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A- INTRODUCCION:Antecedentes, actualización bibïíográfíca



1. ANTECEDENTES

a) Etiologia del cáncer

El cáncer ha estado con el hombre desde tiempos le­
janos. Ya desde la antiguedad se asoció la presencia de tumores con enferme­

dad y muerte. ¿ Pero qué es un tumor ? No podemos empezar este trabajo sin

antes tratar de aclarar de la mejor forma posible, lo que entendemos por ello.

La hiperplasia, se define comocualquier amumentoanor­
mal del número de células de un tejido o parte del mismo, que resulta en el

incremento de la masa del mismo. Existen dos tipos de hiperplasia: la denomi­
nada fisiológica y la neoplásica. La primera es debida a un estímulo externo
y desaparece cuando el estimulo cesa. La segunda, hiperplasia neoplásica, o
neoplasia, puede ser definida comoaquella forma de hiperplasia debida, por lo
menos en parte a una anormalidad heredable en las células involucradas. No es

inusual la presencia de ambos tipos de hiperplasia en un mismo tejido ( 287 ).
Por otra parte, los tumores o neoplasmas se dividen en dos categorías mal de­
finidas y que se sobreponen: benignos y malignos; los benignos están asociados
en general a una buena prognosis, los malignos a una mala prognosis. Son estos

últimos los que se denominancáncer, y sobre ellos en general, y en particular
sobre uno de ellos, la leucemia, es que versará este trabajo.

No entraremos en la clasificación de tumores, tema
aún en discusión. A los efectos de un conocimiento general se debe aclarar,
que los tumores son clasificados aün hoy en dia de acuerdo a su aspecto, com­
portamiento y localización, muysimilarmente como se ha hecho en los últimos
2000 a 3000 años. Con el desarrollo de la microscopia se los describió de acuer­
do a su aspecto microscópico determinado principalmente por el tejido de origen de
la neoplasia ( 261 ).

Una vez definido el cáncer como un verdadero conjunto

de enfermedades con caracteristicas definidas, la primera pregunta que surge es:
¿ cuál es el origen del cáncer ? No podemosabarcar la etiología de mejor manera



que diciendo que la neoplasia es en muchos casos la resultante de un fenómeno

multifactorial ( 287, 289 ). Tres tipos de agentes se han individualizado cono
los principales responsables de esta alteración celular : la radiación, algunos
compuestos químicos y los virus oncogénicos. No está aún bien definido comoes

el proceso íntimo de esta transformación. Luego de una alteración inicicial pue­
den ser requeridos otros factores para que ocurra la progresión tumoral.

Estos factores externos, que pueden determinar si una cé­
lula transformada se volverá o no un tumor clínicamente detectable son de gran i
importancia. La manipulación de estos factores puede permitir que a pesar que
aún se desconozca el proceso íntimo del desarreglo que lleva a la transformación
de una célula, se pueda evitar que esa célula se transforme en un tumor. Este
planteo es la base de nuestro trabajo experimental. Es por ello, que la inmuni­
dad, uno de esos factores externos, posible de ser manejada por el investigador
en contra del proceso neoplásico haya despertado en los últimos años tanto in­
terés.

En este trabajo, nos hemos de referir a los virus como
los inductores de diversos tipos de neoplasias, haciendo hincapié en aquellos
virus oncogénicos responsables de leucemias y linfomas.

b) Los virus comofactor etiológico del cáncer

Podemosdividir la historia de los descubrimientos de los

virus oncogénicos en tres partes ( 102). La primera, anterior a 1898, se carac­
terizó por una oposición rotunda a la teoría de un origen infeccioso del cáncer.
Todo trabajo Sugiriendo un origen viral de los tumores era totalmente ignorado
o relegado por la crítica. Grandes investigadores del siglo pasado comoVirchow
y Ehrlich estaban convencidos que no podía haber ningún agente trasmisible invo­
lucrado en la etiología del cáncer. La segunda época, si bien de progreso lento,
ya que se extiende desde 1898 hasta 1950, marca sin embargo la definitiva demos­
tración de que algunos tumores si podían atribuirse a una etiología viral (ta­
bla 1).



i Es importante aclarar aqui, que para poder atribuir
la etiología infecciosa de una enfermedad a un agente aislado, se deben
cumplir los postulados de Koch o sus equivalente virológicos ( 289 ). Se pre­
para un filtrado del tumor y el supuesto virus se replica en cultivo de teji­

do. Luego se lo inocula en un animal de la misma especie donde se observó el
tumor inicialmente. La posterior recuperación del virus de un tumor inducido

experimentalmente de esta manera, resulta en el cumplimiento de los postula­
dos de Koch. Comoes fácil advertir, es éticamente imposible cumplir con estos
requisitos para el cáncer humano. Es importante indicar que, para que haya una
prueba clara de etiología viral, no debe haber ningún segundo virus presente en
los cultivos celulares o en los tejidos tumorales.

El primer descubrimiento de importancia fue realizado en
Montevideo ( República Oriental del Uruguay ) por Sanarelli ( 312 ), quien re­
conoció la naturaleza viral de la mixomatosis en el conejo en 1898. Años más

tarde, dos cientificos daneses, Ellerman y Bang ( 80 ) publicaron un trabajo
donde hallaron leucemia en el pollo causada por un agente filtrable. En esa
época, estos descubrimientos recibieron poca atención, debido a que la leucemia
no senconsideraba una enfermedad neoplásica. Tres años más tarde - l911 ­

Rous, describió un sarcoma maligno en el pollo causado por otro agente filtra­
ble " ( 304 ). Esta publicación, que es un clásico en la literatura de virus on­
cogénicos, fue recibida con tanta incredulidad, que tuvieron que pasar 55 años
hasta que el autor, por encima de los 90 años, recibiera el premio Nobel por sus
trabajos pioneros.

Luego de un paréntesis de 20 años, comenzarOn una serie de

descubrimientos encabezados por el de Shope, quien publicó un hallazgo con el fi­
broma del conejo ( 328 ). Finalizó el primer periodo ( tabla 1 ) - 1898 a 1950 ­

con una decena de hallazgos en diferentes especies de vertebrados ( pollo, perro,
ratón, conejo, vaca, sapo ). A ese progreso lento, si bien con contribuciones
importantes, podemosen parte atribuirlo a la falta de comprensión de las propie­
dades generales de los virus, comoasi también a las técnicas de laboratorio no
muyavanzadas de aquella época. Con la llegada del antibiótico y técnicas refinadas
de cultivo de tejido, en el comienzo de la década del 50, se inició un resurgimien­
to de la investigación en la Virología en general, y de la Virología asociada a
los tumores en particular ( 289 ).



En 1951, con el descubrimiento por Gross ( 135 ) del virus

de la leucemia del ratón ocurrió lo que Charlotte Friend expresó como" ...
luego de años de ( esfuerzo ) futil, pareció comosi alguna enorme-bacteria
hubiera reventado, liberando muchisimos virus con potencial oncogénico para

casi cualquier especie de animal ...“ ( 102 ). Observando la tabla 1 se ve­
rá comoel espectro de especies que abarcan los virus oncogénicos se ha ensan­

chado, como asi también el nümero de los miSmos por especie.

TABLA1: Virus oncogénicos detectados en animales

Periodo 1898 - 1950

Virus ARN Virus ADN

1898 Leucemia del pollo ( 80 ) 1893 Mixomatosis del conejo ( 312 )

1911 Sarcoma del pollo ( 304 ) 1907 Verruga humana ( 51 )

1933 Linfomatosis del pollo ( 104 ) 1920 Papiloma bovino ( 241 )

1934 Linfosarcoma canino ( 68 ) 1932 Fibroma del conejo ( 328 )

1936 Carcinoma mamario del 1932 Papiloma oral canino ( 69 )

ratón ( 31 )

1946 Tumores linfoideos del 1933 Papiloma del conejo ( 329)

pollo ( 47 ) 1936 Papiloma oral del

conejo ( 263 )
1938 Carcinoma renal del

sapo ( 238 )

Periodo 1950 - 1977

Virus ARN Virus ADN

1951 Leucemia del ratón ( 135 ) 1951 Papiloma cutáneo equino ( 61 )

1956 Leucemia del ratón ( 131 ) 1953 Tumor de parótida murino ( 136 )

1956 Leucemia del ratón ( 100 ) 1953 Fibroma de la ardilla ( 198 )

1959 Leucemia del ratón ( 229 ) 1955 Fibroma del ciervo ( 330 )

1960 Leucemia del ratón ( 259a ) 1956 Carcinoma renal del sapo ( 76 )

1962 Leucemia del ratón ( 293 ) 1957 Polioma del ratón ( 348 )

(1963 Leucemia del ratón 298 ) 1962 SV 40 de primates ( 78 )



1964

1964

1966

1966

1967

1969

1969

1971

1972

1974

1974

1974

1975

1975

1975

Leucemia feiina
Sarcoma de] ratón

Sarcoma de] ratón
v

Osteosarcoma de] ratón ( 96 )

Sarcoma de] ratón

Tumor de ofidio

Fibrosarcoma felino
Fibrosarcoma de] mono

lanudo

Linfosarcoma de] mono

lanudo

Leucemia porcina
Leucemia humana

Leucemia humana

Virus tipo C humano

Virus tipo C humano

Tumor epiteïiaI humano

( 86 ) 1964 Linfoma humano de Burkitt ( 83 )

( 151 ) 1967 Enfermedad de Marek de]

p0110 ( 58 )

( 259c ) 1969 Herpesvirus saimiri de]

mono ardiïia ( 255 )

1972 Herpesvirus ateles de]
mono araña ( 256 )

( 203 ) 1972 Leucoencefalopatia humana ( 267 )

( 377 )

( 341 )

(361)

( 196 )

( 353 )

( 199 )

( 114 )

( 364b )

( 379 )

(12)



2. LEUCEMIA: Un tipo de cáncer

a) Leucemia humana x murina: sus patologías

La hemopoyesis normal es un proceso bien controlado que provee

células sanguíneas madurascon vidas limitadas, originadas a partir de " stem
cells o células progenitoras. La capacidad proliferativa de las células precur­
soras de la sangre y su posterior maduración progresiva en células más especiali­
zadas son dos mecanismosbien diferentes que caracterizan a la diferenciación
normal. Si estos mecanismos fallan y dejan de responder al control que ejerce el
organismo, sea por reguladores humorales o celulares, puede desarrollarse la leu­
cemia ( 339 ).

La leucemia ha sido definida comouna " ... proliferación anormal,
neoplásica, autoperpetuante ( rápida o lenta ) de uno de los tejidos leucocitarios,
generalmente asociada con un número anormal de glóbulos blancos sanguíneos, even­

tualmente llevando a la anemia, la trombocitopenia y la muerte " ( 64 ). Esta de­
finición, que es aceptada corrientemente, pone en claro que el concepto de leu­
cemia es asociado generalmente con la existencia de clones de células patológicas
caracterizadas por una capacidad autónomae ilimitada de proliferación.

Los criterios clinicos han llevado a la distinción entre

las leucemias agudas y las crónicas. En la leucemia aguda, las células normales
hematopoyéticas son gradualmente reemplazadas por una población de precursores
inmaduros, y diferentes formas de leucemias agudas se han descripto de acuerdo
a su similitud morfológica con células hematopoyéticas blásticas normales : linfoi­
de, mieloide, monocitoide y mielomonocitoide. Estos desórdenes agudos parecen es­
tar caracterizados por una maduracióndefectiva de las células patológicas, y su
evolución espontánea resulta rápidamente en la muerte.

Por lo contrario, las leucemias crónicas se caracterizan
por una sobreproducción de células diferenciadas que no son muydiferente morfoló­
gicamente de las células normales, a pesar que se han descrito en ellas anormalida­
des funcionales y cromosómicas ( 339 ). Las leucemias crónicas tienen una evolu­
ción clinica más lenta que las leucemias agudas; algunas de ellas principalmente
la leucemia granulocitica y a veces policitemia vera terminan con una crisis blás­
tica seguida por una muerte rápida.



La clasificación actual de las leucemias es sumamenteextensa

y abarca diversas enfermedades neoplásicas de los tejidos hematopoyéticos y lin­
foides.

La leucemia murina o leucemia del ratón abarca una gran variedad

de formas de esta enfermedad, que puede desarrollarse espontáneamente, especial­
mente en ciertas cepas enddcriadas, o puede ser inducida por radiaciones ( 190,
191, 192 ), carcinógenos quimicos ( 48, 109, 291 ) u hormonas ( 215, 116, 117 ).

Ha despertado mucho más interés como análoga de la enfermedad que se: produce

en el hombre, que la correspondiente enfermedad de las aves, donde fue primera­
mente hallado un agente filtrable, responsable de la etiología de la enfermedad
( 80 ).

La presencia de un agente filtrable responsable de la enfer­
medad en las aves, fue considerado en ese momentocomo una particularidad de

esta especie, ya que no se encontraron hasta muchomás tarde ( tabla l ) agentes
responsables de neoplasias linfoides en otros animales. En el ratón, comoen
otros mamíferos, nada hacia pensar que la leucemia fuera de origen viral, ya que
intentos realizados con las técnicas de aquella época, arrojaban resultados ne­
gativos ( 300, 106, 81 ).

Sin embargo el interés en la leucemia murina se mantuvo por
varias razones. En primer lugar, la anatomia y la fisiología humanase hallan más
estrechamente vinculadas con la del ratón que con la de las aves ( 107 ). En se­
gundolugar, el pollo no presenta hipertrofia del tejido linfoideo periférico en
grados avanzados de leucemia linfocitica, mientras que dicha hipertrofia es carac­
teristica de la leucemia linfática humanay murina. En tercer lugar, el timo,
de fundamental importancia en el desarrolo de la leucemia linfocitica se halla
en el mediastino tanto en el hombre como en el ratón. Ambos, hombre y ratón, de­

sarrollan tumores timicos en algunos tipos de leucemia. En el pollo es alargado
y estrecho y se localiza a lo largo de las venas profundas del cuello y no parece
tener un papel importante en la leucemia aviaria. Por último, los elementos for­
mes de la sangre normal del pollo difieren con los del hombre y ratón, ya que
los eritrocitos del pollo no tienen núcleo. Esto podria tener alguna relación con
algunas formas de leucemia, como la eritroleucemia del pollo, rara en el hombre
y el ratón ( 142 ).



En 1935, Furth y colaboradores publicaron fotomicrografias en
donde compararon lado a lado la morfología de los tejidos leucémicos, comoasi
también extendidos de sangre periférica del humanoy el ratón. La conclusión fue,

que la leucemia del hombre es esencialmente la misma enfermedad que la leucemia

del ratón. Esto se referia tanto a las formas agudas, comocrónicas de la enfer­
medad ( 107 ). ‘

El término leucemia murina, muyempleado, no es preciso y solo

puede ser empleado en su sentido amplio ( 75 ). Comoen el caso de la leucemia

humana, significa una alteración de la sangre caracterizada por producir un
aumento del número de glóbulos blancos circulantes. Sin embargo en la mayoria

de los casos, la sangre no está significativamente afectada, excepto por la
presencia ocasiona] de células blancas anormales, generalmente de las serie
linfocitica y por una anemia progresiva. Segün Gross, el término correcto que
define la leucemia del ratón deberia ser el de linfosarcomatosis diseminada

( 141 ).

La caracteristica sobresaliente de esta enfermedaden los rato­

nes es un gran linfoma timico o mesentérico con agrandamiento concomitante del
bazo debido a la infiltración linfoide tumoral que afecta frecuentemente al hi­
gado. En la enfermedaddesarrollada los ganglios mesentéricos, cervicales, axila­
res e inguinales son reemplazados por tumores linfoideos múltiples. En algunos
casos, sin embargo, la enfermedad también comprometea la sangre, presentando
esta un número aumentado de glóbulos blancos y células anormales de la serie
linfocitica, mieloide o sus precursores. Las diversas formas de leucemia murina
son similares a las halladas en el hombre, siendo la linfocitica la más frecuen­
te, leucemia indiferenciadas y leucemia mieloide en segundo término, y menos
frecuentemente la leucemia monocitica, cloroleucemia y la eritroleucemia.

b) El desarrollo de las cepas murinas endocriadas: su necesidad

El Mus musculus Linn. ( el ratón de casa común ), ha sido

un miembro del ambiente que rodea al hombre desde hace muchos siglos. Su conver­

sión de peste a un elemento productivo de la comunidadcientifica ocurrió lenta­
mente. Durante el siglo XIX, los zoólogos europeos criaban ratones para investigar



caracteres principalmente relacionados con el color del pelo. La valiosa infor­
mación recopilada no fue correctamente interpretada hasta que se redescubrieron
las leyes de Mendel hacia principios de siglo ( 28 ).

Recién a fines de la primera guerra mundial, un grupo de genetis­
tas norteamericanos, comprendió la necesidad de desarrollar cepas de ratones uni­
formementesusceptibles a ciertos estudios biológicos. Los trabajos realizados
hasta entonces con trasplantes de tumores espontáneos, o tumores inducidos por
la acción de ciertos carcinógenos quimicos, resultaron infructuosos por la caren­
cia de animales genéticamente uniformes. Un grupo de animales obtenidos de igual

fuente, tratados en condiciones experimentales aparentemente idénticas, mostraban
grandes diferencias en las respuestas individuales aün cuando los animales eran
del mismo sexo y edad ( 142 ).

