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Resumen El concepto de los oncovirus ANA como causa de cancer dala del aislamien-

to del virus aviar del sarcoma de Rous en 1911 y del "factor leche® asociado
al cancer de mama murino por Bittner en 1936, En la década del 50 y con el surgimiento
de los virus murinos inductores de sarcoma-leucemia, nacié la teoria viral del cancer. El
descubrimiento de la transcriptasa reversa en 1970 dio lugar a la familia retroviridae que
incluye a los oncovirus y los lentivirus. En la década del 80 ocurrieron tres descubrimien-
tos que alteraron los conceptos de oncovirus: 1) se establecié que los oncogenes eran
celulares y que los retrovirus eran meros vectores ocasionales de los mismos; 2) se de-
mostré que la interleukina 2 era el factor de crecimiento de los linfocitos T, lo que permi-
ti el aislamiento del primer oncovirus humano, HTLV-I; 3) se comprobo que HIV era un
lentivirus v la causa del SIDA. Unos anos después, se descubrieron los anti-oncogenes o
genes supresores de tumor. Tanto los oncogenes como los anti-oncogenes participan on
el ciclo celular normal manteniendo un equilibrio entre proliferacion y apoptosis. Hoy, la
teoria viral del cancer se ha visto reemplazada por la teoria génica que postula que la
translormacién neopldsica de la célula resulta de una cascada de alteraciones que
involucran errores de DNA no corregidos, blogueo de la apoptosis, activacion de onco-
genes y delecién de antioncogenes. Queda como incognita el papel que juegan los

retrovirus enddgenos que en el hombre ocupan hasta el 0,1% del genoma celular.
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Hacer investigacidn significa buscar soluciones
a problemas planteados sucesivamente @n un
tema definido a lo largo de muchos afios. Esto
implica mantenerse siempre en la cresta de la cla
tratando de aprovechar el dltimo descubrimiento
para aportar el préximo eslabén hacia la solucién
buscada. En oncologia experimental, que es el
tema que nos interesa, esto significa no perder
detalle de los avances en biclogia molecular, de
lo mas nuevo, de las publicaciones recientes, casi
diria de no mas de dos anos atras. Se ha men-
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cionado que el crecimiento exponencial de datos
acumulados en los Glitimos dos afios lo equipara
al peso de todo lo publicado en los afios anterio-
res. En consecuencia, para los aun jovenes, an-
siosos de progresar sin pérdida de tiempo, la his-
toria se pierde de vista y casi no se toma en
cuenta, Sin embargo, no deberia ser asi: siem-
pre se rescata algo (til en las "viejas" publicacio-
nes. Ademds, no deja de ser inleresante com-
prender cémo se llegd, paso a paso, a lo que hoy
sabemos.

40% aniversario de la Seccién Leucemia
Experimental

VIRUS ¥ CANCER era el lema con el cual se
cred la Seccidn Leucemia Experimental de este
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Instituto en 1957, por lo que ésta revision s en
cierto modo una autobiografia cientifica, una ce-
lebracién de 40 afncs en el tema, que quiero de-
dicar a la memoria del Dr. Alfredo Pavlovsky, en-
tonces Director del Instituto, por su vision de fu-
turo y apoyo incondicional a todos nuestros
emprendimientos. En aguel entonces se iniciaba
“la época de oro” de la oncologia viral, como la
definid Charlotte Friend (descubridora del virus de
Friend) veinte afos mas tarde en su discurso
como Presidente de la American Associalion for
Cancer Research'.

Antes de 1950

Le nuevo, lo diferente, es siempre resistido y
la asociacidn de los virus con el cancer no fue
una excepcién. A principios del siglo, los patale-
gos y los oncdlogos se oponian a un origen in-
feccioso del cancer. Dominaba la opinién de
Virchow, omnus cellula e cellula (nace una célu-
la donde ya hubo una célula). Por su parte, Paul
Ehrlich habia efectuado varios pasajes en ralones
con extractos acelulares del carcinoma mamario
que lleva su nombre, siempre sin éxito, por lo que
descartaba la posibilidad de un agente transmi-
sible involucrado en la efiologia del cancer. Los
primeros que obtuvieron resultados positivos en
este sentido fueron los veterinarios daneses
Ellerman y Bang®, quienes en 18908 consiguieron
transmitir la eritroleucemia aviar con extractos
acelulares: esta publicacion despertd poco inte-
rés, esencialmente porque no se consideraba la
leucemia coma un proceso neopldsico. Tres anos
mas larde, Rous® describid un sarcoma de ave
causado por un virus ya que se transplantaba
facilmente con exiractos libres de células. Este
trabajo ~hoy considerado un clasico- fue recibi-
do con tolal descreimiento —downright disbelief-
segun palabras de Peylon Rous cuando 55 afos
méas tarde recibid el Premio Nobel® por el descu-
brimiento del virus que lleva su nombre, hoy pro-
totipo de los retrovirus. No comé mejor suerle la
"teoria de la mutacién somdlica® propuesta por
Boveri®* en 1912; este autor consideraba que la
causa del cancer se encontraba en alteraciones
cromosdmicas; hoy se lo puede considerar como
el auténtico precurser de la actual “teoria génica®.
En 1936, similar espiritu derrotista acompanc a
Bittner* cuando descubrid la transmisién del can-
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cer de mama de una cepa de ratén a la olra a
través del amamantamiento; al respecto, recurnid
a la denominacitn "factor leche evitando la pa-
labra virus, para lo que hoy es nada menos que
el MMTV (virus del tumor mamario murino), la
*vedette” de esta reunion,

