia y la genética molecular del
RSV han tenido un impacto enorme en nuestra comprensién de los oncogenes y la
transformacion neopldsica de las células (95,99,100). La llegada a esta conclusién se
vio facilitada por la simplicidad del sistema en el que un solo gen del virus determina
la transformacién neopldsica de una célula individual y sus descendientes en el plazo
de unos pocos dias, sin pasos intermedios. Sin embargo, esta misma simplicidad
plantea dudas sobre su idoneidad para caracterizar el complejo desarrollo del cdncer
humano. La historia natural de los cdnceres humanos sélidos abarca varias décadas y
supone etapas progresivas, prencopldsicas y neopldsicas, de desarrollo (101). Estudios
recientes de genémica indican que hay entre 1.000 y 10.000 sustituciones somdticas
en la mayoria de los cdnceres humanos de adultos y hasta 100.000 en el cdncer
de pulmén y el melanoma (102). Ademds, hay otros tipos de cambios genéticos y
epigenéticos que incrementan la complejidad del proceso. Igual que en el caso del
RSV, la comprensién del cdncer humano serfa mds fcil con un modelo de cultivo
celular cuantitativo que mostrara todas las etapas del proceso. Un modelo de este
tipo estd representado en la transformacién progresiva espontdnea de las células NIH
3T3 conforme se dan pases en serie con una alta densidad de poblacién en cada
pase y bajas concentraciones de suero bovino (103). La seleccién seriada de células
con aumento de la capacidad para escapar de la inhibicién por contacto, valorada
cuantitativamente por los incrementos pequenos pero significativos en la densidad
de saturacidn, ilustra las etapas iniciales de la cancerizacién en condiciones naturales
que preceden a la evidencia visual de la transformacién neopldsica. Existe una gran
heterogeneidad en la poblacién de partida en cuanto a la capacidad celular para
seguir proliferando en cultivos que ya son confluentes. Estas variantes preexistentes de
bajo «fitness» son las primeras candidatas a la seleccién, dando lugar a crecimientos
hiperpldsicos que generan a su vez nuevas mutaciones. Estas tienen la capacidad de
producir focos transformados de tamano y densidad creciente, que conduce a la
capacidad para la génesis tumoral. Este modelo gana credibilidad ante la evidencia
reciente de que la fuerza motriz en el cdncer humano es la seleccién (104,105),
igual que lo es en la transformacién espontdnea en cultivo. Los modelos de cultivo
celular de transformacién por RSV y de transformacién espontdnea se complementan
entre si y proporcionan una comprensién mds completa del cincer humano. Lo que
Rous inicié hace un siglo ha tenido y seguird teniendo repercusiones en la biologia
tumoral durante mucho tiempo.
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