Es sabido ahora que, animales genéticamente diferentes, tra­
tados en las mismas condiciones y con dosis iguales de carcinógenos quimicos
pueden desarrollar tumores, mientras que otros muestran una resistencia parcial
o completa ( 335 ). También los tum0res trasplantados, pueden desarrollarse pro­
gresivamente en algunos animales, crecer temporariamente en otros, y eventualmen­
te regresar o no crecer.

Cuandose realizaron estudios con animales homocigotas, es
decir, endocriados, ya fuera con carcinógenos quimicos o con tumores espontáneos
trasplantables, los resultados fueron muchomás uniformes : los carcinógenos in­
ducian o no tumores; los trasplantes tumorales se desarrollaban, o el animal
quedaba con buena salud. Esto ilustra acerca de la importancia de usar grupos de
ratones de constitución genética similar en la investigación oncológica experimenF
tal, comotambién en otros estudios que requieran animales, a fin de asegurar
una susceptibilidad uniforme, bajo idénticas condiciones experimentales ( 142 ).

El desarrollo de cepas de ratones endocriadas, en las cuales
el grado de variables biológicas puede ser cuidadosamente controlado, fue inicia­
do por C.C. Little y otros genetistas ( 11, 354, 355, 74 ).
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Conese fin se iniciaron progenies endogámicas a partir de
varios lotes de ratones. A cada uno le fue dado un número de identificación

a edad temprana, y de esa forma, el ciclo vital de cada animal pudo ser con­
trolado en forma permamente. Comoregla, en las generaciones sucesivas, el
apareamiento se realizaba por cruza de hermano con hermana. Después de 15 a

20 generaciones, con el uso constante de este tipo de apareamiento, se pudo
obtener un alto grado de uniformidad genética en todos los animales de una
linea particular. Estos animales reaccionaban comogemelos idénticos, ya que
mostraban igual susceptibilidad o igual resistencia a la implantación de cier­
tos tumores. Asi, los resultados arrojados con cada modeloexperimental utili­
zado, eliminaban las variables genéticas, ya estables e idénticas, y se limi­
taban a las variables introducidas por las condiciones del experimento ( 142 ).

Aproximadamente por esta época, MaudSlye comunicó en una serie

de publicaciones, que entre los ratones criados en su laboratorio, aparecían
tumores con mayor frecuencia en las generaciones sucesivas de ciertas familias
de ratones que en otras. Actualmente es sabido que pueden segregarse familias de
ratones que presentan una alta incidencia de tumores o leucemias dentro de una
población murina dada. ALgunosgenetistas demostraron que usando técnicas de
endocria selectiva, era posible controlar el grado de incidencia espontánea de tu­
mores o leucemias desarrollados en ciertas familias murinas ( 337, 338 ).

Los primeros trabajos en ratones empleando el método de la
endocria selectiva pertenecen al Dr. Furth y datan de 1930 ( 103, 105, 110 ).
Hasta entonces el ratón no habia sido realmente adoptado comoanimal de labora­
torio en el campode la leucemia experimental. La similitud clinica y morfológica‘
entre la leucemia murina y humana, lo decidió a desarrollar su propia cepa leucé­
mica endocriada ( 107 ). El punto de partida de la endocria selectiva fue un
plantel de ratones albino, designado arbitrariamente por el simbolo A. Se trata­
ba de una partida de ratones no relacionado con ninguna de las cepas existentes
en ese momento. Estos animales fueron endocriados en los laboratorios del Dr.

Furth, seleccionando estrechamente los ratones leucémicos y eliminando de la des­
cendencia los que permanecían libres de la enfermedad. Las familias endocriadas
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fueron designadas con una letra minúscula agregada al simbolo A; Aa; Ab;
Ac; etc. Se continuó la endocria de numerosas familias y la incidencia de
leucemia espontánea fue aumentando en cada grupo. Después de 25 generaciones
la familia endocriada Ak, mostró tener una alta incidencia de leucemia, lle­
gando al 70%en los animales de más de 1 año de edad. Esta valiosa cepa, Ak,

fue ofrecida por el Dr. Furth a todo investigador interesado en la leucemia
murina. La cepa Ak ha sido mantenida en varios laboratorios. LEl plantel mante­
nido en el Instituto Rockefeller en U.S.A. se llamó AkR. La incidencia de leu­

cemia espontánea de este plantel varia entre el 85%y el 90%, siendo generalmen­

te mayor la incidencia en las hembras que en los mabhos ( 142 ). Esta cepa, cuya

endocria se continúa en la Sección Leucemia Experimental, del Instituto de Inves­
tigaciones Hematológicas de la Academia Nacional de Medicina, es una de las cepas
utilizadas en nuestro trabajo experimental.

Resumiendo, por lo tanto, una de las mayores contribuciones logra­
das por medio de la endocria de cepas murinas, fue el desarrollo de familias de
ratones tanto con baja comocon alta incidencia de tumores espontáneos, como car­
cinoma mamario o leucemia. El desarrollo de cepas murinas, selectivamente puras,
fue un proceso tedioso que requirió muchos años de paciente endocria, sin embargo
gracias a ello, fue posible arribar a ciertos hechos valiosos comoel descubri­
miento del virus del carcinoma mamario del ratón trasmitido a través de la leche

( 31, 32, 33) o que el virus de la leucemia murina espontánea se trasmite direc­
tamente de uan generación a otra ( 321, 276 ) a través del embrión. Estas obser­
vaciones no se hubieran podido verificar de otro modo. Por otro lado, la existen­
cia de cepas de ratones endocriados demostró ser útil, no solo en el campode la
investigación oncológica, sino también en diversos estudios biológicos que requieren
el uso de animales genéticamente uniformes.

La tabla 2 resume las principales cepas murinas endocriadas y re­
calca sus caracteres determinantes ( 161, 342).
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TABLA2 : Cepas murinas endocriadas más frecuentemente utilizadas en investi­

gaciones oncológicas.

Cepa Color Incidencia tumor1 Incidencia1 Desarrollada

mamario % leucemia Z por

A albino 90 1 Strong

Ak albino 1 85 Furth

BaLB albino 2 15 Bagg

CBA aguti 3 1 Strong

C3H aguti 90 1 Strong

C57 Br marrón 4 5 Little

C57 Bl negro 1 5 Little

C58 negro 1 85 MacDowell

DBA/2 marrón claro 60 30 Little

R III albino 75 5 D. Zavadskaia

Swiss albino 15-20 5-11 Lynch

Nota: 1) Estos porcentajes son aproximados. Los datos pueden variar según los
diferentes laboratorios y particularmente en ciertas subcepas en un
25%o más. Por ejemplo, en algunos laboratorios la cepa BaLB/c muestra
una baja incidencia de leucemia espontánea, menor del 5%, mientras que
en otros laboratorios se han informado incidencias de un 35%.

La incidencia de otros tumores espontáneos no se indica en esta
tabla ( 142 ).­
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c) Etiologia de la leucemia murina

El hecho que la leucemia humana tuviera tantos elementos
en comüncon la leucemia murina, conjuntamente con las evidencias de una etiolo­

gía viral de la leucemia .de las aves (tabla 1 ) hallada tempranamente en los

estudios de cáncer en animales ( 80 ), hizo pensar que seria de sumo interés saber
si en los ratones, ésta podia tener igual etiología. Ello tendria notables impli­
cancias para la etiología de la leucemia en el hombre. Por ello, el estudio de la
leucemia en el ratón, atrajo el estudio e interés de muchos investigadores. Como
también sucedia en el campodel estudio del rechazo de injertos y tumores se care­

cía en aquellos momentosde suficiente cantidad de ratones leucémicos para la
investigación. El desarrollo de las cepas endocriadas permitió el deSpegue de esta
linea de investigación y hoy se cuenta con cepas cuya incidencia de leucemia es­
pontánea varia del O al 100%.

La búsqueda de un agente etiológico para la leucemia murina
fue largo e infructuoso en un principio ( 300, 106, 81, 82). Los intentos de
trasmitir la enfermedad con filtrados fracasaron antes de 1951. La trasmisión

de la leucemia sólo parecia posible cuando células vivas y no dañadas eran tras­
plantadas ( 301 ). Algunos experimentos que en un primer momentoparecieron indi­
car una trasmisión de la enfermedad por un extracto acelular, resultaron luego
estar contaminados por células, por el uso de técnicas no apropiadas para la pre­
paración del material (82 ). Es interesante comentar, en relación a estos traba­
jos precursores que se ha demostrado que una célula leucémica inoculada por via
intravenosa es capaz de provocar la enfermedad ( 108).

Quedaba claro que solo la trasmisión de la leucemia del ratón
con un filtrado acelular, en condiciones experimentales estrictamente controladas,
podria demostrar de manera convincente la trasmisión de un agente acelular.

Finalmente Gross en 1951, demostró la trasmisión de leucemia

a ratones por inoculación de filtrados acelulares preparados con tejidos leücemicos
murinos ( 135). Este descubrimiento marcó el comienzo de una serie de hallazgos de

otros virus también responsables etiológicos de la enfermedad.
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Es interesante destacar que en un principio este descubrimien­
to fue recibido con bastante escepticismo ( 111, 112 ) y en más de una oportu­

nidad con considerable reserva ( 193, 200, 20 l. También se informaron resulta­
dos negativos al quererse confirmar la observación realizada por Gross ( 221,
346, 170). Sin embargo gradualmente, con la superación de las dificultades de
índole técnica, la trasmisión de la leucemia murina con filtrados acelulares
se transformó en un procedimiento rutinario de laboratorio ( 376, 112, 73, 153,
347 ).

De gran importancia fue el desarrollo efectuado por Gross ( 137 )
de un filtrado de virus leucémico activo y estable, el pasaje A , ya que la
potencia leucemógenade los extractos libres de células preparados de leucemias
murinas espontáneas eran muyvariables. Este filtrado - pasaje A - inoculado
en ratones menores de 7 dias de edad de la cepa C3H, induce leucemia linfociti­

ca en 21/2 a 3 1/2 meses en el 95% de los animales ( 138 ).

En los experimentos iniciales, cuando se utilizaron filtrados de
baja potencia preparados de leucemia espontánea del ratón, se observó que el
virus provocaba leucemia en solo algunas cepas de ratones. Al utilizarse poste­
riormente el pasaje A, se vio que el virus tenia 100%de positividad y latencia
breve en todas las cepas ensayadas ( 140 ). También, el virus del pasaje A, po­

dia superar la barrera de la especie y originar igual enfermedad en ratas endo­
criadas ( 139 ). Experimentos similares para estudiar la oncogenicidad del pasa­
je A en hamsters y pollos, fueron sin embargo negativos ( 142 ).

El éxito de la trasmisión acelular de la leucemia espontánea del
ratón, basada en el uso de ratones recién nacidos para bioensayo de filtrados
preparados de tejidos leucémicos, permitió aislar rutinariamente virus con poten­
cial leucemógenode distintos tejidos murinos. 1

Numerosaspublicaciones individuales de diferentes laboratorios
comunicaronel aislamiento de distintos virus responsables de variadas formas

de leucemia ( tabla 3.) . No hay nombres especificos para dichos agentes. En ge­
neral se los designa con el nombre de los autores que primero los aislaron.
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Comoindicaramos en el capítulo 2a, era conocido que la leuce­

mia podía producirse espontáneamente, además de ser posible su inducción por
radiaciones, carcinógenos químicos y las hormonas. En todos los casos fue posi­
ble nediante reiterados esfuerzos aislar un agente filtrable, responsable etioló­
gico de la enfermedad.

Así en la leucemia inducida por radiación en ratones C 57, Kaplan

aisló un virus ( 229 ). En el caso de las leucemias inducidas por carcinógenos
químicos, varias publicaciones informaron acerca del hallazgo de virus ( 185,
366, 378, 295, 146 ). Así mismo en las leucemias inducidas por hormonas, se han

hallado agentes leucemógenosfiltrables ( 214 ).

d) Probable etiología de la leucemia en el hombre

Noes el objetivo de este trabajo tratar la leucemia en el
hombre. Sin embargo, el objetivo final de los estudios de la leucemia murina,
es la prevención de esta enfermedad en el hombre. Por ello se consideró necesario
hacer una breve revisión del estado actual de los estudios de la etiología de
la leucemia humana.

Las dificultades que se encontraron al tratar de aislar virus leucé­
micos en el ratón y otros animales, han sido mayores en el caso del hombre. Los

postulados de Koch, son éticamente imposibles de cumplir, ya que de hallarse
un supuesto virus leucémico éste no podría ser inoculado en un ser humano , para
demostrar efectivamente el rol del mismocomo inductor de la enfermedad.

El avance de la metodología experimental y las técnicas de labora­
torio han desdoblado los estudios de la etiología de la leucemia humanaen varias
áreas: a) epidemiología, b) trasmisión experimental en animales, c) cultivo de
tejido, d) microscopía electrónica, biología molecular y f) inmunología. Cada me­
todología empleada ha tenido sus problemas y sus limitaciones.

La epidemiología ha señalado que en algunos casos la leucemia en
los hermanos puede aparecer más frecuentemente en ciertas familias que en la po­
blación total. Existen varios trabajos donde se han señalado incidencias de leu­
cemia en familias durante varias generaciones superior al promedio de la pobla­

a¿l



TABLA3 : Virus aisïados de ieucemia murina

Año

1951

1955

1956

1957

1959

1959

1959

1961

1961

1962

1962

1962

1962

1963

1963

1963

1963

1963

1963

1964

1967

Autor de] descubrimiento

Gross

Graffi

Friend

Schooiman

Lieberman a Kapian

Moioney

Franks

Bather

Pasquaiini-Hoimberg

Rauscher

Pope

Mazurenko

Tennant

Rich

Rask - Nielsen

Upton

Rudaii

Manaker

Precerutti- Law

Buffet

Kirsten

16

Referencia

135

131

100

323

229

259 a

98

18

269, 270

293

284

251

360 a

298

292

188

308

243

285

43

203
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ción ( 371, 344, 362, 145, 49, 134, 179, 67, 4, 374, 363, 235 ). Sin embargo
hasta el presente ha sido dificil evaluar la posibilidad de transmisión de la
leucemia en los humanos. Parece muy improbable que la leucemia sea trasmitida

de un huésped a otro " horizontalmente " en la misma generación por contacto o de
alguna otra manera similar a.las otras enfermedades infecciosas.

Intentos de trasmitir experimentalmente el cáncer del hombrea
los animales por inoculación de extractos de tumores - incluyendo a las leuce­
mias - han sido informados por numerosos investigadores ( 260, 123, 72, 194, 322 ).

Subyacente a este planteo experimental ha estado la hipótesis que un mismoagente

responsable de la enfermedad en el hombre, podria inducirla en otros animales.
Han habido resultados alentadores, pero los mismos en general no han producido

hasta el presente evidencias reproducibles y concluyentes. En los casos donde se
ha observado la aparición de leucemias, por ejemplo en el ratón, es dificil poder
demostrar si se está en presencia de un virus del ratón activado por los extractos
inoculados ( 162 ) o de un virus humano propiamente dicho. Ultimamente el descu­

brimiento de los virus xenotrópicos ( 364 a ) que pueden cruzar la barrera de la
especie, ha vuelto a dar ímpetu a estudios de esta índole.

La utilización del cultivo de tejido permitió un progreso notable
a la Virología. Comolo exige el postulado de Koch, es necesario replicar al supues­
to agente etiológico de una enfermedad en células mantenidas en cultivo ( 331 ). Esto
se intentó repetidamente con extractos de leucemias humanassiendo esencialmente ne­
gativos los resultados obtenidos durante la década del 60. Algunos reSultados posi­
tivos no pudieron ser confirmados ( 142 ).

La microscopía electrónica permitió observar particulas virales en
los tumores de muchas especies animales. Era de esperarse que como se habian obser­
vado particulas virales en leucemias murinas ( 71, 23, 24 ), se hallarian partícu­
las semejantes en leucemias humanas. Se han realizado numerosos intentos con sec­

ciones ultradelgadas de nódulos linfáticos, pellets de sangre periférica y fragmen­
tos de médula ósea de pacientes con leucemia y linfosarcomas, observándose resulta­
dos positivos y otros esencialmente negativos ( 142 ). Pero en general, los traba­
jos publicados no han sido totalmente convincentes.
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La validez de las observaciones iniciales informando de la presencia de parti­
culas virales en leucemias humanas ha sido aún más dudosa debido al hallazgo de

particulas similares en sangre y tejidos normales. Tambiénla presencia de mico­
plasma, componentes celulares normales o en estado de desintegración pueden en.
algunos casos semejar particulas virales ( 142 ).

Han sido realmente la bioquímica, la inmunología y la biologia
molecular con técnicas diseñadas para el estudio de los ácidos nucleicos y sus
productos, comotambién los progresos en el conocimiento de las propiedades biofi­
sicas y estructurales de los virus leucémicos, los que han permitido un sosteni­
do avance en la búsqueda de la etiología de la leucemia humana ( 288 ). En general,

son cuatro los tipos de moléculas o estructuras relacionadas con virus leucémicos
que se han hallado en células leucémicas humanas.