Las décadas del 50 al 70

Durante la década del 50 la actitud de los in-
vestigadores fue gradualmente cambiando fren-
te al cumulo de evidencias a favor de la induc-
cién viral de la leucemia. El pionero fue induda-
blemente Ludwig Gross’, quien en 1951 demos-
tré que inoculando ratones recien nacidos con
axtractos acelulares de tejidos leucémicos podia
reproducir la enfermedad. En rapida sucesion
aparecieron otros virus inductores dae leucemia en
&l ratdn: el virus de Graffi* aislado a partir del Sar-
coma |, el de Friend* del carcinoma de Ehrlich,
el de Maloney™ del Sarcoma 37 y varios ofros que
fueron descriptos en detalle en varias revisiones'
" Se postuld entonces una etiologia infecciosa
del cdncer a través de un virus exégeno. Sin am-
bargo, esta interpretacidn no resistio frente al
descubrimiento en 1959 de Lieberman y Kaplan™
de que los rayos X eran capaces de inducir
leucemia en el ratén; de esas leucemias se re-
cogia un virus capaz de transmitir la enfermedad
a otros ratones y que fue denominado virus da
Kaplan' y, mds tarde, RadLV (radiation leukemia
virus). Este virus era necesariamente endogeno,
y por tanto dio origen a la “teorfa del oncogén”
propuesta por Huebner y Todaro™ en 1969: os-
tos autores postulaban que el genoma celular
contenia un oncogen potencialmente responsa-
ble de la transformacidn neoplasica, transmitido
por la linea germinal en forma latente y capaz de
ser activado por diversos agentes carcinogeénicos.
Habia nacido la palabra oncogen en una sorpren-
den-temente clara visién de futuro.

En nuestro laboratorio, uno de los primeros
hallazgos fue también inducir una leucemia en
ratones a partir de un sarcoma (5180), a la que
denominamos Leucemia 180" " pero que habia
de ser citada en la literatura como Leucemia
Pasqualini-Holmberg'. Logramos ademas inducir
leucemia con ®P" y con rayos X', confirman-
do la existencia del RadLV, fue mas tarde
Ferrer®, un investigador formado en nuestro la-



boratorio, quien demostraria la similitud entre
RadlLV vy el virus de Gross.

Rapidamente se fueron acumulando descrip-
ciones de virus inductores de complejos sarcoma-
leucemia a lo largo de la escala zooldgica inclu-
yendo aves, ratones, ratas, gatos, bovinos y
primates, y aun peces. Estos oncovirus fueron
clasificados en: 1) tipo B, cuyo prolotipo es el
MMTV o virus de tumor mamario muring; 2) fipo
€, que incluye virus del complejo sarcoma-
leucemia en aves y mamiferos; 3) tipe D, cuyo
ejemplo es el virus del tumor mamaric de
primates; y 4) tipo A, muy abundante en tumo-
res murinos y posiblemente un precursor de los
dos primeros' .,

La teoria del oncogen de Huebner y Todaro
se vio consolidada en 1970 por el descubrimien-
to de la transcriptasa reversa por Temin™ y
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Baltimore®™, hallazgo por el que recibieron el Pre-
mio Mobel en 1975. Estos investigadores, traba-
jando independientemente, demostraron que di-
cha enzima, presente en el genoma viral, permi-
te la copia de una cadena de RNA viral a una
cadena de DNA con posterior incorporacién al
genoma celular, siguiendo en consecuencia un
caming inverso al dogma convencional DNA-RNA-
Proteina. Asi nacio la familia Refroviridae que in-
cluye a los virus RNA portadores de esta enzima
(Tabla 1).

La década del 70

El entusiasmo a favor de la eticlogia viral del
cancer iba in crescendo: se habian encontrado
virus oncogénicos a lo largo de la escala zoolo-

TABLA 1.— Ralroviridae: algunos miembros de las subfamilias

Subfamilia Grupo Huéspad Virus Patogenicidad
Oncovininag tip C Ave RSV (prototipo) Sarcoma
Raton AKR-MuLV lepcemia
Raton Mo-MulV laucemia
Fata Ha-MSV SArcoma
Galo Fa-LV leucamia
Primate 55V SArcoma
tipo B Ratén MMTV cancer de mama
tipa D Primate MPMY cdncer de mama
tipo C simil Bovino BLV leucemia
Primate STLV-I leucemia
Humano HTLV-I y i leucamia
Lenthvirinas Ovino VisnaMaedi citélisis
Equina EIAV citdlisis
Primate SV citdlisis
Humano HIV-1y i SIDA
Spumavirinae Primate SFV no patgenc
Humano HF Y no patbgeno

Abreviaturas: ASV: Rous sarcoma virus; AKR-MulV; murine leukemia virus in AKR mice (enddgena), MolV: Moloney
leukamia virus; Ha-LV: Harvey Loukemia virus; FelLV:feline leukemia virus; S5V: simian sarcoma virus; MMTV: murine
mammary tumor virus; MPMV: Mason-Pfizer monkey virus: BLV: boving leukamia virus; STLV-I: simian Tcell leukemia
wvirus; HTLWI y I1: human T cell leukemia virus; EIAV: equine infectious anemia virus; SIV: simian immunodoficiency
virus; HIV: human immunodeficiency virus; SPV: simian foamy virus; HFV: human foamy virus.
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gica y era dificil suponer que el hombre fuera una
excepcion. En 1971, Nixon firmé el National
Cancer Act en base al siguienie razonamiento: si
pudimos llegar a la luna, si pudimos vencer la
poliomielitis, por qué no vencer al cancer, siem-
pre que le dediquemos todo el dinero necesario.
Asi nacid, ademas, el Special Virus Program bajo
el lema de Sabin "un céncer, un virus, una vacu-
na“. La bisqueda del "oncovirus humano® dio
origen a numerosas publicaciones que aportaron
solo evidencias indirectas ya que principalmente
se fundamentaban en la aparicién de particulas
tipo C y D en linfoma-leucemias humanas®™.

Siguiendo la corriente del momento, en la Sec-
cion Leucemia Experimental, dedicamos mucho
esfuerzo a la busqueda de un virus humano. Se
diseid el mélodo intraesplénico para el trans-
plante de material neoplasico humano a ratones
BALB/c de un mes de edad, seguido de un pa-
saje ciego: se obtuvieron leucemias de corta
latencia (30 dias) con biopsias procedentes de
4/16 leucemias, 3/25 linfomas de Hodgkin, 1/28
leucemias y 1 (anomalia cromosdmica)/24 linfo-
adenitis*™*, Al reproducir el modelo reemplazan-
do el material humano xenogeneico por un
linfoma AKR alogeneico, se obtuvieron resultados
similares: sélo en B/68 ensayos se obtuvieron
leucemias de corta latencia®. En ambos casos,
hubo un aumento significativo de leucemias de
larga latencia con respecto a los controles corres-
pondientes. Al encontrar que todas estas leuce-
mias daban reacciones positivas con un antigeno
del virus de Gross?, se postulé que se trataba
de la activacion de un virus latente (enddgeno)
en el ratdn por un “factor” presente en algunos
enfarmos.