El descubrimiento de la enzima transcriptasa inversa en los oncor­
navirus ( 356 a ) ha motivado a muchos investigadores a buscar evidencias de su pre­
sencia en tumores humanos. Los resultados hasta el presente momentohan demostrado

la presencia de una enzima con propiedades de transcriptasa inversa, relacionada
antigénicamente con la de otro primate: el mono lanudo ( 36, 115 ) , pero bien
diferente de la hallada en oncornavirus de felinos o aves.

Otro enfoque experimental posibilitado por el hallazgo de la enzima
transcriptas ha sido el uso de la técnica de hibridización molecular. Por medio de
la misma ha sido posible comparar la composición del ácido nucleico de las células
leucémicas humanas con el ácido nucleico de varios oncornavirus animales. Se han

hallado ARNrelacionados con el ARNde los virus leucémicos ( 36, 115 ). Aparente-_

mente algunas secuencias de ácido nucleico en células leucémicas humanasestarian
relacionadas con los genomas del virus del sarcoma del mono lanudo y con el virus

del sarcoma murino ( 36 ).

Por último, se ha estudiado la presencia de una proteina de peso
molecular 30.000, denominadap30, constituyente estructural de los oncornavirus,
en el citoplasma de células leucémicas humanas ( 36 ), mediante el uso de la
técnica ultrasensible del radioinmunoensayo.
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Podríamos concluir esta sección indicando que si bien parece claro
que la mayoria de los cánceres humanos no son causados por un virus por la via clá­
sica, es enteramente posible que alguna información viral está involucrada en mu­
cho o en todos los tumores de una manera compleja y poco comprendida en la actuali­
dad.

e) Factores que influencian el desarrollo de la leucemia

Es interesante observar, comoen el curso de 60 años y luego de

innumerables descubrimientos, se ha vuelto a un viejo concepto que sostenía que
el cáncer y las enfermedades relacionadas eran causadas por factores internos y
mayormente hereditarios ( 144 ). En aquellas épocas, comoya lo hemos señalado,
sólo unos pocos tumores se habian logrado trasmitir con virus. La teoria viral
del cáncer y la leucemia no tenian mayor apoyo. Pero con el correr de los años, el

avance de los métodos y tecnologias permitieron demostrar que en muchos animales
la leucemia tenia etiologia viral. A pesar de ello era dificil hallar particulas
virales en algunas especies, comoen los linfosarcomas de ratas o perros. Estos ha­
llazgos indujeron a los investigadores a pensar, que habia razones biológicas aün
desconocidas responsables de estos hechos.

En primer lugar ha sido evidente que la constitución genética del
individuo es fundamental para determinar la susceptibilidad a la enfermedad. La na­
turaleza de los factores hereditarios relacionados con la leucemia es aün hoy
compleja, pero el reciente avance en el conocimiento de los oncornavirus, sugiere
claramente que la sensibilidad o la resistencia a las leucemias puede interpretar­
se en términos de sensibilidad a la acción de estos virus ( 227 ). El riesgo de
un individuo de volverse leucémico estará determinado por la interacción entre el
genotipo y los factores ambientales sobre la acción de los oncornavirus leucémicos.

El control por un gen ha sido descripto y estudiado para varias in­
fecciones virales murinas clásicas incluyendo a la fiebre amarilla, el arbovirus B,
la ectromelia, la hepatitis viral, la influenza A y otras. El control por un nü­
mero pequeño de genes se ha observado con el virus del polioma del ratón ( 231 ). Sin

embargo la infección con virus oncogénicos es compleja, y la malignidad no es el



20

resultado inevitable de la infección con un virus tumOral. Esto se ha visto muy
bien en la compleja interacción entre el virus, las hormonasy la constitución
genética del huésped en la expresión del cáncer mamario en los ratones. Los es­

tudios genéticos relacionados con la leucemogénesis son hoy muyprofundos y deta­

llados. Ciertos estadios de‘la interacción entre los virus leucémicos y las cé­
lulas están siendo objeto de muchoestudio, y ciertos estadios de este proceso pa­
recen estar controlados por un gen particular. Los genes identificados en las
células murinas pueden actuar en tres niveles sobre los oncornavirus leucémicos:
a) sobre la expresión del virus, b) sobre su replicación, y sobre c) la respuesta
inmunológica antitumoral.

Los genes denominados H-2, Tla y GIX que están involucrados
en la determinación de antígenos de la superficie celular influencian decisi­
vamente la expresión del virus endógeno leucémico y particularmente el desarrollo
de las leucemias ( 37 ). Existen dos genes principales, Fv-l y Fv-2 que determi­
nan si las células permitirán o no la multiplicación viral ( 231 ). El locus

GIXes de particular interés en el ratón, ya que lleva los genes activadores.
para el genoma viral, que se halla integrado en el ADNcelular. Los genes AKv-1

y AKv-2necesarios para la completa producción de la partícula viral, son el ma­
terial genético viral, el genoma, integrado comoun gen estructural dentro del
ADNde la célula huésped ( 306 ). Se han realizado estudios sobre la herencia del

genomaviral, utilizando cruzas entre cepas de alta producción viral con cepas
murinas de baja producción viral ( 102 ). Se ha concluido que la capacidad de pro­
ducir virus segrega de acuerdo con la predicción Mendeliana y que el número de
loci de virus infectivo varía en las cepas de ratones de acuerdo a que sean altos
o bajos productores de virus.

Por último, si bien los virus son los factores principales en la
etiología de la leucemia murina, los tumores que aparecen son el resultado de la
interacción de estos agentes a nivel celular, con un determinado genotipo del
huésped, más una serie de factores endógenos ( como hormonas, inmunidad ) y otros
exógenos ( agentes químicos, radiaciones, etc. ) que interactuando todos entre sí
determinarán el resultado final del proceso neoplásico. Comose comprende el es­
tudio de esta enfermedad, implica un análisis de caracter multifactorial ( 288 ). p
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3. LOS VIRUS DE LEUCEMIA MURINA

a) Caracteristicas principaies

Para 1a mejor comprensión de 1as caracteristicas de ios virus
1eucémicos haremos una breVe referencia acerca de] estado actua] de ios conoci­

mientos de sus propiedades generaies.

Los virus responsabies de 1a etioiogia de 1a 1eucemia murina, es­
tán comprendidos dentro de 10s virus, cuyo materia] genético está constituido por
ARN( 65 ). Suelen ser 11amados oncornavirus o leucovirus según ios diferentes
autores.

La morfología de 10s virus ieucémicos se comenzó a estudiar a1

microscopio e1ectr6nico a] desarroiiarse 1a técnica de Ios cortes uitrafinos ( 70,
22 ). Estos estudios 11evaron a 1a división de] grupo en dos subgrupos en base
a 1a arquitectura fina de 1a partícula vira] y e] modode brotación de 1a mem­
brana ceiuiar. Asi se distinguen 1a particuia C, asociada a ias leucemias y sar­
comas, y 1a particuia B ha11ada principaimente en carcinomas mamarios. E1 tercer
tipo de entidad morfoiógica está representado por 1a particuia A, intracitopiasmá­
tica o intracisterna].

Las propiedades biofisicas y bioquímicas de estos virus son
sumamente compiejas ( 29, 35, 232, 228, 10, 313 ). La estructura observada a]

microscopio eiectrónico ha reveiado que 1os oncornavirus están formados por
tres esfera concéntricas: una externa y iipoproteica que constituye 1a envoitura,
una zona e1ectrondensa, a veces conocida como capa intermedia, o membrana interme­

dia y un nucieoide centra] que contiene e] ARN.

La composición quimica exacta de ios oncornavirus, no puede ser
descripta con precisión, ya que los viriones desprovistos de constituyentes celu­
]ares han sido pocas veces ais1ados ( 10 ). En generai,10s viriones están compues­

tos de un 30% de Ïipidos, 62% de proteina, 6% de hexosa y un 2% o menos de ácido
ribonucieico.
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El genoma de los oncornavirus consiste en un ARNde peso
molecular alrededor de 8 - 13 x 106 Daltons, coeficiente de sedimentación

de 60 - 70 S, de una sola cadena, conteniendo un trozo de poli A muy extenso ( 10).

La desnaturalización con calor o dimetilsulfóxido para romper puentes de hidróge­
no, hace caer el peso molecular a 3 x 106 Daltons, sugiriendo que el genoma se
halla fragmentado en 2 a 4'subunidades ( 288 ). Si el genoma de los oncornavi­

rus es haploide ( cada unidad siendo única ) o poliploide ( ensamblaje de unida­
des idénticas ) es aún un problema no resuelto ( 288 ).

Los componentes estructurales de la partícula viral son muyim­
portantes ya que ellos están estrechamente relacionados con su inmunogenicidad.

Los lípidos forman aproximadamente el 30%del virión, y se en­

cuentran exclusivamente en la envoltura viral. La composición lipidica de los
viriones es generalmente cualitativa y cuantitativamente similar a la composición
lipidica de la membranacelular de la célula huésped ( 10 ).

Las proteinas de los oncornavirus, pertenecen a un terreno de la
bioquímica actualmente en gran evolución, y cambio constante. Debido a las diferen­
tes nomenclaturas existentes para los mismosconstituyentes virales de los oncor­
navirus los cientificos que han trabajado en el tema se han reunido en 1973, de­
cidiendo estandarizar todos los conocimientos referidos a proteinas virales y com­
ponentes de estos viriones ( 7 ). Asi las proteinas se designaron con la letra
p, y las glicoproteinas con la letra gp, seguidas en cada caso por un número que
indicaba el peso molecular multiplicado por 103

En base a esta estandarización, en los oncornavirus murinos, se
describen actualmente 4 proteinas : p10, p12, p15 y p30. También existen 3 glico­
proteinas : gp45, 9069/71, y la recientemente descubierta gplS o p15 (E) (178 ).

Es importante considerar para nuestro trabajo, las propiedades
antigénicas y biológicas de las proteinas estructurales ( 318). En general, se
han estudiado las propiedades antigénicas por métodos serológicos " in vitro ".
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Principalmente ias especificidades serólogicas se pueden dividir en tres
categorias: 1) una especificidad de tipo que soïo se encuentra en virus de

un único serotipo, 2) una especificidad de grupo que se encuentra compartida
por varios serotipos virales dentro de una mismaespecie y 3) una especificidad
interespecïfica que es compartida por oncornavirus originados en diferentes es­
pecies ( ratón, gato, mono 5.

Se ha visto que 1as proteinas de menor peso molecuiar están re­
lacionadas con propiedades seroiógicas únicas. La proteina p10 posee actividad
especifica de grupo y se ha11a asociada con 1a ribonucieoproteina en e] nucieoide
vira]. La proteina p12 posee actividad especifica de tipo y una ieve actividad
de grupo ( 368 ). La proteina p15 (E) presenta actividad interespecifica. Los
determinantes antigénicos sobre esta moïécuia actuarian operacionaimente comoes­
pecificos de grupo en e] sistema murino ( 318 ).

La proteina p30 forma un 30%de] tota] de] virión. Es una protei­

na aitamente inmunogénica en huéspedes no murinos, pero 10s ratones no respon­
den bien a 1a misma. Posee müïtipïes determinantes antigénicos detectables " in
vitro " inciuyendo principaimente especificidad de grupo, aïguna actividad inter­
especifica y poca especificidad de tipo ( 351 ). Anteriormente eran conocidos
estos antígenos por ias 1etras gsl o gs3 ( respectivamente 10s determinantes de
tipo e interespecifico ). La actividad gsl ( de tipo ) y por 10 tanto 1a presen­
cia de p30, se haiia muydistribuida en ios tejidos reticuiares de] ratón ( 122 ),
habiéndose observado una correlación entre 1a presencia de este determinante y 1a
de virus leucémicos infecciosos.

La giicoproteina gp 69/71, ha sido desdoblada por anáiisis bio­
químico en dos moiécuias de 69.000 y 71.000 daitons respectivamente. Constituyen
e] 5-10%de] tota] de 1a proteina vira] encontrándose ubicadas en 1a envoïtura
del virión ( 122 ). Esta moiécuia posee también múltipies determinantes antigéni­
cos. En contraste con p30, e] principal determinante es especifico de tipo, existien­
do cantidades menores de 105 determinantes de grupo e interespecifico.



TABLA4:Progiedadesdelasproteinasde]virusde1a1eucemiamurinadeFriend
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neutralizante

Antigenicidad

TipoGrupoInterespe­

cífico

-+..

p15(E)---+--+ gp71++++++
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Por último, nos referiremos a la transcriptasa inversa. Esta
proteina constituyente de todos los oncornavirus tiene un peso molecular de 70.000
daltons y se halla presente en muypequeñas cantidades en el virión. Se ha demos­

trado serológicamente que posee determinantes de grupo e interespecificos ( 122 ).
Es interesante mencionar el hecho que el determinante interespecifico de la trans­

criptasa inversa está relacionado con el de oncornavirus de otros mamíferos (gato,
rata, hamster ), pero no está relacionado con el de los otros primates o aves.

Una de las propiedades importantes de la proteina gp 71 de los
oncornavirus, es su capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes ( 168 ). Estos
anticuerpos pueden neutralizar el virus en ausencia de complemento. El suero anti
gp71 inactivado por calor tiene alto titulo neutralizante contra virus de leucemia
murina homólogos ( virus de leucemia murina de Friend y virus de leucemia murina

de Rauscher ) y además tiene un menor titulo neutralizante contra el virus de
leucemia murina de Gross, un virus heterólogo ( 318 ). Por otra parte en presen­
cia de complemente se ha detectado actividad debida probablemente a determinantes
interespecificos en los sueros anti gp71 y anti p15 (E).

Se han resumido las propiedades principales de las proteinas
de los virus leucémicos tamando comoejemplo el virus de la leucemia de Friend

( VLM-F ) en la tabla 4_ ( 318 ).

b) Ciclo de vida

El ciclo de vida de los oncornavirus se ha estudiado con los lla­

mados virus leucémicos que si bien no transforman fibroblastos in vitro , pue­
den replicarse e inducir leucemias al ser inoculados " in vivo " ( 288 ). Los virus
sarcomagénicos en cambio, siguen el mismoesquema de replicación que los virus leu­
cémicos, pero por ser defectivos, necesitan la presencia de los virus leucémicos
que actúan como " helper " brindándoles su envoltura formándose entonces mezclas
fenotipicas o seudotipos.
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Doscaracteristicas diferencian a los virus leucémicos de otros
virus ARNconocidos. Primeramente la interacción no citocidica entre el virus

y las células del huésped, y en segundo lugar, el establecimiento de una rela­
ción estable entre el virus y las células resultando eventualmente en la trans­
formación maligna. No entraremos por la naturaleza de nuestro trabajo en la
biologia molecular de la replicación de los oncornavirus, existiendo excelen­
tes revisiones ( 10, 29 ). Si nos detendremos en los pasos pricipales de este
proceso.

Se ha visto que la infección por oncornavirus requiere la interac­
ción entre un componenteespecifico de la envoltura viral y un receptor espe­
cifico de la célula ( 10 ). N0 se ha podido hallar correlación alguna entre
la antigenicidad de los virus leucémicos murinos infectantes y la susceptibili­
dad o resistencia de la células huésped. Sin embargo, se ha podido clasificar
a estos virus en tres categorias según el tipo de célula que infectan: N trópi­
cos, B trópicos y NBtrópicos. Esta división es utilizada para indicar la rela­
tiva facilidad de infectar células de ratones de la cepa NIH-Swiss ( N ) o

BaLB/c ( B ) o ambas a la vez ( NB ) respectivamente ( 149 ). Como ya hemos vis­

to el gen Fv-1 parece dominar la susceptibilidad a un tipo de célula en parti­
cular ( 10 ).

El proceso que descubre el ARNviral de los oncornavirus para lue­

go permitir la sintesis del ADNno está aün completamente conocido. Se han pro­
puesto varios mecanismos pero ninguno se ha demostrado fehacientemente ( 10 ).
Cualquiera sea el mecanismo, la pérdida de la envoltura y la cápside viral es
rápido. La sintesis de ADNviral comienza una hora postinfección ( 236 ). Copias
del ADNviral se hacen por medio de la enzima transcriptasa inversa ( 356 a )

y estas copias migran rápidamente al nücleo donde se integran de una manera es­
table en el ADNcelular ( 365, 357, 358 ). Luego la información viral está ba­
jo estricto control y regulación de la célula, comootros genes celulares en
los cromosomas.Estos controles para los sucesos transcripcionales y traslacio­
nales son poco conocidos en células normales, infectadas y transformadas.
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Las proteinas y las glicoproteinas son sintetizadas de una manera coordinada
en las células infectadas resultando en el ensamblaje de virus completo e in­
feccioso ( 19 ).

Puede ocurrir también transformación celular y entonces la expre­
sión de varios antígenos: antígenos específicos virales, antígenos específicos
de trasplante , antígenos asociados a la replicación viral pero no estructu­
rales, glicoproteinas virales y otros polipéptidos, de una manera poco coordi­
nada o asociados a la producción de partículas virales infecciosas ( 19, 121,
252 ).

c) Mecanismos de tumorigénesis v transmisión

Se postulan actualmente dos mecanismospara explicar las propie­
dades transformantes o tumorigénicas de los oncornavirus. No son mecanismos

mutuamente excluyentes y los argumentos experimentales dan apoyo a ambas posi­
bilidades.