En otro modelo experimental desarrollado en
nuestro laboratorio, se encontré que la inciden-
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cia de fibrosarcomas inducidos por la implanta-
cidn subcutdnea de un cuerpo extrafio (cilindro de
vidrio), resultaba significativamente aumentada
con la inoculacién in sifu de células neoplasicas
humanas™,

La similitud en los resullados obtenidos usan-
do el métoedo intraesplénico con biopsias de
linformas humanos y con tejidos leucémicos AKRH
alogeneicos en ratones BALB, nos llevé a bus-
car anticuerpos contra el virus de Gross (virus
endégeno del raton) en el suero de enfermos con
leucemia. Por inmunofluorescencia indirecta, se
encontrd gue el suero leucémico humano daba
reaccion positiva sobre células leucémicas AKR
(portadores del virus de Gross)®, Por otro lado,
Basombrio et al® habian observado que al ino-
cular extractos acelulares de cancer de mama
humano en ratones C3H recien nacidos se indu-
cia leucemia, pero no &l tumor homdélogo como
era de esperar, lo que confirmaba la antigenicidad
cruzada entre el virus de Gross y el de Bittner
{MMTV). En consecuencia, se amplié el protoco-
lo de inmunoflucrescencia empleando como se-
gundo "blanco” las células de un tumor de mama
inducido por MMTV. Se encontrd que ol 72% de
los sueros leucémicos daban reaccidn positiva
con el linfoma murino y el 50% con el cédncer de
mama murino. Reciprocamente, el 86% de los
sugros de pacientes con cancer de mama daban
positivo con el tumor homdloge y el 39% con el
linfoma murino®. Ninguno de los sueros norma-
les dieron reaccion positiva (Tabla 2). Es un pla-
cer muy especial ver que en este Simposio la Dra.
Beatriz Pogo presentard evidencias de secuen-
cias MMTV-simil en el suero de enfermas con
cdncer de mama (pagina 75). En nuestro caso,
se pudo demostrar que se trataba de una res-
puesta antiviral: por un lado, se consiguid blo-

TABLA 2 — Anticuerpos séricos contra relrovirus murinos tipo C y B en pacientes con
leucemia-linforma y con cdncer de mama:

Linfoma AKR Ca Ma Balbyc
Sueros humancs n®fotal Do n? tolal %
Leucamia-linfoma 22431 72 155/311 50
Cancer de mama 4240 .} 2067240 85
MNormal 0196 o101




quear la reaccion con un suero anti-RadlV,
antigénicamente similar al virus de Gross, y por
el otro lade, se infectaron fibroblastos embrio-
narios Swiss con el virus de Gross, obteniendo
luego una inmunoflucrescencia positiva con los
sueros de los pacientes y no con los de los con-
troles® . Estos resultados fueron presentados
durante el Xll Congreso Internacional de Cancer
realizado en Buenos Aires™® en 1978 y obviamen-
te formaron parte del cumulo de otras evidencias
indirectas a tfavor de un virus “humano’
sorpresivamente, mi manuscrito -entregado jun-
to con el de Basombrio™- fue el unico que no fi-
guré en los Proceedings del Congreso, tal vez
debido a la feroz competencia en el tema. Un afo
después se retomd la discusion durante el IX Sim-
posio Internacional de Investigacion en Leucemia
Comparada en Sukhumi, Georgia, URSS. Alli pre-
senté mis resultados™ en tanto que los discipu-
los de Boris Lapin aportaron datos similares a los
nuestros, ya que lograban la induccidn de leu-
camia con sangre de enfermos leucémicos, aun-
que no en ratones sino en babuinos™ **. A pesar
de estas nuevas evidencias indirectas a favor de
un supuesto virus humano, se noté un ambiente
inexplicablemente reacio a aceptar un virus como
causa de cancer; hasta se llegd a calificar al tema
como emolional issug''. Mas tarde, supe que en
ese momento ya estaba en prensa el trabajo del
grupo de Gallo* sobre HTLV-| y que habia orden
de no comentarlo...

Vacunar contra el cancer

En nuestro laboratorio se hicieron muchos
intentos para inmunizar o “vacunar® ratones con-
tra los sarcomas y leucemias inducidos por vi-
rus*™=_ |nicialmente, trabajando con &l Sarcoma
180 (S-180) en ratones Swiss, se habia compro-
bado que los animales que habian rechazado el
tumor desarrollaban una leucemia inducida por un
virus (L-180) con antigenicidad cruzada entre
S-180 y L-180". Luego, Basombrio et al**** con
el objeto de "vacunar® contra una leucemia indu-
cida por el virus de Moloney, inmunizaron rato-
nes con pseudotipos virales para luego desafiar-
las con distintos implantes de células leucémicas;
no llegaron a crecer. Se habia conseguido vacu-
nar pero sélo a corto plazo, ya que inesperada-
mente este procedimiento provocd la aparicion de
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leucemias “espontaneas” de larga latencia. Estos
resultados tan frustrantes para una posible vacu-
na contra el cancer, abrieron, sin embargo, la
posibilidad de una vacuna contra la enfermedad

de Chagas™.