La primera teoría, la hipótesis del provirus de Temin, sostiene
que la oncogénesis viral se realiza por la introducción de nuevos conjuntos
de información genética en la célula ( 359 ). La segunda hipótesis, la del
virogen de Huebner y Todaro, postula que los genes virales residen en los
cromosomas de toda célula normal ( 364a ). Estos genes estarían normalmente
reprimidos pero cuando se activan, su potencial oncogénico es a veces expre­
sado ( oncogén ) o el virus es producido ( virogen ). Se propone este mecanis­
mo como el más comünmediante el cual los oncornavirus producirían cáncer

natural. Debe ser remarcado que en relación a la distribución de información
genética viral en células normales, el nivel al cual se ejerce control de la
expresión fenotípica aün se desconoce. Experimentos recientes sugieren que e­
xiste un control a nivel de transcripción tanto celular y/o viral.

La hipótesis del protovirus de Temin supone un flujo contínuo de
información del ADNal ARN y nuevamente al ADNpor transcripción reversa

( 359, 256b).
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Este mecanismoes quizás necesario para amplificación genética, duplicación,
modificación, mutación genética o recombinación. Si en algún momentode estos
ciclos, un conjunto especifico de genes realcionados a mecanismosde control
celular o información viral se hace diferente del ADNcromosómico correspon­
diente, el resultado aparecería a veces comotransformación neoplásica.

Los mecanismos que se postulan para la tumorigénesis tienen su
contrapartida en los modosde transmisión conocidos para el grupo de oncorna­
virus ( 288 ). Básicamente se distinguirian una trasmisión horizontal, de un
huésped a otro por contacto a proximidad y una transmisión vertical con dos mo­

dalidades, que implican mecanismosmoleculares y controles biológicos muydi­
ferentes comolo son la infección congénita ( el virus liberado por la ma­
dre infecta al recién nacido ) y la transmisión genética, ( las secuencias de
ácido nucleico viral se integran al ADNcromosómicoen las células germinales).

La transmisión horizontal puede ocurrir a niveles de organiación
diferentes: en el animal como un todo, o a nivel celular ( 115 ). Al nivel

del animal, la transmisión de un virus leucémico se denomina infección, y pue­
de ocurrir por la saliva, la orina, la sangre, etc. Esto se ha observado con
varios oncornavirus comoel virus leucémico del gato ( 302, 187, 147 ), el
virus de leucemia de un tipo de mono ( 196 ), probablemente el virus de

leucemia bovina ( 195, 266 ) y en raras ocasi0nes el virus de leucemia avia­
ria ( 307 ). También se hace referencia a la transmisión horizontal a nivel
celular, cuando luego de la infección de una célula, el oncornavirus es libe­
rado e infecta otra célula del mismoorganismo.

Con respecto a la transmisión vertical, también se ha hecho una
distincción ( 115 ). La transmisión genética de padres a hijos, más que la
infección de animal a animal se ha postulado como el mecanismo más probable

e importante por el cual los genes virales se han mantenido en las poblacio­
nes aninnles ( 364a ). Muchaexperimentación apoya esta hipótesis, sobre todo
el hecho que los cultivos celulares de pollo, ratones, ratas, chanchos, gatos,
m0nos, pueden empezar a liberar oncornavirus espontáneamente o luego del pretra­

tamiento con ciertas drogas ( 10 ).
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Esta transmisión de padre a hijo de ADNconteniendo 1as secuencias corres­

pondientes a] virus ARNoncogénico, en 1a forma de provirus, es e] tipo de
transmisión vertica] a nive] de] anima] como un todo. Pero también se ha obser­

vado transmisión vertical a1 nive] ceiular, cuando 1a céiuia que contiene in­
formación vira] integrada 1a transmite a 1as células de 1a progenie durante
cada división ce]u1ar.'

Los oncornavirus pueden transmitirse también durante e] desarroiio

de] embrión. En ese caso se habia de transmisión congénita. A] nivel anima]

se trata de una transmisión vertica], pues ocurre de padre a hijo. Sin embargo
a nive] ceïuiar, es de tipo horizonta], pues requiere infección de] embrión,
penetración de 1a membranaceiuiar embrionaria por e] virus y 1a sintesis
de ADNvirai. Este tipo de transmisión se ve más frecuentemente con Ios oncor­
navirus aviarios ( 115 ).

E1 terreno actuaimente más poïémico se refiere a 1a transmisión

de oncornavirus entre especies que se haiian remotamente reiacionadas fiioge­
néticamente. Se ha observado que ios oncornavirus transmitidos horizontaimenz
te de una especie a otra se encuentran reiacionados ( 115 ). Para estudiar­
ïos se han uti1izado varios criterios como1as secuencias homóiogas de ios
ácidos nucleicos, 1a inhibición de 1a actividad de las polímerasas con anti­
cuerpos especificos, 1a antigenicidad de 1a proteina p30 de ios viriones, 1a
interferencia vira] y 1a neutralización ( 115 ).

Se han postuïado infecciones tnansespecificas en los siguientes
casos ( 115) : 1) e] grupo de virus endógenos felinos RD-114/CCCque habria

sido transmitido de ios primates a Ios ancestros de] gato doméstico ( 20c,
364c ); 2) e] virus de 1a 1eucemia felina adquirido por ios antepasados de los
gatos domésticos de un antepasado de 1a rata ( 20b ) y 3) un virus endógeno

de] chancho doméstico cuyos antepasados io adquirieron de un antepasado de] ra­
tón ( 20a ).

Si Ios genes viraïes pueden adquirirse de esta manera, es posibïe
que ios oncornavirus hayan servido para introducir otros genes de una especie
a otra y puedan proveer otro mecanismo para que una especie adquiera nueva
información genética ( 115 ).
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d) Relaciones entre los virus leucémicos

Ha sido frecuentemente un punto de discusión si las leucemias

son causadas por un único virus o varios virus relacionados entre si ( 275 ).
Generalmente las especulaciones se han originado del hecho que agentes estruc­
turalmente idénticos aislados por diversos investigadores produjeron diversas
formas morfológicas y patológicas de leucemia, probablemente dependiendo
de las diferenetes fuentes de material viral. l

La transformación maligna de una determinada célula hematopoyética

parece estar determinada no sólo por el virus sino también por el huésped.
Bajo ciertas condiciones, la mayoria de los virus leucémicos conocidos al pre­
sente pueden inducir más de un tipo hematológico de leucemia. Por ello que

la diferenciación basada en la histologia o el tipo hematológico de la enfermeá.
dad inducida' resultó imposible.

La comparación de los virus leucémicos basada en su sensibilidad
al tratamiento por agentes quimicos y fisicos indicaban propiedades comunes.

Las primeras diferencias se detectaron inmunológicamente por neu­
tralizaciones cruzadas de la actividad leucémica , utilizando sueros heterólo­
gos de conejo y de rata ( 275 ). Sin embargo, la clasificación de los virus
de leucemia murina en subgrupos serológicos aün no se ha completado satisfac­
toriamente pues no están estudiados completamente los antigenos de la envoltu­
ra viral ( 313 ). Hasta muyrecientemente la clasificación se basaba en la iden­
tificación de antígenos de la superficie celular inducidos por el virus leucé­
mico, dividiendo a los mismos en cepas Gross positivas ( G + ) y Gross negativas

( G - ), según las células presentaran o no éste antigeno asociado al virus
de leucemia de Gross ( 264, 226a ).

Más recientemente la clasificación de los oncornavirus leucémicos

en dos subgrupos llamados Gross ( G + ) y Friend-Moloney-Rauscher ( FMR)se ha
basado en la neutralización de los virus de leucemia murina con suero antivi­

ral preparado en ratas ( 73 ). Los sueros en estos estudios fueron preparados
en ratas portadoras de leucemias transplantables inducidas por el virus de
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Gross " Pasaje A ", y ratas portadoras de sarcomas trasplantabies inducidos
por e] virus de sarcoma de Moioney ( VSM-M).

El uso de suero de ratas p0rtadoras de tumores traspiantabies
inducidos por e] virus de Gross " pasaje A " o por virus de ratones AKRper­

mitió 1a demostración de diferencias antigénicas dentro de un subgrupo. Así
los virus de] grupo Gross-AKRpodían ser divididos en e] tipo Gross y e]
tipo AKR ( 313 ).

Recientemente se ha propuesto una ciasificación de ios virus de

leucemia murina en dos subgrupos, Gross y Friend-Moioney-Rauscher (FMR), ba­

sado en 1a neutraïización de seudotipos de] virus formador de focos espiéni­
cos de Friend con sueros murinos específicos de tipo ( 77 ).

Unestudio reciente de los antígenos de envoitura de 10s oncorna­
virus por e] ensayo de neutraiización viral ( 128 ) encontró que e] antisue­
ro de rata contra diversos seudotipos de virus de sarcoma de Moioney ( VSM- M)

identificaba dos subgrupos, principalmente e] de Gross y e] de FMR,confir­
mandoios trabajos anteriores ( 128, 149 ).

Por otra parte, antisuero preparado en ratón contra 15 diferentes
cepas de virus de 1eucemia murina y sus seudotipos con e] virus de sarcoma,
pudo distinguir 4 subgrupos de virus por e] ensayo de neutralización de] e­
fecto sarcomagénico de 10s seudotipos en 10s ratones. Estos subgrupos eran:
1) Moloney, Rich, Buffet, Rauscher, Friend y virus de 1eucemia iinfática ( 230 )
y sus seudotipos con virus de sarcoma murino.
2) Graffi-Mazurenko, Stephine-Ziiber y sus seudotipos con virus de sarcoma muri­
no.

3) Gross-AKR, Kapian y su seudotipo con virus de sarcoma murino.

4) Virus Tennant y su seudotipo con virus de sarcoma murino.

Los primeros dos grupos inducían e] antígeno de superficie ceiular
Friend-Moioney-Rauscher (FMR), mientras que ios virus de] tercer grupo eran
poco inmunogénicos en ios ratones e-inducían e] antígeno superficia] de Gross.
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La relación entre los virus de leucemia murina ha sido estudia­

da por otros métodos inmunológicos, basados en los estudios “ in vivo " de

resistencia al trasplante ( 275 ). El problema que ha surgido es la relación
entre los antígenos detectados por otras técnicas inmunológicas comoinmuno­
fluorescencia, citotoxiqidad, neutralización, con los antígenos detectados
por las técnicas de trasplante. En muchoscasos relaciones entre virus de leu­
cemia por métodos serológicos " in vitro ", no correspondieron con los resul­
tados de experimentos de trasplante " in vivo ". Sin embargo, los resultados
negativos no permiten concluir la falta de relación con los antígenos de tras­
plante.

Otro tipo de estudios de interrelación entre los oncornavirus mu­
rinos es el que ha brindado el desarrollo de las técnicas de la biología mole­
cular ( hibridización de ácidos nucleicos, inhibición de la actividad de la
transcriptasa inversa, antigenicidad de la proteina p30, estudios de estruc­
tura primaria de las proteinas estructurales del virión ) ( 122 ).

El estudio de los componentesestructurales de los oncornavirus se
ha centrado principalmente en la proteina p30 que constituye comoya hemos

visto el 30%del total de la proteina del virión. Numerosos estudios han demosH

trado que es un carácter_genético estable de una determinada especie de oncorna­
virus y por lo tanto muyütil para estudiar relaciones intervirales ( 122 ).

Las otras proteinas virales han dado alguna información pero que
no es ampliamente aplicable al estudio de estas relaciones. Los estudios sero­
lógicos efectuados demuestran que las p30 de los virus leucémicos murinos están
relacionadas en un 95-98%. Las diferencias entre las cepas de virus de leuce­
mia murina, que determinan los antígenos espeíícos de tipo, corresponderían
a menos de un 5%de la estructura primaria de la proteina p30.

Se debe tener en claro, que la principal suposición al usar los mé­
todos inmunológicospara detectar interrelaciones virales es la correspondencia
directa entre estos y la secuencia primaria y por ende con la secuencia de
genes. Recientemente la correspondencia entre la estructura primaria y la reacti­
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vidad cruzada inmunológica ha sido estudiada con precisión y es notable el
alto grado de correlación que se observa. Ya que ambas técnicas se correla­
cionan bien con la historia filogenética, se hacen muyaplicables al estudio
de las relaciones intervirales ( 122 ).

Los estudios de secuencias de la región amino terminal de las

proteinas p30 de varios leucovirus murinos muestran que en los primeros 25
aminoácidos existe sólo uno diferente en la mismaposición, la cuarta. Faltan
todavia completar los estudios del resto de la molécula pero si se repitiera
este esquema, ello indicaria una relación del 96%, lo que se correlaciona
muybien con los ensayos inmunológicos. Esta región hipervariable entre el
aminoácido 4 y 10 de la proteina p30, seria el candidato obvio para la reac­
tividad especifica de tipo ( 122 ).

Con el descubrimiento de la transcriptasa inversa ( 356a ) fue
posible realizar estudios de las relaciones intervirales utilizando la téc­
nica de la hibridización molecular, ya que se ha podido sintetizar el ADNcom­
plementario al ARNdel oncornavirus. Este ADNcomplementario se purifica y

luego se usa para hibridizar con ARNvirales. Un hecho sorprendente de estos
estudios es la facilidad de distinguir mediante dicha técnica entre los dife­
rentes virus leucémicos murinos. Por ejemplo, se ha visto que la relación en­
tre el virus de Rauscher y el virus AKRendógeno es de un 50% aproximadamente.

Tambiénse ha observado que cuando los virus están relacionados por neutraliza­
ción, comoel virus de Gross y el virus AKR,el grado de hibridización es casi

completo. La conclusión más importante de estos estudios es que la discriminación
entre los oncornavirus leucémicos por técnicas de hibridización molecular es
más sensible que las estimaciones por métodos inmunológicos .

Nose debe olvidar, al considerar las relaciones intervirales
que una larga historia de pasajes de estos virus leucémicos, sea" in vivo
o " in vitro ' pueden hacer ganar o perder o modificar secuencias genéticas lo
cual puede influenciar el grado final de hibridización molecular. Sin embargo
se ha visto, que es posible especificar la especie de origen de los oncornavi­
rus, al hibridizar con el ADNcelular. Asi se ha comprobado que todos los
ADNcomplementarios al ARNde los leucovirus murinos hibridizan con el ADNce­

lular de Mus Musculus, y no con el ADNde otros roedores ( 122 ).
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Del estado actual de las investigaciones resulta difícil poder
formular una teoría ordenada de las relaciones intervirales entre los oncorna­
virus leucémicos murinos. Quizás la mejor síntesis frente al estado actual de

los conocimientos sea concluir comoGross que los oncornavirus leucémicos pro­
vendrían todos de un vector común del pasado reciente ( 143 ).

v

4. INMUNOLOGIA DE LAS LEUCEMIAS MURINAS

a) Antígenos de trasplante y antígenos tumorales específicos

Unade las ideas más persistentes en relación a la naturaleza
del cáncer ha sido que, en la transición hacia el estado de malignidad las
células pueden sufrir cambiosestructurales posibles de ser revelados por
métodos inmunológicos.

A fines del siglo pasado y principios del actual se comprobó

que a veces era posible trasplantar de un animal a otro tumores espontáneos,
por injerto de células enteras ( 142 ). Era evidente que los tumores de rata
y ratón podían ser trasplantados de huésped a huésped, siempre y cuando se
transfirieran células no dañadas de un animal portador de tumor a otro ani­
mal de la misma raza y especie. Sin embargo trasplantes de tumores de rato­
nes a chanchitos de la India, o a conejos fallaron, y se reconoció que en ge­
neral los tumores podían ser transferidos sólo dentro de la mismaespecie. Lue­
go de un trasplante exitoso, un tumor crecía en el nuevo huésped, y en muchos
casos, mataba al animal. Muchasveces, sin embargo, el trasplante no tenía
éXÍto: aün grandes cantidades del tejido tumoral implantado bajo la piel o
en los músculos del nuevo huésped, no proliferaba, y no aparecía nuevo cre­
cimiento. En otros casos, un tumor implantado, crecía temporariamente y luego
gradualmente regresaba. Poco después se vio, que se podía proteger a los ani­
males receptores, contra estos injertos tumorales, si se los trataba previamen­
te con células tumorales rotas o alteradas, o incluso si eran tratados con célu­
las tumorales viables en pequeño número, las cuales no llegaban a prender
Este hallazgo hizo concebir eSperanzas de encontrar rápidamente una solución
inmunológica para el problema del cáncer.



35

Fue el desarrollo de las cepas endocriadas de ratones, lo que
permitió un estudio más detenido del problema del trasplante de tumores. Así

se observó que cuando el animal donante y el receptor no eran genéticamente
idénticos, los trasplantes de tumor, comotambién el trasplante de tejidos nor­
males era rechazado como resultado de una respuesta inmune ( 129 ).

Los tejidos de diferentes miembros de una misma especie, con

excepción de los mellizos idénticos y de animales endocriados, portan genéti­
camente, determinantes antigénicos de diferente especificidad, llamados iso­
antígenos ( 3, 130 ). El sistema de endocría permitió demostrar asi que los
trasplantes de tumores se rigen por las mismas leyes que los trasplantes de
piel u otros tejidos normales, y que estas leyes son de carácter inmunogené­
tico y dependen de la segregación de factores genéticos múltiples que deter­
minan la especificidad antigénica de un gran número de componentes celula­
res ( 13a, 234 ).

Estos componentes celulares se denominanantígenos de trasplante
o antígenos de histocompatibilidad ( 207, 340 ).

Por otra parte se comprobó,que las viejas estirpes tumorales
que proseguían su crecimiento a pesar de las barreras antigénicas, lo hacían
no porque carecieran de efecto antigénico, sino porque lograban superar las
reacciones creadas por el homoinjerto, reacciones reales aunque subliminares.
Preinmunización contra los antígenos de histocompatibilidad, revelaba clara­
mente el rechazo de estos tumores. Era este tipo de evidencia que llevó a la
creencia que todas las respuestas de rechazo de tumores, eran probablemente
en el fondo un simple rechazo de un tejido histoincompatible ( 208b).

La década de 1950 hizo notar que la conclusión del párrafo an­

terior era quizás algo prematura. Una nueva etapa comenzócon los experimen­
tos de Gross ( 133 ) y Foley ( 97 ). Este ültimo,ligólsarcomas inducidos por
metilcolantreno y trasplantados a ratones C3Hsingeneicos, para inducir la ne­
crosis de los mismos. El subsecuente desafío de los huéspedes con fragmentos
del mismosarcoma, frecuentemente llevaban al rechazo, mientras que los con­
troles no inoculados aceptaban el trasplante. La posibilidad de que esto fue­
se debido a una heterocigosis residual dentro de la cepa era poco probable,
pues carcinomas mamarios de origen espontáneo, derivados de una misma cepa
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isogénica, no demostraban una diferencia similar entre el grupo ligado y el
control. Prehn y Main , confirmaron los trabajos de Foley, y demostraron que
injertos de piel podían ser intercambiados entre los diferentes miembrosde
la cepa endocriada utilizada mientras que los sarcomas de metilcolantreno
eran rechazados en los huéspedes con tumores ligados ( 286 ). La prueba fi­
nal fue obtenida cuando'se pudo demostrar el rechazo de tumores inducidos
por metilcolantreno en el huésped autóctono ( 204 ).

Los antígenos tumorales específicos de trasplante ( ATET), esto
es, los antígenos capaces de inducir el rechazo tumoral en huéspedes genéti­
camente compatibles ( singeneicos ) han sido demostrados en gran número de

tum0res. Estos incluyen los tumores inducidos por carcinógenos químicos como
el metilcolantreno, dibenzantraceno, benzopireno, varios colorantes azo; los
tumores inducidos por agentes físicos, comola radiación ionizante o la im­
plantación de películas de plástico o Millipore; y los tumores inducidos por
virus oncogénico ADN,como el polioma del ratón, el SV40, adenovirus humanos,

y también los virus ARNy numerosos agentes de leucemia murina ( 208b) .

Comola palabra trasplante lo indica, estos antígenos ( ATET) se

demuestran por medio de experimentos in vivo que involucran el trasplante
de células tumorales en huéspedes singeneicos, es decir, animales sanos que
súbitamente son enfrentados con una línea tumoral establecida. Esto no es

la misma situación que el desarrollo de un tumor primario, donde el húésped
se enfrenta con sus propias células tumorales de una manera que difiere según
varios parámetros ( localización tumoral, tipo de crecimiento del tumor,
liberación de antígeno por el tumor, etc. ).

Es importante hacer esta distincción pues veremos más adelante al
estudiar el desarrollo del conocimiento de los antígenos de trasplante inducidos
por los virus leucémicos, que han habido estudios con tumores autóctonos o
primarios y estudios con leucemias trasplantables.

La evidencia de que estos antígenos tumorales en el huésped autócto­
no existen, es la espontánea regresión de ciertos tumores autóctonos. Existen
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algunos ejemplos, como el papiloma de Shope del conejo ( 85 ), y el sarco­

ma inducido por el virus del sarcoma de Moloney en el ratón ( 90 ). En el

hombre las raras regresiones espontáneas de coriocarcinoma y de linfoma de
Burkitt probablemente pertenecen a esta categoría ( 189, 46 ).

Estos decubrimientos permiten concluir, contrariamente a lo
pensado anteriormente, que el organismo recibe células cancerosas y no ne­
cesariamente las acepta comosuyas .

b) Antígenos asociados a leucemias murinas

El concepto de que las células cancerosas poseen antígenos dife­
rentes que las células normales es el corolario de años de esfuerzos en des­
cubrir dichos antígenos específicos en tumores y leucemias. En el caso parti­
cular de las leucemias murinas, el hecho de haberse demostrado su etiología
viral, ha hecho que actualmente los estudios se dirijan a delucidar las carac­
terísticas antigénicas, moleculares y biológicas de los diferentes tipos de
antígenos asociados a las mismas.

El estudio de los antígenos inducidos por los virus leucémicos
es actualmente sumamente polémico. El avance en el conocimiento estructural
y bioquímico de los oncornavirus ha permitido caracterizar bioquímicamente
algunos de los antígenos determinados por diferentes metodologías serológicas.

En general pueden dividirse a los antígenos en tres categorías
principales: 1) los antígenos del virión formadospor las proteinas estruc­
turales del mismo. Estos fueron descriptos en el capítulo 3.

2) los antígenos de membranacelular asociados a la infección con
oncornavirus, pero que no forman parte de los mismos.

3) antígenos solubles asociados a los oncornavirus pero que tam­
poco forman parte estructural del virión ( 313 ).

Los antígenos de membranaen células infectadas por virus leucémi­
cos, fueron primeramente demostrados en estudios de trasplante con tumores in­
ducidos por estos virus ( 205, 311, 273 ). Los ratones que rechazaban los
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trasplantes tumorales poseían anticuerpos citotóxicos en la presencia
de complemento a células del mismo tumor y otros tumores inducidos por
la misma cepa de virus. En la mayoría de los casos estos sueros demostraron

también poseer actividad neutralizante. La posibilidad que que estas dos
actividades fueran debidas a la mismapoblación de anticuerpos fue descar­
tada al observarse que las partículas virales intactas absorbían la activi­
dad neutralizante del suero y dejaban sin disminuir la actividad cito­
tóxica ( 232 ). Estos experimentos demostraron que los antígenos de membrana

queinducían los anticuerpos citotóxicos no estaban presentes en la superfi­
cie de los viriones intactos.

El estudio de los anticuerpos citotóxicos preparados contra
leucemias inducidas por varias cepas de virus de luecemia murina permitieron
distinguir dos tipos de antígenos celulares: el antígeno de Gross y el antí­
geno FMR.

El antígeno de Gross: Este antígeno induce anticuerpos al inmu­
nizar ratones con tumores inducidos por el virus de leucemia de Gross ( 336,
264 ). También se ha encontrado anticuerpos contra este antígeno en sueros
de ratón normal. Estos anticuerpos son citotóxicos contra las leucemias indu­
cidas por el virus de Gross y por el virus de leucemia de radiación ( 232 ). Ra­
tones de la cepa AKR,preleucémicos, absorben anticuerpos anti-Gross( G ), y
este carácter segrega de una manera mendeliana en cruzas con cepas Gross ne­
gativas. Estudios con inmunomicroscopía electrónica han confirmado que el
antígeno de Gross está ampliamente distribuido en las membranasde células

infectadas por este virus, pero que aparentemente no se encuentra en las envol­
turas de los viriones brotantes o maduros ( 6 ) . El antígeno se ha podido solu­
bilizar de membranasde células leucémicas y cromatográficamente se ha revela­
do como presente en dos moléculas de diferente tamaño ( 232 ).

Otro antígeno muyestudiado en relación con el antígeno de Gross,

es el antígeno G IX . Este antígeno ha sido identificado con anticuerpos cito­
tóxicos de ratas inmunizadas con tumores inducidos por el virus de Gross ( 177 ).
Está presente no sólo sobre las leucemias inducidas por el virus de Gross y lin­
focitos de ratones AKRleucémicos y normales, sino que también en timocitos

de ratones de la cepa 129 y otras cepas de baja incidencia de leucemia.
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El control genético de la expresión de este determinante es

complejo. La relación estrecha entre los antígenos de Gross y GIXfue de­
mostrada por la cruza entre los ratones AKR( G y GIX positivos ) con ratones

CS7 Bl ( G y GIX negativo ). Ambos genes están ligados ( 177 ). Esto podría
indicar que los dos determinantes se encontrarían en la mismamolécula. Recien­

temente se ha obtenido Fuerte evidencia experimental que GIXy el componen­
te gp71 de la envoltura viral son una misma entidad bioquímica ( 318 ).

El antígeno FMR:Las leucemias inducidas por varias cepas de
virus de leucemia murina inducen anticuerpos citotóxicos a sus células tu­
morales homólogas : Friend ( 263 ), Moloney ( 206 ), Rauscher ( 264 ) y

Graffi ( 232 ). Estos anticuerpos y las células tumorales dan reactividad
cruzada en mayor o menor grado entre ellas, y este hecho llevó al concepto
del grupo Friend-Moloney-Rauscher ( FMR) de leucemias virales ( 264 ). En

contraste con el antígeno de Gross, el de FMRno es expresado en las célu­

las normales de ninguna cepa murina conocida. Estudios recientes han demostra­
do que el antígeno FMRcorresponde a un antígeno específico de tipo del vi­
rión y que se halla localizado entre la envoltura viral y el nucleoide. Todas
las propiedades de este antígeno coinciden con la de la proteina p12 de los
oncornavirus ( 318 ).

Por último, una reflexión acerca de la diversidad de antígenos
encontrados asociados a los oncornavirus leucémicos y las leucemias. Los antíge­
nosquamás interesan desde el punto de vista de la prevención de las leucemias
son los antígenos tumorales específicos de trasplante ( ATET). Se han definido
serológicamente antígenos del virión y antígenos de la membranacelular. Lo
que aün no está claro a pesar de la enorme cantidad de investigación realizada
es cuál es la relación que existe entre los antígenos de trasplante y los antí­
genos detectados serológicamente. Recientemente se han iniciado investigacio­
nes para delucidar la naturaleza molecular de los antígenos de trasplante
( 405 ) para así poder trazar un cuadro más coherente de lo que actualmente

es un área de investigación sumamentecomplicado. Estos resultados permitirán
mejorar los protocolos de inmunoprevención de leucemias, ya que se podrá contar
con los antígenos tumorales específicos para fabricar vacunas puras sin contami­
nantes de ninguna especie.
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c) Respuestas inmunológicas a la leucemia murina

El estudio de las respuestas inmunológicas a la leucemia muri­
na está íntimamente ligado con el estudio de los antígenos de las células
infectadas por oncornavirus.

La comprensión de los mecanismos de las respuestas inmunológicas
es de importancia pues aporta los conocimientos racionales necesarios para
preparar protocolos para estudios in vivo " de protección y control del
crecimiento tumoral. Se dejará así de determinar intuitivamente regímenes
de inmunización mediante la realización de estudios empíricos, dónde sólo se
utiliza comoindicación de eficacia el hecho que no haya crecimiento tumoral
detectable o una sobrevida prolongada ( 154 ).

Se ha visto claramente que la respuesta inmune a las leucemias

inducidas por el trasplante de células leucémicas o las leucemias primarias
varía según un número de parámetros como lo son la cepa de ratones utilizada,
su edad, la vía de inoculación, el ensayo " in vitro " " in vivo " que
se ha utilizado, etc. ( 84 ).

0

Desde el inicio de los estudios inmunológicos quedó claro que
la respuesta inmunológica tenía dos vías efectoras: una celular y otra hu­
moral ( 276 ). Se han estudiado algunas leucemias muy intensamente. La leu­
cemia de Rauscher tanto primaria comotrasplantable, muestra una respuesta
celular que se hace inefectiva in vivo en el momentode la máxima pro­
gresión tumoral. También ha sido muyestudiada la leucemia trasplantable de
Gross, observándose anticuerpos citotóxicos y células inmunes a la semana
de haberse inoculado las células, manteniéndose estos parámetros elevados por
varias semanas ( 84 ).

Lo que ha tomado mucho más tiempo aclarar es cuál es el blanco

antigénico de la respuesta inmune in vivo Ya hemos visto la diversidad
de antígenos que existen en este sistema, tanto en la partícula viral, como
en la membranade células infectadas por virus leucémicos. Aparentemente, la
respuesta contra los antígenos específicos de trasplante sería para algunos in­
vestigadores centra los antígenos virales estructurales presentes en la membra­
na celular, mientras que para otros sería contra antígenos inducidos por los
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virus pero diferentes de 1as proteinas estructuraïes de] virión ( 307 ). Este
punto, sumamentecomplejo está aún en discusión.

Es importante aclarar, que si bien por mucho tiempo se creyó que

ios ratones eran toierantes a Ios virus endógenos, ios trabajos de investiga­
ción de ios años recientes por medio de radioinmunoensayo y otras técnicas
han demostrado que ios ratones pueden montar una respuesta inmune efectiva

contra esos virus ( 318, 265, 1, 262 ). Se ha estudiado esta respuesta detec­
tándose 1a especificidad de 1a respuesta para determinados componentes estruc­
turaïes de 105 oncornavirus ieucémicos ( 174, 173 ). Asi se ha visto que e]

suero de ratones AKRreacciona con los componentes gp71, gp43 y p15 (E) de
ios oncornavirus 1eucémicos.

5) INMUNOPREVENCION DE LA LEUCEMIA MURINA

E1 objetivo de 1a presente sección es hacer una revisión de]
curso que 11evaron las investigaciones en 1a prevención de 1a 1eucemia
murina. En principio es posibïe observar 1a existencia de dos grandes etapas.
Una primera que se remonta a Ios primeros trabajos de inmunización contra e]

cáncer a principio de] siglo, y que se extiende hasta 1a década de] 50, y 1a
segunda que se inicia con e] descubrimiento por Gross ( 136 ) de] agente res­
ponsable de 1a 1eucemia murina en 1951 y que continúa hasta nuestros dias.

a) E1 primer periodo ( circa 1900 - 1951 )

Los primeros trabajos de inmunización contra e] cáncer se remontan
a 1a época de los primeros traspiantes de tejido tumoral. En 1907 Ehriich
observó "que" ratones que habian recibido tumores de baja viruiencia eran
inmunes a1 pasaje de tumores más viruientos " ( 79 ). Estas observaciones
fueron confirmadas en iaboratorios de otros paises ( 16, 38 ). Pero e] anáïi­
sis más deta11ado de estos resultados demostró que no soio ios tejidos neo­
plásicos sino que también ios tejidos normaies podian inmunizar contra ios
trasplantes tumorales ( 38 ).
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El descubrimiento de los antígenos de histocompatibilidad en la
década de 1930, permitió entender porqué fue posible inmunizar contra los tu­
mores trasplantados. Se vio que los antígenos responsables del fenómenono
eran particulares del tumor trasplantado sino de todos los tejidos y el me­
canismo del rechazo era el del homoinjerto ( 28 ). El descubrimiento de los
genes de histocompatibilidad permitió el desarrollo de los ratones endocria­
dos y con ellos quedó realmente claro que todas las experiencias hasta el mo­

mento de rechazo de tumores no diferian en cuanto al mecanismo y su causa del

rechazo de cualquier otro tejido.

b) La etapa actual ( 1951 - 1977 )

Es en la segunda etapa, en que una vez aislado el agente viral reSponsa­
ble etiológico de la leucemia murina, y su posterior confirmación por otros
investigadores ( capitulo 2 ) , las investigaciones comienzana dar sus fru­
tos a medida que por otra parte se refinan los métodos experimentales.

A partir de la publicación de Charlotte Friend ( 101 ) comienza

una gran concentración de esfuerzos con un objetivo único : lograr prevenir
la leucemia murina. Es importante tener presente que a pesar de la gran diver­
sidad de trabajos realizados bajo el rótulo de prevención de leucemias murinas
surge claramente que se ha tratado de prevenir a la leucemia murina conside­
rando principalmente el modode transmisión de la enfermedad ( capitulo 3 ).

Los virus leucémicos pueden transmitirse horizontalmente o verti­
calmente; la posible trasmisión horizontal a inspirado trabajos con formas
exógenas de la enfermedad, ya sea con los virus o con las células leucémicas.
La trasmisión vertical del oncornavirus leucemógenoha estimulado, por otra
parte, investigaciones con la intensión de prevenir la activación del virogen
endógeno.

Las estrategias de vacunación han sido diversas. Hemospreparado
una tabla ( ver tabla 5 ) donde se enuncian los principales protocolos de in­
munización. Del estudio de los trabajos, se hace dificil poder compararlos to ­
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TABLA 5: INMUNOPREVENCION DE LA LEUCEMIA MURINA

Principales protocolos utilizados

INMUNOGENO INMUNOPREVENCION DE CITA

Activa

Leucemias singeneicas leucemia trasplantable 273, 206, 205,
de trasplante en dosis 9.
subumbrales

Leucemia singeneica de leucemia trasplantable y 273, 206, 125,
trasplante irradiada primaria 252, 126, 26.