La década del 80

Diez afos de esfuerzo colective de una plé-
yade de investigadores -y el apoyo de millones
de délares— dieron su fruto al inicio de la década
del 80 al producirse tres descubrimientos trascen-
dentales que revolucionaron la oncoinmunologia
e impulsaron la bioclogia molecular;

El primero fue que el "oncogen celular” era el
responsable de la transformacion neoplasica y
que, por ende, los retrovirus no eran mas que
vectores al incorporar el oncogen celular en su
propio genoma. Esta demostracion, que les sig-
nificé el Premio Nobel a Bishop y Varmus®-*' en
1989, significaba otro derrumbe de un importan-
to dogma y ampliaba ain mas la teoria inicial del
oncogen al eliminar la paricipacion de un virus
dejandole toda la responsabilidad a la célula.

El segundo descubrimiento por mds gue pre-
visible parecid contradictorio: al tiempo que se deo-
mostraba que el oncovirus no era responsable de
la transformacién neoplasica, el grupo de Gallo
aislaban el primer retrovirus oncogénico huma-
no gue denominaban HTLV-l  (human T-cafl
leukemia-lymphoma virus). se trataba de un vi-
rus exogeno, de transmision horizontal.

El tercer descubrimienta fue el HIV (human
immunodeficiency virus) causante del SIDA (sindro-
me de inmunodeficiencia humana) levado a cabo si-
multdneamente por Gallo et al*2 en EE. UU. y el
grupo de Montagnier en Francia. También se trata-
ba de un retrovirus exdgeno e infeccioso que debia
desencadenar la pandemia que hoy soportamos.

Ciclo de vida de los retrovirus (Fig. 1)

La particula viral libre en &l medio extracelular
se une a un receptor de una célula permisiva.
Fusionandose con la membrana, pierde su envol-
tura e inyecia en el citoplasma las dos cadenas
de RMA junto con las proteinas virales. Por ac-
cion de la transcriptasa reversa, una cadena de
RMA se complementa con una de DNA gue se
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Fig. 1.- Ciclo de vida de un retrovirus. La particula viral se une a un receptor espacifico presenta en la membrana
celular a través del cual penatra en el citoplasma donde pierde su envoltura. Por medio de |a transcriptasa raversa
se sintetiza DNA de doble cadena a partir dal RNA viral. Este DNA penatra en &l nicleo y sa integra al genoma en
forma de provirus con una latencia indefinida. Al expresarse, el provirus se transcribe a un ANA mensajero, sa
sintetizan luego las proteinas virales y el virus ya ensamblado brota a través de la membrana celular de la que
adquiere parle de su envoltura. Una vez fuera de la célula, el virus puede penelrar en olra célula y reiniciar su

ciclo dé vida.

duplica en tanto que la de RNA es degradada. El
DNA viral penetra en el nicleo, y luego se incor-
pora al azar en el genoma celular en forma de
provirus. Alli puede permanecer latente durante
largos periodos hasta que, por diversos mecanis-
mos, logra expresarse. En ese caso, sus genes
se copian a un ANA mensajero dando origen a
proteinas virales. A nivel de la membrana celular
se reconstituyen la nucleocdpside y la envoltura
formando una particula o virion que brota al ex-
terior.

El genoma viral (Figs. 2, 3)

El genoma de los retrovirus consta de dos
cadenas idénticas de ANA (no complementarias)
con 3 genes de base, necesarios para su repli-
cacion: gag, pol y env, flanqueados por LTR. Se
trata de secuencias de RNA que, una vez incor-
poradas en el genoma celular en forma de DNA
(provirus), codifican para proteinas estructurales
de la capside (gag), para la transcriptasa reversa
(pol) y para las proteinas de envoltura (env) mien-
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Fig. 2. Estructura viral. Genes gue consliiuyen el genoma
viral: gag (group antigens) que codifica para las pro-
teinas astructurales de la capside (C) p1B y p 24, pol
(polimerasa) para la ranscriptasa reversa (TR), y env
(anvoltura) para las glicoproteinas de envollura (E)
gpd1 y gpl120; LTA (long ferminal repeats) genes ter-
minales que modulan la expresicon viral.

tras que los genes terminales LTR (loeng terminal
repeats) inician y/o regulan la expresion viral.

Los oncogenes

El retrovirus protolipe RSV (virus del sarcoma
de Hous) tiene un oncogen src (por sarcoma) in-
corporade en su genoma en forma de v-onc
foncogen viral) o v-sre; el virus en algun momento
adquirio este oncogen del genoma celular, es de-
or. del prolo-oncogen o c-onc (oncogen celular)
o. en ese caso, c-src. ASY es fueriemente onco-
genico induciendo sarcomas en aves a pocas
ssamanas de su inoculacidn. Se demaostrd que el
gen src es &l causante de la malignidad, ya que
puede transformar células en cultivos de tejido en
aasencia de olros genes virales™ "',

Contrariamente con lo que ocurre con RASY, los
mefrovirus enddgenos de aves y roedores suelen
producir sarcoma-leucemias después de una lar-
g= latencia. En muchos de esos casos el retro-
wrus, al incorporarse al genoma celular, se ubi-
=a en la vecindad de un oncogen (Fig. 4), por
semplo de c-myc, produciendo una secuencia
poi-env-LTA-myc. Como LTRH es capaz de au-
mentar la expresion de genes adyacentes, se
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produce una desregulacion del gen myc y por
ende de las proteinas que codifica, lo que lleva a
la transformacion celular y eventualmente al de-
sarrollo de una leucemia o linfoma. De ésta ma-
nera, se puede considerar al genoma celular
como extremadamente mdvil, con posibilidad de
deleciones, adiciones y recombinaciones de
genes: tales genes se comportarian como retro-
transposones (ONA a RNA a DNA) (Fig. 5) o aun
como transposones (DNA a DNA): esta demos-
tracion de "genes saltarines® le significd el Pre-
mio Mobel en 1983 a Barbara McClintock, mas de
treinta anos después de su hallazgo™.
Faulatinamente se fueron encontrando la co-
pia celular (c-onc) de todos los oncogenes virales
(v-onc) descriptos anteriormente en aves, rato-
nes, etc. (Tabla 3). Se encontraron varias copias
de c-onc expresadas en tumores humanos®. En
cuanto a la transformacidn neoplasica de células
normales, se la pudo cbtener in vitro mediante su
transfeccién secuencial con dos o mas oncoge-
nes*®, Ya no gquedaba duda de que la célula
neoplasica era producto de alteraciones génicas,
En el hombre, translocaciones de genes
involucrando la activacion de c-myc son las cau-
sanies de la leucemia mieloide crénica y del
linfoma de Burkitt. Los retrovirus pueden incor-
porar oiros c-onc en su genoma, como c-ras,

TABLA 3.- Algunos oncogenes celularas

oncogen Retrovirus Espacia
src RSV ave
erb B AEY ave
fms FaSV feling
abl MulV raton
fas FelV faling
yas ASV ave
H-ras MosSV rata
K-ras MoSV ratdn
myc MC29 ave
mos MalV ratdn
myb AMY ave
jur ASV ave
fos MSV raton
sis S5V simio




Volumen 7 - Supl. 1l, 1997

MEDICINA
RSV
MobLY
FelV . o e s B
pro TR
[ By | rax
BLV 533 | e @.
- - rot ]
ﬁ B
HTLWY-1 . !___&__,.m 0
'-‘%\H\"' rex
tat
Visna . EED] l,' - hkf:::ﬂ‘
vpu
gag b
HIV-1 LTF'I. T el T ET‘?"Q tat _,- WLTH
vpr [J_env ]

MMTV

Fig. 3.— Comparacion entre genomas de distintos retrovirus, RSV (Rous sarcoma virus), prototipo de 10s oncovirus,
con incofporacidn del oncogen sro que lo convierte en virus ransformante. MoMLY (Moloney murine leukemia vi-
rus) y FalV {felina laukemia virus), solo tienen los genas indispensables para la replicacién viral. BLV (boving
ieukermia virus), y HTLV-I, (human Teall loukamia virus) que contienen ofres genes que permiten una activacion
transcnpeional. Visna, prototipo de los lentivirus, y HIV-T (human immunodaficiency virus), agente causal del SIDA.
MMTV (muring mammary fumor virus), con incorporacién de un superantigenc (Sag) relacionada con la induccion

de cancer de mama.

c-fes, c-mos u otros, pero en general, lo hacen
en detrimento de sus propios genes, con dele-
ciones parciales de gag, pel, env, configurando
por tanto virus defectivos transformantes pero in-
capaces de replicar (Fig. 4)%*"

10

Por ensayos de biologia molecular, principal-
mente por transfeccion de DNA en células
permisivas, se identificaron mas de 50 proto-
oncogenes. (Tabla 3). En tumores humanes, se
pudo aislar, por ejemplo, el oncogen ras que di-
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Fig. 4.- Maodelos de activacién relroviral. A. Integracion
de un provirus cerca da un oncogen colular: el promao-
for LTR lo activa y, B. lo incorpora én su genoma an
detimento de genes estructurales lo que lo convierta
@n un virus defective; C. activacion transcnpcional &
través del gen fax. en el retrovirus BLV o HTLV-|
(adaptado dé Waeiss™)
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fiere del proto-oncogen c-ras por una mutacion
puntual que seria la responsable de la transfor-
macién neoplasica®’,

Los proto-oncogenes presentes a lo largo de
la escala zoologica desempedan una funcién fi-
siolégica como reguladores del ciclo celular. Su
activacion, sobreexpresion, o mutacion producen
una desregulacién que lleva a la transformacion
celular (ver mas adelante).

HTLV-I (virus de la leucemia T humana)

En 1980, gracias al descubnmienio del factor
de crecimiento de los linfocitoes T, hoy conocido
como interleuquina 2 (IL-2), que les permitia cul-
tivar linfocitos humanos, Poiesz et al* aislaron el
primer retrovirus humano causante de la leucemia
T del adulto, el HTLV-1 (human T cell leukemia
virus). Hay que comprender el entusiasmo del
momento cuando por fin, después de tantos “fal-
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Fig. 5.- Cambio de mformacion génica por medio de retrolransposones. Una vez activado, el gen se lranscnbe a un
ANA mensajero: duranta ase proceso se pierde la informacion comprendida en los intrones ya que no Se copian,
el RMA a su vez puede estar expuesto a |a transcriplasa reversa y de esla manera copiarse a un DMNA comple-
mentaria y reintegrarse en el genoma én forma de provirus: pero la nueva informacion sera diteranta da la inicial,

ya que se perdid la de los intrones.
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sos positivos®, se habia encontrado al retrovirus
oncogénico humano; este hallazgo fue seguido
muy pronto por el aislamiento de HTLV-II*, Es-
tos virus pertenecen a un subgrupo de oncovirus
junto con los retrovirus bovino y simio, respecti-
vamenle denominados BLV (bovine leukemia vi-
rus) y STLV (simian T cell leukemia virus). (Ta-
bla 1). In vitro, los HTLV solamente infectan los
linfocitos T, ello explica por qué no pudieron ser
aislados hasta el descubrimiento de IL-2, factor
indispensable para su cultivo. El virus emplea &l
receptor de IL-2 para penetrar en el linfocito CD4
con la consiguiente activacion de IL-2, lo que lle-
varia progresivamente a una proliferacion celular
autocrina, a inmortalizacion y eventualmenie a
transformacion leucémica. Contrariamente a los
retrovirus aviares y murinos, los HTLV no incor-
poran cncogenes celulares en su genoma ni se
integran en un sitio determinado. La replicacion
viral es regulada por dos genes adicionales tax y
rex que parecen complementarse y cuya relacion
con la ransformacion neoplasica sigue controver-
tida. El genoma viral contiene ademas un gen pro
que codifica para la proteasa, funcion no depen-
diente de gag como en los demas retrovirus (Fig.
3). No hay duda que HTLV-l es la causa de la
leucemia T del adulto®. In vitro, la expresién viral
induce proliferacién de los linfocites T. Sin em-
bargo, no se detecta expresién viral en las célu-
las leucémicas cuyo fenolipo es monoclonal.