Leucemia alogeneica de leucemia trasplantable 273, 206, 252,
trasplante 205.

Células de cultivo de leucemia trasplantable 14, 250.
de tejido crónicamente y primaria
infectadas con virus

126, 336, 26,
Virus de leucemia infec- leucemia trasplantable 311, 206, 125,
cioso y primaria 249, 252, 253;

Virus de leucemia atenua- leucemia trasplantable, 101, 95,,7248,
do ( formol o radiación ) primaria y eSpontánea 249, 252, 369,

166, 197

Virus de sarcoma murino leucemia trasplantable, 88, 166
infeccioso primaria y espontánea

Componentesvirales puri- leucemia trasplantable, 169, 175, 176a,
ficados primaria y espontánea 176b

Pasiva

Suero inmune ( singeneico, leucemia trasplantable, 258, 373, 372,
alogeneico y xenogeneico ) primaria y espontánea 245, 182, 183,

278, 45 , 169,
167, 317, 326,
119.
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dos entre si, cuando son tantas ias variabies en juego y tan veioz 1a evolu­
ción de ias técnicas empieadas. Principalmente se ha comparado 1a cepa de

ratones, e] tipo de vacuna preparada , e] tipo de ieucemia que se trató de
prevenir ( exógena o endógena ), e] tiempo de observación de] experimento, y
finaïmente e] resuitado. Las situaciones experimentaies presentan una compie­
jidad mayor, haiiándose una gran variación en cuanto a 1a cantidad de dosis
de vacuna empieada, 1a edad de ios ratones, 1a via de inocuiación, e] tiempo

de] desafio con 1eucemias y 1a medición de los resuitados.

Cone] objeto de hacer una revisión histórica de ios principaies
trabajos de vacunación, hemos preparado 1a tabia 6. En e11a se expresa
suscintamente e] año de 1a pubïicación de] trabajo consuitado, e] tipo de
vacuna empleada y 1a 1eucemia - trasplantable o primaria - que fue preve­
nida. A continuación haremos un estudio más detaiiado de ios trabajos
citados.

( i ) Los primerosgprotocoios de vacunación

Los experimentos de Chariotte Friend ( 101 ) con fiitrados
aceiuiares de leucemias inducidas por e] virus de Friend formolizado fue­
ron los primeros trabajos de vacunación contra un agente ieucemógeno exógeno.
Eiia observó protección en ratones de 1a cepa Swiss a1 desafiarios con filtra­
dos o céluias ieucémicas que resuitaban letaies en ratones controies. No iogró
sin embargoproteger contra otras ieucemias traspiantabies o e] virus de la
1eucemia de Gross ( VLM-G).

Pocos años más tarde, Leo Sachs ( 311 ) observó resuitados posi­

tivos a1 inmunizar ratones de 1a cepa C57 81/6 con e] virus de 1a ieucemia

de Moionev ( VLM-M) infeccioso. A1 desafiar con 1a 1eucemia de Moioney tras­

p1antab1e encontró fuertes indicios de protección. Los experimentos tuvieron
una duración de 38 dias. Interesaba en ese momentodemostrar 1a antigenicidad
de los tumores inducidos por virus 1eucémicos, más que piantearse 1a factibiii­
dad de una vacuna. Por otra parte, Sachs, no observó protección con fiitrados
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INMUNOPREVENCION DE LA LEUCEMIA MURINA :DESARROLLO HISTORICO

NOTA:VLM: virus de leucemia murina; VSM: virus de sarcoma murino;
R: Rauscher; G: Gross; M: Moloney; Gi: Graffi; F: Friend.

1963

1963

1964

1964

1964

1965

1965

1966

1966

1967

1967

1967

INMUNOGENO

VLM-Fformolizado

VLM-Minfeccioso

leucemia singeneica de G
en dosis subumbral y leu­
cemia alogeneica de G

VLM-Gy leucemia singeneica
de G en dosis subumbral

leucemia singeneica de Gi en
dosis subumbral o irradiada
y leucemia alogeneica de Gi

VLM-Minfeccioso y leucemia
de Msingeneica irradiada

VLM-Rformolizado

VLM-Minfeccioso, leucemia
de Men dosis subumbrales y
leucemia alogeneica de M

VLM-Rformolizado

células de cultivo infecta­
das con VLM-R

VLM-Rinfeccioso y leucemia
de R singeneica irradiada

VLM-Finfeccioso y formoli­
zado

VSM-Minfeccioso

VLM-My VLM-R infeccioso
y formolizado

leucemia de F, My R singe­
neica irradiada y VLM-F, VLM-R
y VLM-Minfeccioso

INMUNOPREVENCION DE

leucemia de F primaria y
trasplantable

leucemia de Mtrasplantable

leucemia

leucemia

leucemia

leucemia

leucemia

leucemia

leucemia

leucemia

de

Q. f'D

de

de

G traSplantable

G trasplantable

Gi trasplantable

Mtrasplantable

R primaria

Mtrasplantable

R primaria

R primaria

leucemia de R primaria y
trasplantable

leucemia de F primaria

leucemias de F, My R
trasplantables

leucemia de Mtrasplantable

CITA

101

311

205,336

273

125

95

206

248

14, 15

26

258

88

249

leucemia de F, My R trasplan- 253
table
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1968

1968

1968

1970

1972

1973

1973

1974

1975

1976

1976

1976

1976

1976

1977

INMUNOGENO

VLM-Finfeccioso y leucemia
de F irradiada

VLM-Rformolizado

leucemia de F alogeneica y
VLM-Fformoliíado

suero inmune contra VLM-F

leucemia de F alogeneica

leucemia de F, M, R y G
singeneica trasplantable irra­
diada y VLM-F, M, R y G

células de cultivo infectadas
con VLM-R

VLM-Ginfeccioso ( en ratas )

células infectadas con VSM-M
y VLM-Minfecciosos y VLM-R
irradiado

suero inmune contra VSM-M

VLM-Gformolizado ( en ratas )

VLM-334cformolizado

gp71 de VLM-Fy suero inmune
contra gp71 de VLM-F

VLM-Gformolizado y VSM-Gin­
feccioso

suero inmune contra VLM-G+
VLM-Girradiado y VSM-Ginfec­
cioso

VLM-Ry VLM-Gformolizado

gp71 de VLM-F

suero inmune contra gp71
de VLM-F

suero inmune contra gp71
de VLM-F; VLMsalvaje

46

INMUNOPREVENCION DE

leucemia de F trasplan­
table

leucemia de trasplante

leucemia de F primaria

leucemia de F primaria

leucemia de F primaria

leucemia de F, M, R y G
trasplantable

leucemia de R primaria

leucemia de G primaria

células de cultivo infec­
tadas con VSM-M y VLM-M

leucemia de-Mtrasplantable

leucemia de G primaria

leucemia de 334c primaria

leucemia de F primaria

leucemia AKRespontánea

leucemia AKRespontánea

leucemia de R primaria

leucemia de radiación y
espontánea

leucemia de F, y R pri­
maria

leucemia AKRespontánea
y salvaje espontánea

372

245

126­

250

182

345

278

183

45

169

166

167

197

175, 1766
176b

316

326
119
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de leucemia inducida por radiación contra leucemias de radiación trasplan­
tables. Pareció claro que se estaba en presencia de antígenos distintos
en leucemias de diferente origen.

Estudiandovla antigenicidad de leucemias singeneicas inducidas
por el virus de leucemia de Gross ( VLM-G) en ratones C3H , Klein y colabo­

radores ( 205 ) descubrieron que era posible inmunizar c0ntra las leucemias
trasplantables inducidas por el virus de Gross. Utilizaron células vivas en
dos métodos para crear resistencia: pegueñas dosis de células de leucemias
singeneicas y posterior desafio de estos animales con dosis crecientes de
células, comoasi también el pretratamiento con células alogeneicas de leuce ­
mia de Gross. Se trabajó con ratones de la cepa C3H/Kl, DBA/Z/Kl, CS7 Bl, y

ASW/SnKlobservándose no sólo falta de crecimiento de leucemias de pasaje,

como también prolongación del periodo de latencia en los casos que el pro­
ceso leucémico no era frenado. Consideraron que el tipo de resistencia creada
era débil. Por otra parte encontraron reactividad cruzada entre las diferen­
tes leucemias inducidas por el agente leucemógeno de Gross ( VLM-G). Estos

extensos trabajos fueron c0nfirmados por Slettenmark ( 205 ) y Axelrad ( 9 ).

Axelrad vacunó ratones C3Hcon dosis subletales repetidas de
células leucémicas de Gross y con virus de la leucemia de Gross ( VLM-G) infec­

cioso . Utilizando un nuevo método para medir resistencia al crecimiento tumo- i
ral, el ensayo de foco esplénicos, encontró una fuerte evidencia del rechazo
de un inóculo de células de leucemia trasplantable de Gross( 9 ).

En una linea parecida se ubicaron los trabajos de Pasternak ( 273 ).
Investigó en las cepas de ratones CBA,C57 Bl, XIII y AKR,el efecto de

células comoinmunógenoscontra leucemias singeneicas de trasplante. Utilizó
dosis subumbrales, células irradiadas y células de leucemias alogeneicas para
inmunizar ratones. Observó que sólo las células de leucemias inducidas por
el virus de Graffi, inmunizaban contra leucemias de trasplante inducidas por
el mismovirus. Las células de leucemias espontáneas no inmunizaban contra si
mismasni contra la leucemia de Graffi de trasplante.
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Las investigaciones de Glynn ( 125 ) en busca de antigenicidad

comúnen diferentes leucemias inducidas por el virus de leucemia de Moloney
permitieron observar en ratones CDBA,que el pretratamiento con células de
leucemia de Moloneyirradiadas protegía contra el desafío con dosis letales
de igual leucemia, confirmando observaciones como las de Pasternak ( 273 ) en

sistemas parecidos. Sin embargo, a diferencia de lo observado por Sachs ( 311
no pudo inducir protección con el virus de la leucemia de Moloney infeccioso

o inactivado con formol, en una concentración aproximadamente igual a la prea
sente en suspensiones celulares del tumor, contra la leucemia de Moloneytras­

plantable. Tampocola leucemia de Moloneysingeneica irradiada protegía con­
tra el desafío de leucemia de Rauscher trasplantable.

Este experimento, comolos anteriores, no permitieron aclarar si
la antigenicidad de las leucemias inducidas por virus de leucemia murina, era
debida a los antígenos virales per se, o a nuevos antígenos celulares induci­
dos por la infección viral.

A pesar de los resultados alentadores con los métodos descriptos,
otros investigadores insistieron en estudiar el poder inmunogénicode las va­
cunas virales. Fink ( 95 ) vacunó a ratones de la cepa BaLB/c AnNcon virus

de la leucemia de Rauscher inactivado con formol o calor . En el primer caso,

)

obtuvo completa protección contra la inducción de leucemia primaria de Rauscher
si se usaba la vacuna conjuntamente con adyuvante de Fruend; pero poca protec­
ción si se usaba la vacuna inactivada con calor. Se concluyó que el anticuerpo
neutralizante era el responsable de la protección observada.

En un trabajo posterior, Klein ( 206 ) estudió la inducción de
resistencia a leucemias de trasplante inducidas por el virus de Moloney. Se
inmunizó a ratones de las cepas A/Sr, C57L/Kl, C3H/Kl, DBA/2/Kl, ASN/Sn/Kl,

C57Bl/Kl y sus híbridos con diversos tratamientos: homogenadosde leucemias

de Molonex; células alogeneicas de leucemias de Molonev; dosis subumbrales de
leucemia singeneica de trasplante de Molonex, observando relativa resistencia
a la inoculación subsecuente de la leucemia de Moloney. No se pudo observar
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sin embargo, protección cruzada contra sacomas inducidos por metilcolantreno,
dos leucemias de Gross trasplantables, y seis leucemias largamente trasplantadas
de diversos orígenes.

La resistencia a la leucemia murina era inducida tanto por
los antígenos virales o por los antígenos celulares de los tejidos infectados.
Hasta ese momento, las purificaciones de virus no eran aün lo suficientemente
buenas comopara garantizar una preparación viral sin contaminación con restos
celulares y poder así aclarar cuálde los dos, virus o antígenos celulares,
era necesario comoinmunógenopara inducir la resistencia a la leucemia.

Con el objeto de trabajar con virus de leucemia murina más purifi­
cados, Mayyasi ( 248 ) utilizó virus de leucemia de Moloney y de Rauscher aisla­

do de cultivo de tejido. En general, estas preparaciones tenían menor contami­
nación con restos celulares, que las preparadas de tejidos animales infectados.
Estos dos virus fueron inactivados con formol y adsorbidos con adyuvante. Ratones
de la cepa BaLB/c inmunizados con esta vacuna mostraron una fuerte resistencia
a la inducción de leucemia primaria de Rauscher, siendo mayor la resistencia
observada luego de varias dosis inmunizantes de virus formolizado. Estos resul­
tados mostraron similitud con los de Fink ( 95 ) y comoen ellos, hubo correla­
ción entre el nivel de anticuerpos circulantes y el grado de resistencia al
desafío viral.

En otro trabajo del mismoautor ( 379 ), se estudió la inmunidad

en ratones de las cepas BaLB/c, BDFly C57 Bl al virus de la leucemia linfocíti­
ca de Moloneyactivo y formolizado, obtenido de células de cultivo infectadas
crónicamente o de plasma de ratón infectado. Se observó que el virus inactivado
no indujo resistencia contra la leucemia de trasplante de Moloneyen ratones
BaLB/c, mientras que en las cepas C57 Bl y BDFl ( cepas alogeneicas ), como tam­

bién en el conejo ( animal xenogeneico ) hubo respuesta positiva de anticuerpos.
El virus de leucemia de Moloney infeccioso sin embargo, indujo anticuerpos en las
tres cepas. También se observó que ratones BaLB/c inmunizados con virus de leu­
cemia de Rauscher activo y atenuado en cultivo de tejido rechazaban leucemia
de Moloney, demostrando reacción cruzada entre estos dos virus y sus leucemias.
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Otra posible estrategia para inmunizar ratones contra la leu­
cemia murina fue desarrollada por Barski ( 14, 15 ). En un trabajo preliminar
utilizó cultivos de células linfoides murinas crónicamente infectadas con virus

de leucemia de Rauscher, que demostraron poseer una capacidad atenuada de produ­

cir leucemia. Los sobrenadantes de estos cultivos si bien producian leucemias
en alguna proporción, protegian a los ratones BaLB/ccontra la inducción de leu­
cemia primaria de Rauscher. Sin embargo, la más fuerte protección fue observada
en el grupo de animales que recibió la fracción celular de los cultivos cróni­
camente infectados, siendo del 100%y con largos periodos de sobrevida, sugirien­
do estos trabajos que la capacidad inmunizante esencia] de los cultivos se ha­
llaba en las células y no sólo en el virus aislado.

Posteriormente el mismoautor intentó confirmar estos resultados

y extenderlos a otras cepas murinas ( 15 ). Obtuvo resultados positivos nossólo
con ratones BaLB/c, sino con ratones Swiss y los F1 ( C58 x BaLB/c). Utilizando

sobrenadantes, células tanto vivas comoirradiadas o congeladas, podia obtener
resultados positivos. La inmunidad era persistente, durando más de tres meses.

La posibilidad de inmunizar ratones de la cepa BaLB/c, muy sensi­
bles a la oncogenesis por el virus de la leucemia de Rauscher, fue estudiada

por Bianco ( 26 ). Ratones dela cepa BaLB/c e híbridos BaLB/c x DBA/2que fueron
inmunizados con células de leucemia de Rauscher de trasplante irradiadas recha­
zaron la leucemia singeneica de Rauscher de trasplante. Por otra parte en el
mismotrabajo se observó que fue imposible inducir resistencia a la leucemia
singeneica de Rauscher de trasplante inmunizando a ratones con virus de leuce­
mia de Rauscher infeccioso. Sólo en algunos casos se observó resistencia parcial.
En algunos experimentos se observó protección cruzada al inmunizar con leucemia
singeneica de Rauscher de trasplante irradiada y desafiar con leucemia singeneica
de Moloney de trasplante.

En 1966, Mirand y colaboradores sugirieron un protocolo de inmuni­
zación contra la infección con virus de leucemia murina en edad temprana en el

ratón ( 258 ). Para ello inmunizaron ratones hembra de las cepas HA/ICRSwiss

y DBA/1repetidamente con virus de leucemia de Friend activo, y luego con 11:2;
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de leucemia de Friend inactivado con formol o calor. Esta vacunación efectua­

da en hembras al segundo dia de preñez indujo en las crias una fuerte protec­
ción al desafiarlas con virus de leucemia de Friend infeccioso entre los 1 y

15 dias de edad; poca protección entre los 20 y 40 dias y luego nuevamente un
incremento en la protección entre los 45 o más dias. Si la inmunización de las
madres se hacia al dia doce de preñez, las crias recién mostraban protección
luego de los 30 dias de edad. La vacuna formolizada sólo otorgaba protección
durante los primeros 28 dias de edad, mientras que la vacuna inactivada por calor
no protegia en absoluto.