La infeccién con HTLV-I es endémica en el sur
del Japdn, en la cuenca del Caribe y en Africa;
los portadores sanos pueden transmitir el virus a
través de linfocitos infectados por transfusiones,
por relaciones sexuales o por leche de madre a
hijo, lo que hace que se desaconseja el amaman-
tamianto materno en las zonas endémicas del Ja-
pan. Actualmente, se estima que un portador tie-
ne menos del 1% de probabilidad de desarrollar
una leucemia y solo 20 a 30 afios después de la
infeccién®. En Japdn, la seroprevalencia para
HTLV-l en hemodonantes es del 8%*. Se encon-
tré una asociacion causal entre HTLV-Il y lesio-
nes neurclégicas, principalmente en la para-
paresia espdstica tropical que es endémica en el
Caribe™.

En cuanto al HTLV-Il, su asociacion con can-
cer sigue controvertida, pese a haber sido encon-
trado inicialmente en un caso de leucemia a ce-
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lulas vellosas (hairy cell leukemia), y ulteriormente
&N unos pocos casos mas®,

Hoy se sabe que hay portadores sanos de
HTLV-I/ll en wvarias poblaciones repartidas
globalmente® —incluso en los Indios del norte de
nuastro pais®- y que estos virus se han difundi-
do entre los drogadictos donde su asociacion con
HIV es cada vez mas frecuente. La mayor detec-
citén de portadores de estos virus esta relaciona-
da con el empleo de métodos de diagnoslico mas
precisos como la PCR (polymerase chain reac-
tion) capaz de detectar hasta una sola molécula
de provirus.

HIV y cancer

La aparicién de HIV muy poco liempo después
de HTLV-| planted el probleama de su ubicacién
dentro de la familia Retroviridae. Para Galle et
al*, el nueveo virus pertenecia a los oncomavirus
como HTLV-IIl por su similitud con BLV (bovine
laukemia virus); en cambio, Montagnier et al** lo
ubicaban entre los lentivirus como virus citolitico,
con la denominacion de LAV (lymphoadenopathy-
associated virus), mientras que Levy ot al™ lo
denominaban ARV (AIDS-related virus). En con-
secuencia, se reunid el Comité Internacional de
Taxonomfa de Virus que resolvié por 12 de 15
votos que el virus causante de SIDA se denomi-
nara HIV (human immunodeficiency wirus). ubi-
céndolo en la subfamilia de los lentivirus (Tabla
1). De esta manera, al no ser considerado
oncogénico, se le quilaba a HIV una paricipacion
directa en el desarrollo de neoplasias Se cono-
cen virus de inmunodeficiencia adquirida en va-
rias especies animales donde, tales los casos de
gatos, bovinos y hasta primates, serian ubicuos
y sdlo ocasionalmente patdgenos. Por qué en ol
hombre &l HIV se transformé en la causa de una
pandemia de SIDA sigue siendo una incdgnita. De
hecho, Duesberg® cuestiond el origen viral del
SIDA argumentando que no se cumplian los pos-
tulados de Koch, lo que desencadend una impor-
tante controversia entre virdlogos de renombre,
Hoy no queda duda que HIV es la causa del
SIDA. Frente al efecto citolitico primordial del wi-
rus, su asociacién con ciertas neoplasias es de
dificil interpretacién. Hay evidencias de que al
sarcoma de Kaposi se deberia a un virus Her-



pes®. En cuanto al linfoma B, hoy se considera
que lo desarrollan hasta el 40% de los portado-
res de HIV de larga latencia®: en 4 de estos ca-
s0s™ se detectd una integracion de HIV en las
células tumorales en la vecindad del proto-
oncogen c-fps.

Origen de los retrovirus

Los retrovirus, al igual que otros parasitos
ntracelulares, coexisten con su huésped natural
en farma lal que se posibilite la sobrevida de am-
bos. Esta o5 la situacién de los retrovirus
endogenos gue ocuparian alrededor del 0,1% del
genoma celular transmitiéndose de generacion a
generacion en toda la escala zoolégica, incluyen-
do el hombre. Se les sigue buscando una funcidn
determinada’™ ™, Aparentemente, los virus endd-
genos tipo C (virus de Gross) serian patdgenos
sodo en condiciones artificiales de laboratorio in-
duciendo sarcoma-leucemia, y raramente en la
naturaleza. En cuanto a los retrovirus exdgenos,
gue incluyen a los HTLV y HIV humanos y a los
STLV y SIV simios, se transmiten horizontalmente
@ un individuo a otro. Se ha postulado que se
onginaron en Africa, donde son endémicos, por
pasaje de una especie a otra, por ejemplo de roe-
dor a simio y de simio a hombre: seria ldgico
sponer —especialmente para nosolros que tra-
Baamos con una exacerbacion de la expresion
@8 sstos virus en el laboratorio— que tales pasa-
== aumentarian progresivamente su patoge-
modsd Siguiendo esta linea de pensamiento, se
pusede deducir que la apancion de una "epidemia”
@ infoma en los babuinos de la colonia de Boris
Lspen en Sukhumi se origind con la inoculacién
& sangre de pacientes con leucemia, ya que el
STLV aislado de estos animales™ tiene una
Bomologia mayor del 82% con HTLV-1. De la mis-
ma manera, se puede cuestionar el uso de los
ssrowirus murinos, aunque defectives, como
WECiores para iNnCOMpofar un nuevo gen en la te-
=ma genica™ . El xenotransplante de drganos
=mibeen seria objetado, ya que recientemente se
&= comprobado que retrovinues enddgenos de cer-
oo pweden fransmitirse a células humanas en
cuiivo, y que ademas esios virus son capaces de
mEscatar un vector retroviral (virus de Moloney)
adigurendo resstencia a la lsis por complemen-
o mamano
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La década del 90
Oncogenas, anti-oncogenes y apoplosis

Los oncogenes tendrian un efecto positivo so-
bre la proliferacion celular normal. A partir de
1984, llamd la atencidn que lumores hereditarios
como el retinoblastoma, el tumor de Wilms, y
ofras, estuvieran ascciados a la falta o inacti-
vacion de los dos alelos de un gen determinado™,
A estos genes ausentes o inactivados se los con-
sidera como anti-oncogenes o genes supresores
de tumor, postulandose gue su delecidn elimina-
ria “un freno" que mantenia la célula en &l esta-
do normal, con la consiguiente expansion clonal
neoplasica. El concepto de antioncogen se ve
apoyado por experimentos muy anteriores, inex-
plicables en su momento: la fusion de una célula
normal con una neoplasica muchas veces daba
origen a un hibrido normal™, lo que sugeria que
a la célula transformada le faltaba algo.