Dentro de esta linea de investigación se encuentran los trabajos
de Nahren ( 372,373 ). Ratones hembra de las cepas C3H/Bi, C57 Bl y C3H x DBA/2

fueron inmunizados con células leucémicas de Friend alogeneicas. Las crias demos­
traron estar protegidas contra la inducción de leucemia primaria de Friend du­
rante las primeras tres semanas de vida. Luego, entre las 4 y 10 semanas la
resistencia desaparecia, para luego retornar. Se postuló que habria pasaje
de virus leucémico de la madre a las crias, contra el cual éstas últimas desa­
rrollarian inmunidadactiva. Esta hipótesis recibió confirmación al inmunizarse
ratones hembra con virus de leucemia de Friend inactivado con formol y observarse

resistencia temprana a la inducción de leucemia primaria de Friend.

Posteriormente se demostró que el efecto protector sobre las
crias se podia aumentar inoculando a las mismas con suero inmune al virus
de leucemia de Friend poco después del nacimiento ( 372 ). También en este

trabajo se observó que el suero de ratones inmunes a leucemia de Gross no in­
hibia la infectividad del virus de Friend en los ratones recién nacidos.

El grupo de Mathot investigó si los anticuerpos inducidos por
el virus de leucemia de Friend en hembras de las cepas C57 y NCSvacunadas

con células de leucemia de Friend alogeneica pasaban a la progenie por la;
via placentaria o por la leche. Confirmaron los trabajos de Mirand ( 258 ),
Wahren ( 372, 373 ) y otros ( 369 ), observando que la principal ruta para

la trasmisión de los anticuerpos era la lecha materna.
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Tanto en las ratas comoen los ratones se ha visto que la in­
fección con virus de leucemia murina es un hecho que depende de la edad, sien­

do el virus de leucemia de Gross sólo leucemogénico antes y poco después del

nacimiento. Uncambio de completa susceptibilidad a resistencia total ocurre
alrededor de las dos semanas de edad ( 8, 43, 132, 135, 181, 180, 213, 258,

299 ). ‘

Conel objeto de trasmitir resistencia a la inducción de leucemia
primaria de Gross, Ioachim ( 182 ) inoculó a ratas hembras de las cepas Histar/

Furth, Sprague-Dawley y Long Evans con virus de leucemia de Gross infeccioso
antes o durante la preñez. Las crias de estas ratas y otras controles se desa­
fiaron con virus de leucemia de Gross entre el primer y cuarto dia de edad.

Se observó protección total en las ratas inmunizadas. Estos experimentos confir­
maron en otros roedores resultados ya hallados en ratones ( 372, 373, 258, 44 ).

Para evitar el uso del virus de leucemia de Gross infeccioso, se

efectuaron estudios con una vacuna inactivada con formol ( 183 ). Se inocularon
ratas de las mismascepas utilizadas en el trabajo anterior ( 182 ), observándo­
se completa protección en las crias al ser desafiadas con el virus de leucemia
de Gross infeccioso. Este resultado demostró claramente que el formol podía pro­
ducir una vacuna efectiva sin alterar las propiedades antigénicas del virus,
comoya se había logrados con el virus de leucemia de Friend ( 101 ) y el virus

de leucemia de Rauscher ( 95 ). La gran ventaja era, que con el virus inactivado

se eliminaba el peligro de una inducción ocasional de leucemia en la madre y el
pasaje de virus infeccioso a la progenie ( 258 ).

Posteriores estudios sobre el mecanismode transmisión de la inmuni­

dad demostraron que las gamaglobulinas eran las moléculas responsables de este
fenómeno, y las que prenatalmente a través de la placenta trasmitian la inmunidad,
como asi también postnatalmente por medio de la leche materna ( 184 ).

Estos experimentos fueron confirmados y extendidos al modelo murino

por Buffet y colaboradores ( 45 ). Se definió un periodo critico en la vida del
ratón HA/ICRSwiss neonato cuando la inhibición de la infección viral podia in­



53

fluenciar 1a enfermedad en 1a vida adulta. Se observó protección en ios ratones
amamantados por madres inmunizadas con virus de 1eucemia murina 334€ infeccioso,
o por virus perteneciente a1 grupo seroiógico Friend-Moloney-Rauscher de ieuce­
mia murina.

E1 descubrimiento de] virus de sarcoma de Moioney ( 259_), per­

mitió desarroiiar una estrategia diferente de inmunización de ratones. Este
virus es un seudotipo producto de mezla fenotipica entre virus de ïeucemia y
de sarcoma, y será estudiado más detenidamente en e] capituïo 6. Los trabajos
de Fefer ( 88 ) con ratones de las cepas BaLB/c, C57'Bi/6 y CBF ( BaLB/c x

C57 BL/6 ) permitieron demostrar que las céiuias de sarcomas inducidos por e]

virus de sarcoma de Moïoney ( VSM-M) eran antigénicas en huéspedes histoincom­

patibles. E1 vsu¿m, 1as céiuias de sarcoma de Moioney, como asi también ias
céiuias de sarcoma irradiadas inducen resistencia a1 traspiante de un inócuïo
de sarcoma de Moioney singeneico. La inmunización con VSM-Minfeccioso indujo

resistencia contra ieucemias de Friend, Moioneyy Rauscher de traspiante, pero
no contra dos 1eucemias 1argamente trasplantadas de otros origenes ( agentes
quimicos y radiación ).

Un intento de ampiiar y generaiizar los resuitados ha11ados hasta
1967 es e] aporte de McCoy( 253 ), quién estudió 1a inmunización de ratones

BaLB/cy C57 con diversos pretratamientos : céïuias 1eucémicas singeneicas
de Friend, MoioneygyRauscher irradiadas, céïulas leucémicas aiogeneicas de
Friend, Moloney y Rauscher o virus de ïeucemia de Rauscher infeccioso. Como

ya se habia observado en 1a cepa BaLB/c ( 26, 125, 249 ) se indujo una débil

resistencia a ias 1eucemias de pasaje Friend, Moioneyy Rauscher, mientras que
una fuerte resistencia en los ratones C57 B]. Todas 1as 1eucemias utilizadas

liberaban virus infeccioso, observándose que ias que liberaban menor cantidad
de virus eran 1as que eran mejores inmunógenos en 1a cepa BaLB/c.

E1 hecho de que hasta 1967 no habia sido posibie obtener iineas
tumoraies Iibres de virus leucémico infeccioso hacia dificil diferenciar e]

pape] que jugaban los antígenos ce1u1ares y viraies en 1a inducción de resisten­
cia a] trasplante. McCoyy colaboradores trataron de abordar e] problema
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observando si la presencia de virus infeccioso era necesaria para la inducción
de resistencia al trasplante ( 252 ). Obtuvieron resitencia al trasplante de
leucemia de Friend de pasaje pretratando ratones C57 BL/6 con virus de leucemia

de Friend infeccioso ( 126 ) o con células de leucemia de Friend irradiadas que
liberaban virus ( 253 ). Estos experimentos dejaron en claro que el virus infec­
cioso inducía resitencia'en ratones C57BL/6 al trasplante de leucemia de Friend
mientras que el virus inactivado con formol y adyuvante no, a pesar que habia
trabajos que indicaban que inducía inmunidad serológica demostrada por ensayos
de neutralización " in vivo " e " in vitro " ( 95, 101, 259b, 299) y por inmuno­
fluorescencia ( 94, 274 ). Según estos investigadores los resultados serían
explicables si la resistencia al trasplante fuera mediadapor antígenos de tras­
plante inducidos en las células infectadas por el virus activo. Aparente confir­
mación aportaron los resultados con células de leucemia de Friend irradiada,
dónde sólo las que liberaban virus infeccioso indujeron una buena inmunidad.

En 1968, estaba bastante claro que las leucemias primarias o tras­
plantables inducidas por los virus de Friend, Moloneyy Rauscher eran antigéni­
cas en ratones, y que era posible prevenirlas por una serie de métodos ( 26,
125, 206, 253, 252, 264 ). No quedaba claro si el inmunógeno responsable de la

inducción de la inmunidad era viral o celular, ya que todas las células de
leucemias de FMRliberan virus infeccioso ( 252 ). Por otra parte, estudios

serológicos habían demostrado que las leucemias inducidas por un dado virus
dle grupo FMRposeían antígenos comunes ( 206, 264 ). Sin embargo no se sabía

si los antígenos responsables de la inmunidad serológica eran los mismos que ope­
raban en la inducción de la resistencia al trasplante de leucemias.

El primer estudio completo de protección cruzada que involucraba
la inmunización con los virus F, My R y de Gross y sus respectivas leucemias

contra el trasplante de leucemias de FMRy Gross fue el realizado por Glynn

y colaboradores ( 126 ). Los trabajos anteriores habían sido incompletos ya que
no abarcaban un estudio de protección cruzada entre leucemias ( 88, 26, 206, 253,
249 ). En estos experimentos se utilizaron ratones CS7 BL/6 adultos y se los in­

munizó con células de leucemias trasplantables singeneicas de FMRAXde Gross irra­
diadas o con virus de leucemia F, Mo R. En todos los casos se desafió a los
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ratones inmunizados con células leucémicas de F, M , R o Gross singeneicas.

Se observó una dada leucemia trasplantable FMRera capaz de inducir inmunidad

contra si mismoy contra otras leucemias inducidas por los mismos virus, pero
no contra leucemias trasplantables de Gross o inducidas químicamente. La inmuni­
zación con los virus de leucemia F,My R demostró proteger contra el trasplante
de leucemias de FMRpero no contra la leucemia de Gross de trasplante. Por otras

parte el pretratamiento con células de leucemia de Gross no indujo resistencia
al trasplante de leucemias FMRo Gross. En este trabajo no se realizaron estudios
sobre la prevención de leucemias primarias por estos virus. Es importante acla­
rar que la cepa C57 BL/6 permitía la inducción de una fuerte respuesta inmune, lo
que no es el caso de las cepas BaLB/c y CDFl tal como se había visto en trabajos

previos de inmunización cruzada ( 26, 125, 253 ).

Los estudios sobre antígenos asociados con la replicación de los
leucovirus, y los antígenos de trasplante no virales pero si codificados por
el virus fueron muydifíciles de hacer, hasta que se obtuvieron líneas celulares
infectadas solamente c0n virus de sarcoma murino. Estas líneas celulares no expre­
san virus infeccioso, ya que el virus de sarcoma que las infecta necesita de
la presencia del virus de leucemia murina para completar su replicación. Experi­
mentos rigurosos realizados por Stephenson y colaboradores ( 345 ) demostraron

que inmunizando con células transformadas con virus de sarcoma de Moloney y simul­

táneamente infectadas con virus de leucemia de Rauscher era posible inmunizar a
ratones BaLB/c. Las células infectadas con virus de sarcoma de Moloney (VSM-M)

no eran efectivos inmunógenos confirmando la necesidad del virus de leucemia para
inducir inmunidad. En otros experimentos se utilizó virus de leucemia de Rauscher
atenuado por radiación ultravioleta para vacunar ratones. Los ratones pudieron
rechazar sólo células de cultivo de tejido infectadas con VSM-Msi simultáneamen­
te estaban infectadas con virus de leucemia de Rauscher. En base a estas observa­

ciones se postuló que el antígeno de trasplante que inducía el rechazo estaba
constituido probablemente por proteinas virales estructurales de alguna manera
presentes en la superficie de las células infectadas.

( ii ) Protocolos recientes de vacunación

A partir de 1972 se inicia una nueva etapa en la investigación
de la prevención de la leucemia murina. Hasta ese momentola utilización de
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células vivas o virus en diferentes preparaciones habian conseguido prevenir
leucemias de pasaje y leucemias primarias, inclusive en ratas ( 211 ). Con el
trabajo de Stephenson y colaboradores ( 345 ) quedó aclarado que era el virus
de leucemia murina y no otros componentes de las células infectadas por el virus,
el que inducia inmunidad a la leucemia en el ratón. Esta conclusión recibió

confirmaciones por otros'investigadores ( 360b, 327, 371a, 2 ).

A partir de 1973 se realizaron intensos estudios bioquímicos de los
oncornavirus y se purificaron sus componentes principales. Comoconsecuencia
de estos trabajos se publicaron una serie de experimentos donde se trató de pre­
venir leucemias murinas con particulas virales purificadas o subcomponentesvira­
les.

El grupo de Schafer y colaboradores ( 169 ) purificó la glicoprotei­
na gp71 de la envoltura del virus de leucemia de Friend y la utilizaron luego
par vacunar ratones de la cepa endocriada STU, conjuntamente con adyuvante com­

pleto de Freund. Estos ratones pudieron resistir la inducción de leucemia prima­
ria de Friend. Por falta de cantidad suficiente de glicoproteina gp71, no pudie­
ron inmunizar una cantidad suficiente de ratones pero los resultados preliminares
indicaban una fuerte protección.

Para experimentos de inmunización pasiva utilizaron antisueros
monoespecificos preparados en conejo o cabra ( heterólogos ), observándose
que el antisuero gp71 podia prevenir el desarrollo de leucemia primaria de Friend,
aún cuando se inoculaba una semana postinfección con virus de leucemia de Friend.

De estos resultados se pudo concluir que la inmunización contra leucemia inducida
por un leucovirus podia ser lograda por un componente viral único y bien definido.

Es importante destacar que a pesar de realizarse nunerosos intentos
de prevenir leucemias primarias y trasplantables no fue posible obtener resultados
positivos en prevenir la leucemia espontánea.del ratón. El concepto que el ratón
era tolerante a sus virus endógenos cambió al descubrirse que existian respues­
tas humorales y celulares a los mismos ( ver capitulo 4 y 171, 155, 172, 163,

244 )
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Huebner y colaboradores intentaron protocolos de vacunación que
aumentaran la actividad inmunológica natural en los ratones contra sus virus
endógenos ( 166 ). Con ese objetivo se vacunaron ratones hembra de las cepas NIH

Swiss, C57 L, BaLB/c y SNRde baja expresión de virus endógeno con virus de

leucemia de Gross inactivado con formol y radiaciones . Luego estas hembras va­

cuandas fueron cruzadas ¿on machos de la cepa AkR, de alta incidencia de leucemia

espontánea para hacer posible la transferencia de inmunidadespecifica de tipo
materna a la progenie F1 y ver si habia inhibición de la expresión del virogen
endógeno. Se estudió la presencia de virus leucemico en las crias a los 40 dias
de edad, observándose fuerte supresión de la expresión de los virogenes endógenos
en todos los ratones F1 estudiados. No se observaron los efectos de este protocolo
sobre la incidencia final de leucemias espontáneas en los híbridos F1. Estudios
previos por otros autores , claramente indicaban el rol oncogénico de virus de
leucemia murina endógeno ecotrópico ( 254, 233, 156 ). Se observó una directa

correlación entre los titulos de virus endógenoen edad temprana, detectado en
los tejidos del huésped todavia normal, y la incidencia de leucemias y otros tu­
mores más tarde en la vida.

En otro trabajo, Huebner obtuvo éxito en proteger ratones de la

cepa AkR/J inoculándolos poco después de nacer con antisuero especifico contra
el virus de leucemia AkRendógeno preparado en cabras - suero heterólogo - ( 167 ).

Con este protocolo usándose IgG inmune al virus de leucemia endógena de ratón
AkR hubo un total de 20%de casos de leucemia en los ratones inmunizados, contra

un 83,3 %en los controles luego de 365 dias de observación. En otro protocolo
además del suero inmune se vacunó a los ratones AkR con virus de leucemia de Gross

inactivado por radiación y posteriormente con una vacuna de virus de sarcoma de
Gross infeccioso. Esta inmunización combinadaprodujo significativa supresión
de virus hasta los 288 dias de vida. A los 300 dias de vida, un 60%de los ratones

controles habia muerto, mientras que sólo un 4,2 % de los ratones inmunes desarro­
llaron leucemia fatal.Estos experimentos demostraron de una manera clásica, por
medio de inmunosupresión especifica de tipo, el rol determinante de los virogénes

endógenos en la leucemogénesis, y al mismo tiempo dennstraron la posibilidad de
la total prevención de la leucemia en los ratones AkR.
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Otros investigadores del grupo de Huebner, realizaron un estudio
muyminucioso sobre la vacunación contra tumores espontáneos en el ratón (197 ).
Para ello utilizaron las cepas BaLB/cy NIHSwiss, de baja incidencia de leucemia
espontánea. En estos ratones se ha detectado la expresión de antigenos de oncorna­
virus leucémicos, pero muy poca expresión de virus infeccioso, y si no se poseyera
los reactivos 0 medios para detectar expresiones virales subinfecciosas o parcia­
les, estos modelos se asemejarian muchisimo a la neoplasia espontánea del hombre.
Antes de intentar vacunar contra la leucemia espontánea, desarrollaron métodos
para poder seguir las respuestas humorales y celulares y poder"a posteriori“
correlacionar un posible efecto antileucémico con algún parámetro inmunológico.