Se considera actualmente que un cancer sur-
ge como consecuencia de una secuencia de al-
teracionas an el DNA gendmico gue involucra
activacion de oncogenes y deleciones de anti-
oncegenes, lo que eventualmente llevaria a una
proliferacion celular anormal, Durante este proce-
50 se produciria un desequilibno entre la division
caelular y la muerte celular programada, o apop-
tasis, que puede llegar a determinar la 1asa de
crecimiento tumoral, Estamos acostumbrados a
asociar a un tumor con un "aumento” de células,
pero puade también considerarse como €l resul-
lade de una “disminucién® de la muerte celular.
Paradojicamente, algunos de los oncogenes que
estimulan la divisidn y proliferacion de la célula,
como ¢-myc por ejemplo, a su vez la conducen
hacia la apoptosis, evitando asi su transtorma-
cién. Sin embargo, por el misme juego homeos-
tatico de les diversos oncogenes, y anti-oncoge-
nes y factores de crecimiento, el resultado pue-
de apartarse de lo normal, impidiendo la apop-
fosis y permitiendo asi la transformacidn neo-
plasica. Se ha demostrado que el oncogen bei-2
(B-cell lymphoma-2) puade ser considerado "el
gen supresor de la muerte” ya que bloguea el
camino hacia la apoptosis, inhibiendo en este
sentido el efecto de c-mypc®™, Todos los linfocitos
expresan la proteina bel-2, la que se encuentra
muy aumentada en linfomas B! esto se deberia
a la translocacién t {14-18) que pone al gen
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bel-2 bajo el control de un gen promotor de la
inmunoglobulina, aumentando su expresion *'.
Recientemente, se ha encontrado una situacion
semejante en la leucemia mieloide cronica, don-
de el cromosoma Philadelphia resulta de la
translocacion t (9-22) que a su vez acliva los
oncogenes ber-abl que se comportan también
como genes supresores de la apoptosis. En con-
secuencia, estos linfomas y leucemias se debe-
rian inicialmente a la acumulacién progresiva de
células, lo que podria homologarse a la etapa de
inmortalizacién celular como “primer evento” en
la transformacion por oncogenes en cultives in
vitro. Con el paso del tiempo, la concomitante
expresion del oncogen ¢-myc en eslos linfomas
donde los linfocitos sobreviven mas de lo normal,
llevaria eventualmente a un "segundo evento” que
completaria la transformacion neoplasica; esta
"colaboracion® de c-myc con bel-2 ha podido ser
demostrada in vitro. Esta progresién hacia la neo-
plasia se veria confirmada por el hecho de que
linfomas B que surgen en pacientes transplanta-
dos suelen retroceder al suspender temprana-
mente la terapia inmunosupresora. Ademas, es-
tos linfomas son muy sensibles a la terapia con
cladribine, droga que actia induciendo la apop-
tosis*.

Interesante es la historia del gen y de la pro-
teina p53. Inicialmente considerado como onco-
gen fue luego calegorizado como anti-oncogen;
motivo de sdlo 3 publicaciones sobre p53 en 1983
pasé a ser seleccionado como "la molécula del
afio® en 1993, con mas de 4500 articulos sobre
el tema en el dltimo afo. Se demostrd que la fun-
cién de p53 es la de "protector del genoma®, ade-
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mas de la ejercida como anti-oncogen o supre-
sor de tumor: se encuentra p53 mutado o ausenta
en la mayoria de los tumores estudiados®, de-
jando asi a la célula desprotegida frente a los im-
pactos oncogénicos. Ultimamente, se ha atribui-
do al anti-oncogen p16 el mismo comportamien-
to que a p53" y al oncogen MDM2 (murine
double minute-2) el mismo que a c-myc™, segu-
ramente, ambas listas conlrapuestas seguiran au-
mentando. Finalmente, se vislumbra que la resis-
tencia a drogas quimioterdpicas estd también
mediada por mecanismos de inhibicién de la
misu. BT

Por todo lo antedicho se llega a la nocion de
que la transformacion neoplasica es una conse-
cuencia de varios eventos génicos, como Vogels-
tein et al™® lo han enfatizado a repeticién, confi-
gurando asi la actual teoria génica del cancer
(Fig. 6).

Mo hay que perder de vista que la transforma-
cién de una célula no significa el desarrollo de un
tumor; lo mas probable es que esa célula sea
eliminada. Si es que sobravive y forma un clon
transformado, éste tendrd que afrontar todos los
mecanismos inmunoldgicos que hacen a la rela-
cién tumor-huésped, y que fueron objeto del Sim-
posio 1996 sobre "Reevaluacion de la inmunidad
tumoral™®®. En un articulo muy reciente, Bailar y
Gornik™ insisten en que "la guerra contra el can-
cer® iniciada en 1971 no ha terminado: segun sus
palabras, el efecto de los nuevos lratamientos es
desalentador y no consigue afectar las tasas de
mortalidad; invocan en consecuencia un vuelco
hacia la prevencidn del cancer en reemplazo de
"falsas esperanzas en una curacién universal”.
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Fig. .- Un modelo genético para la tumarigénesis colomectal: pérdida del gen APC (adenomatous polyp in colan) en
cromasoma 5; hipometilacidn del DNA seguida de activackén del oncogen K-ras en cromosoma 12 y pardida del
gen DOC (deleted in colon cancer) en cromosoma 18; pérdida o mutacidn del gen p53 en cromosoma 17, siguen
olras alteracionas génicas responsables del desarrollo de metdstasis (adaptado de Fearson y Vogelstein®).
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Este Simposio

El tema apoptosis ha tomado un auge inespe-
rado en los dltimos 10 afios: se ha comprobado
que la marcada estimulacion de determinados
linfocitos T por superantigenes conduce eventual-
mente a su destruccion por apoptosis. En el ra-
ton, el superantigeno codificado por el retrovirus
MMTV (rmurine mammary tumar virus) ademas de
inducir la proliferacion sequido de delecion de la
subpoblacidn de los linfocitos T que lo reconocen,
favorece el desarrollo de cdncer de mama. Esto
es uno de los dos temas centrales de este Sim-
posio en que el retrovirus MMTV es la vedette
mdiscutible. El desarrollo de este tema estara a
cargo de la Dra, Isabel Piazzon de nuestro labo-
ratorio y de nuestros invitados especiales, Cres.
Hans Acha-Orbea y Susan Ross. Ademas, la Dra.
Beatnz Pogo presentard datos que sugieren la
presencia de una actividad retroviral semejante a
& del ralén en mujeres con cancer de mama; asto
explicaria nuestros “antiguos® hallazgos en los
sueros de estas enfermas,

A nivel personal, es una gran satisfaccion com-
probar que habiéndose iniciado nuestro laborato-
mo hace 40 afeos con “el virus de la leucemia
munna (MulLV)" se llega hoy, después de multi-
phes ramificacionas, a investigar en profundidad
“al virus del cédncer de mama murino (MMTV)";
mala puedan confirmarse las estrechas relaciones
entre ambos virus.

La seqgunda parte de este Simposio esta dedi-
==ada en cierto senlido a la eliologia hormonal del
=ancer de mama. La induccidn de estos tumores
con acetato de medroxiprogesterona fue un hallaz-
go mesperado en nuestro laboratorio mientras se
mvestigaba el efecto de esta hormona sobre la
fibroma-togénesis provocada por la implantacion
sabcu-tanea de un cuerpo extrano (cilindro de vi-
@ro). Los resultados obtenidos en los dltimos 12
ancs seran presentados por la Dra. Claudia Lanari,
mentras que el rol de los distintos factores de cre-
oesento estardn a cargo de la Dra. Patricia
Sizalde. Finalmente, el Dr. José Russo nos dard
wm= vision inlegral de la carcinogénesis mamaria.

Con estos dos enfoques del problema, el viral
¥ = hormonal, se redondean los dos "pilares” de
o hallado en nuestro laboratorio completandose
=on un tercer “pilar” que fue objeto del Simposio
123 sobre "Reevaluacion de la inmunidad
famoral™™,
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Los descubrimientos sobresalientes

Es interesante hacer un balance de lo apren-
dido durante estas 4 décadas, destacando como
a través de distintas hipotesis, la etiologia del
cancer pasd de la teorfa viral a la actual teoria
génica, como resultado de los siguientes descu-
brimientos trascendentales:

1} en ratones y en aves, se encuentran
leucemias y sarcomas inducidos por virus (Pre-
mioc Mobel 1966, Rous);

2) el virus inductor de leucemia en el ratdn es
enddgeno (tecria del oncogen);

3) la transcriplasa reversa permite la incorpa-
racién del virus al genoma (Premioc Mobel 1979,
Temin y Baltimore);

4) el retrovirus es sdlo un vector del oncogen,
el cual pertenece al genoma celular (Premio
Mobel 1988, Bishop y Varmus);

5) se aisla el retrovirus oncogénico humano
causante de la leucemia T del adulto, HTLY-I;

6) se aisla el retrovirus citolitico, lentivirus hu-
manc HIV, causante de la pandemia de SIDA;

7) se encuenlran anli-oncogenes o genas su-
presores de tumor;

8) se enfatiza la homeostasis genética con di-
terenciacion celular versus apoptosis,

9) se demuestra que la transformacion neo-
plasica es la resultante de una cascada de even-
los tales como errores de DNA no reparados,
bloqueo de apoptosis, activacion de oncogenes,
delecidn de antioncogenes, etc.;

7} se detectan HTLV-/Il en pontadores sanos
y en drogadictos en asociacién con HIV;

8) se detectan secuencias MMTV-simil en sue-
ro de enfermas con cancer de mama;

9) los retrovirus endogenos ocupan el 0,1% del
genoma humano, ;qué funcidn tienen? Esla es
la pregunta que mas intriga a los retrovirologos
en la aclualidad.

Mo hay duda que hemos aprendido mucho en
estos 40 afos pese a que queda mucho por “des-
cubrir® antes de ganar la guerra contra el cancer,
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posio 1986 engloba los multiples trabajos qua llevaron a
cabo mas de 60 investigadores durante 40 afos en la Sec-
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Summary
Retrovirus and cancer revisited

The discovery of RNA oncoviruses dates back
to 1911 when Rous isolated the avian virus which
is the cause of the sarcoma which bears his name
and to 1936 when Bittner related the “milk factor”
to the development of murine mammary cancer.
During the 50s, the successive descriptions of
virus-induced sarcoma-leukemias in mice led to
the encogene theory and gradually to the postu-
lation of a viral origin of cancer. The discovery of
the reverse transcriptase in 1970 led to the
establishment of the Retroviridae family including
bath onco and lentiviruses. The decade of the B0s
was marked by three fundamental discoveries
which altered the concept of oncovirus: 1) onco-
genes became established as part of the cellular
genome converting retroviruses into occasional
vectors of the oncogene; 2) as the T cell growth
faclor, interleukin-2, became available, the first
human oncovirus, HTLV-I, was isolated and
proved to be the cause of adult T cell leukemia;
3) HIV was isolated and classified as a lentivirus
and as the cause of AIDS. A few years later the
antioncogenes were discovered. Both oncogenes
and anti-oncogenes were found to collaborate in
the call cycle, maintaining an equilibrium between
proliferation and apoptosis. Today the viral theory
has been replaced by the gene theory of cancer
which postulates that neoplastic transformation is
the result of a cascade of events which include
uncorrected DNA errors, blocking of apoptosis,
activation of oncogenes and deletion of anti-
oncogenes. Al the present time , the intriguing
question for retrovirologists is the role played by
endogenous retroviruses which in man occupy up
to 0,1% of the cellular genome.
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