Se prepararon vacunas con virus de leucemia de Rauscher ( VLM-R)

y con virus de leucemia de Gross ( VLM-G) inactivados con fonnol, y se estudió

su efectividad contra la inducción de leucemia primaria comoensayo previo al uso
de estas vacunas contra la leucemia espontánea. Observaron fuerte protección en
ratones BaLB/C inmunizados con VLM-Rformolizado al desafio con VLM-Rinfeccioso

y un virus de BaLB/cde ocurrencia natural en la cepa. Estos autores hicieron
un análisis acerca del tipo de vacuna viral que seria el más ütil y práctico en
estudios de prevención de leucemias espontáneas que necesariamente son de larga
duración. Consideran que el trabajo realizado con las vacunas inactivadas parece
satisfactorio, pero sin embargo las ventajas potenciales de una vacuna viva, como
lo son su costo y posible potencia deben ser considerados. Estas ventajas, resul­
tan para estos investigadores, ser superadas por la inseguridad acerca de la onco­
genicidad y propiedades inmunosupresoras informadas para los leucovirus ( 260 a ).
Sin embargo llaman la atención al peligro de hacer demasiadas generalizaciones,
ya que estas afirmaciones en su mayoria se han hecho basado en cepas virales de
laboratorio, que en general son muchomás oncogénicas que las cepas naturales.

La posibilidad de utilizar la glicoproteina gp7l aislada de viriones
de leucemia murina, y sus antisueros especificos comomedio para inmunoprevenir
la leucemia ( 169 ), fue estudiado más detenidamente por Ihle y sus colaboradores
( 175, 176a, 176B). Estos investigadores estudiaron la respuesta inmune en rato­
nes BaLB/c, C57 Bl/6 y AkRpara correlacionar esos parámetros con el desarrollo
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de protección a una variedad de leucemias, incluyendo aquellas inducidas por
virus, irradiación, agentes quimicos y las espontáneas.

Se observó que el protocolo de inmunización jugaba un rol importan­
te en determinar la naturaleza de la respuesta inmune. En ratones BaLB/c inmuni­

zados con ngl no se observó protección contra la inducción de leucemia de
Moloneyde trasplante. Se supuso que la dosis de gp71 utilizada para inmunizar

no habia sido suficiente, comoademás el hecho que estos ratones tienen en general
una respuesta inmune más débil. Tanto en ratones BaLB/c, como en los C57 BL/6

la gp71 indujo una fuerte respuesta especifica de tipo. En los ratones c57 Bl/6
la respuesta inmune a la gp71 indujo secundariamente la expresión de los antígenos
del virus endógeno. El mecanismoresponsable para esta activación no fue estable­
cido. Se estudió el efecto de la inmunización con gp71 en un sistema de máxima

expresión de virus endógeno, como lo es el ratón AkR. Los controles no inmuniza­

dos o los ratones inmunizados solamente con adyuvante completo de Freund empezaron

a morir de leucemias alrededor de los 6-7 meses de edad. A los 10 meses aproxima- v

damente el 50%de cada grupo estaba muerto por leucemia eSpontánea. Similarmente,

los ratones inmunizados con gp71 de VLM-Fempezaron a morir a los 6 meses, pero

en contraste con los controles a un ritmo significativamente mayor, tal que a los
7-8 meses el 50%estaba muerto y a los 10 meses el 90%. Estos resultados demos­

traron que la inmunización con gp71 de VLM-Fno afectaba el tiempo de aparición
de las leucemias, pero si el ritmo de mortalidad. En conclusión, la inmunización
activa con gp71 no era efectiva para prevenir la leucemia espontánea en el ratón
AkRo la leucemia inducible por radiación en el ratón C57 Bl/6.

Otro protocolo muyestudiado, fue el sugerido por los trabajos de
Hunsnmnny colaboradores en 1975 ( 169 ). Schafer y colaboradores estudiaron la
efectividad de antisuero heterólogo contra las gp7l, p12 y p15 del virus de leuce­
mia de Friend ( VLM-F) sobre la inducción de leucemias primarias por VLM-Fy

VLM-R( Rauscher ) en ratones de la cepa STU ( 316 ). Sólo observaron que el

antisuero anti gp71 era efectivo. Probablemente la efectividad fuera mayorpor­
que el suero actuaria sobre el virus y la célula infectada, en cambioel antisuero
anti p15 actuaria sólo sobre el virus, mientras que el anti p12 lo haria exclusi­
vamente sobre la célula infectada. Se observó protección a largo plazo con este



60

tratamiento y falta de efectos patológicos sobre el ratón comoconsecuencia
del tratamiento con anticuerpos.

El éxito obtenido con el protocolo que empleaba anticuerpos heteró­
logos anti-gp71 de VLM-Fcontra virus leucémogenos exógenos inspiró otros experi­
mentos contra la leucemia murina endógena en ratones AkR ( 326 ). En ellos se

observó protección efectiva contra la aparición de leucemias espontáneas en rato­
nes AkRinoculados con antisuero entre los 3 y 45 dias de edad. Quedó bien esta­

blecido que el tiempo en que se efectuaba el tratamiento era la variable de má­
xima importancia para el éxito de la prevención. Si se aplicaba el suero por en­
cima de los dos meses ya no existia protección significativa. En estos experimen­
tos no se efectuaron estudios de sobrevida completos. Schafer ha hecho reciente­
ment una excelente revisión de todos estos trabajos ( 317 ).

Unaextensión de esta linea de investigación es el trabajo de Gardner
y colaboradores ( 119 ). Ellos trataron de aplicar los resultados hallados con los
sueros heterólogos en ensayos con cepas murinas de laboratorio, a la leucemia

murina del ratón salvaje ( Mus Musculus ). En estos ratones el virus de leuce­
mia murina se trasmite primariamente de una manera vertical trasplacentariamente
o por la leche y replica a alto titulo en las vísceras y el suero al tener los
ratones dos semanas de edad ( 118, 210 ). La población de virus de leucemia mu­
rina en estos ratones consiste de una mezcla de dos clases diferentes de virus:

ecotrópicos ( con tropismo por células murinas ) y positivos en el ensayo XC
in vitro , y anfotrópicos ( con tropismos para muchas células en cultivo de

tejido ) y negativos en el test XC( 290, 150, 39 ). Un ensayo de vacunación
activa de ratones adultos salvajes contra esa población viral falló probablemen­
te por ser ineficiente la respuesta humoral a estos virus ( 210 ).

En otro experimento se preparó un antisuero heterólogo en cabras
contra estos virus inoculándose ratones salvajes adultos con el suero entero
o con la fracción 19g sólamente. Se observó una marcada reducción del titulo
de virus en el suero de ratones tratados de esta manera, siendo levemente más

efectivo el tratamiento con IgG sóla. Pasados los 5 meses, sin embargo, se perdió
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e] 50%de esta protección, sugiriendo ios datos una necesidad de antisuero
por periodos más prolongados para hacer efectivo e] tratamiento.

Conesta revisión queda actuaiizado hasta fines de 1977 e] progre­
so en e] campo de 1a prevención de 1a ieucemia murina por medio de técnica inmu­

noiógicas. Nuestro trabajo de investigación se inició en 1975, cuando muchos
de los últimos resuitados, verdaderamente auspiciosos, aún eran desconocidos.

6) EL VIRUS DE SARCOMA MURINO

a) Sus caracteristicas principales

E1 virus de sarcoma murino ( VSM), es un oncornavirus que induce

tumores sóiidos en una variedad de huéspedes mamíferos y puede transformar cé­

1u1as normaies de muchas especies in vitro . No es una entidad ünica, pues

depende de 1a presencia de un virus de 1eucemia murina o " he1per " para su re­

p1icaci6n, su antigenicidad y su tropismo. Por esa razón, se 10 ha 11amadocom­
piejo vira] murino sarcoma-1eucemia.A pesar de existir tres tipos principales
de virus de sarcoma murino, e] virus de sarcoma de Harvey ( 151 ), e] de Kirsten

y Mayer ( 203 ) y e] de Moioney ( ( 259c ), e] más estudiado es e] aisiado por

Moloney.

E1 origen de este virus está poco documentado. Aprentemente e1

virus de sarcoma de Moloney ( VSM-M) derivó de " ... sarcomas que aparecie­

ron en ratones BaLB/c inoculados con aitas dosis de virus de ieucemia de Moïoney

. “ ( 259c ). Luego de pasaje continuado e] virus indujo sarcomas en e] sitio
de inocuiación en un 100%de los ratones receptOres en un Iapso de 35 dias.

Se han determinado las propiedades fisicas de] VSM-M.Es inactiva­

do por caior a 56°Cyen 30 minutos , por eter y cioroformo, siendo estabie a
- 70°C. Es un virus ARN ( 333, 30 ) con e] mismo tamaño ( 242 ) e igua] densidad

( 1,16 g/m] ) que otros oncornavirus de] grupo de 1eucemia murina. Los estudios

serológicos confirman que este virus posee antígenos internos ( 11amadosgs ) en
cmün con ios que definen especificamente a todo e] grupo de virus de 1eucemia
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murina ( 165, 209 ). Es neutralizado por antisueros producidos contra los
virus individuales de leucemia murina de Moloney, Friend y Rauscher, indicando
identidad entre los antígenos especificos de grupo de las envolturas virales
( 259c, 165, 148, 88, 223 ). A pesar que Fefer y colaboradores ( 89 ) encon­

traron que la oncogenicidad de VSM-Mera efectivamente neutralizada por anti­
suero de rata anti-Gross, existe alguna duda sobre la especificidad de ese
suero ( 226b ).

b) Patologia de los tumores inducidos por VSM-M

Los sarcomas son la lesión que tipifica la infección"in vivo"
por VSM-M.Aparecen rápidamente en ratones recién nacidos ( 3 a 4 dias ) los

cuales mueren de 2 a 4 semanas más tarde. En adultos regresan espontáneamente

en aproximadamente 23 a 28 dias dejando a los ratones sin lesiones tumorales
macroscópicas.

El VSM-Mtiene un tropismo por el tejido muscular, provocando tu­

mores locales masivos si se lo inocula neonatalmente en el músculo de la pata
del ratón. Inoculado intraperitonealmente el virus actúa más lentamente y la
aparición de tumores se restringe a tejido muscular. Diluyendo al virus, o usan­
do huéspedes mayores se reduce la incidencia de tumores, los cuales se desarro­
llan en forma más circunscripta. Los tumores inducidos en ratones muestran
cierta resistencia al trasplante en huéspedes singeneicos, lo que ha llevado
a algunos autores a cuestionar la naturaleza neoplásica de estos tumores.

Debido a que los tumores inducidos por VSM-Minoculado intramuscu­

larmente crecen tan rápidamente aparecen frecuentemente localizados, a pesar de
alcanzar un enorme tamaño. Si el virus es diluido o inoculado en ratones por la
via subcutánea-intramuscular, los tumores pueden extenderse a los músculos
de la cabeza, cuello, tórax, y el diafragma ( 279, 334 ).

Moloney ( 259c ) y Perk ( 279 ) clasificaron histológicamente a
estos tumores murinos como rabdomiosarcomas, dominados por células parecidas
a mioblastos algunas con estriaciones distintivas. Otros autores, sin embargo
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ponen muchomenos énfasis en su origen de músculo estriado, describiendo he­

mangiosarcomas y sarcomas de células mesenquimáticas en las cuales predominan
células indiferenciadas, fusiformes ( 343, 21, 332 ).

La respuesta inmediata a la infección es una reacción inflamatoria

en el punto de inoculación con neutrófilos, linfocitos y tejido granulomatoso
permeando las capas subcutáneas y el músculo. La lesión luego se hace una masa
organizada de tejido irregular granulomatosoconteniendo histiocitos, fibroblas­
tos y células mesenquimáticas atipicas grandes con varios núcleos y citoplasma
poligonal. En esta etapa del desarrollo las lesiones han sido denominadas " gra­
nulomas atipicos " ( 334, 343 ). Existe sobre este tema una discusión considerán­

dose la lesión descripta que representa un aspecto del proceso secuencial neoplá­
sico ( 65 ). Otros investigadores han afirmado que la mayoria de tumores induci­

dos por VSM-Mson de este tipo y han sugerido que su presencia adicional en luga­

res distantes comoel bazo, nódulos linfáticos, higado y órganos reproductores
indica diseminación del virus más que distribución de células neoplásicas ( 343 ).’
La utilización de una linea de sarcoma de Moloneytrasplantable que posee un
juego de cromosomas marker " ha permitido observar que muchas de las disemina­

ciones in vivo " del sarcoma son verdaderas metástasis, mientras que en muy

pocos casos estos nuevos sarcomas son producto de infección viral ( 309 ).

Los ratones de la mayoria de las cepas de laboratorio son sucepti­
bles al VSM-My desarrollan tumores progresivos y letales . Excepcionalmente en

algunas cepas, notablemente la cepa C57 Bl ( 88, 86, 223 ) o con bajas dosis de
virus ( 296, 34, 297 ) una gran proporción de estos tumores puede regresar. Por
contraste, la mayoria de los tumores inducidos en ratones adultos jóvenes regre­
san completamente ( 296, 86, 90, 223, 92, 297, 120 ). Algunos pueden reaparecer
más tarde desarrollándose en sitios diferentes a los del tumor primario ( 296,
297, 120 ).

Una esplenomegalia Suave a moderada es asociada a la infección por
VSM-Mde ratones recién nacidos o destetados. Esta se debe a hiperplasia generali­
zada del bazo con preservación de la arquitectura normal ( 279, 21 ) o a hiperpla­
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sia reactiva de las células reticulares con invasión de un tejido de granulación
infiltrado con leucocitos y células mesenquimáticas atipicas desparramadas ( 343 ).
El peso del los bazos calculado relativo al peso del cuerpo muestra una curva bi­
modal similar a la de ratones destetados controles entre los 12 y 28 dias posti­

infección ( 34 ). También ocurre una hepatomegalia de etiología indeterminada
en ratones infectados p0r VSM-M ( 280 ).

A pesar del hecho que el VSM-Mderiva originalmente de ratones in­

fectados con virus de leucemia murina, no hay mucha información acerca de anima­

les leucemicos en observaciones prolongadas ( 152 ). Se ha publicado la observa­
ción que ningún ratón infectado al nacer con VSM-Mo inoculado con células tu­

morales al destete se hacia leucémico ( 279, 259c, 281 ). Sin embargo en un expe­
rimento dos ratones BaLB/cse observaron con leucemia linfocitica, 8 meses des­

pués de la infección con VSM-M( 281 ). Más aün una proporción de ratones adultos

tratados con rayos Xantes del trasplante tumoral, o tratados con suero antilin­
focitico antes de la infección, desarrollaron neoplasias linfoides ( 223 ).

La microscopía electrónica ha pemitido una mayor caracterización de
este virus y a su patología. La mayoria de los investigadores están de acuerdo
en que las particulas identificadas por el microscopio electrónico se asemejan
a los leucovirus característicos y reSponsables de la leucemia murina, tal como
los definiera Bernhard ( 25, 23 ). Tienen aproximadamente 100 nm de diámetro
y consisten de una membranaexterna y un nucleoide central que mide aproximada­
mente de 50 a 60 nm. Se han descripto pequeñas espiculas sobre la superficie de
la envoltura del virión. El virus se replica brotando de las superficies celulares.
Por lo tanto el VSMy los Virus de leucemia murina ( VLM) conocidos son visual­

mente casi idénticos, y como VSMy VLMestán asociados ” in vivo , es imposible

decidir morfológicamente si una partícula lleva el genomasarcomagénico o no.

Se han visto particulas C en los tumores diafragnáticos, subcutáneos
y de la pata de los ratones ( 63, 225, 99 ). Se las encuentra en los intersticios
entre las células tumorales, en sus membranasplasmáticas y a veces en las vacuo­
las citoplasmáticas. Nose pudieron hallar particulas en los megacariocitos esplé­
nicos o nódulos linfáticos de ratones con tumores primarios inducidos por prepara-.
ciones convencionales conteniendo VSM-Ma pesar que el virus pudo reucperarse

por bioensayo del bazo ( 63, 225 ).
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Partículas muchomenores, similares al virus de láctico dehidrogena­
sa han aparecido ocasionalmente en los sarcomas primarios de VSM-M( 63 ) y en

los bazos de algunos ratones con trasplantes tumorales ( 281 ). Tienen aproximada­

mente 50 nm de diámetro teniendo un nucleoide de 30 nmy se acumulan en las cister­

nas de las células, que contienen muchas vesiculas de doble membrana.

En la mayoria de los estudios ultraestructurales de tumores inducidos
por el VSM-M,se describen dos tipos de células ( 63, 225, 281, 99 ). Una es

ovoide o elongada con un núcleo excéntrico generalmente reflejando la forma de la
célula y con profundas indentaciones. La otra es muchomayor, conteniendo muchos
núcleos con perfiles circulares- probablemente la célula multinucleada gigante
observada con el microscopio óptico. EL citoplasma de ambas posee numerosas mito­

condrias, ribosomas y fibrillas. El complejo de Golgi puede estar más o menos desa­
rrollado.

El diagnóstico histológico de rabdomiosarcomapara estos tumores
es apoyado por otros investigadores ( 63, 22 ) en base a la evidencia al micros­
copio óptico de periodicidad y bandas Z de las fibrillas citoplasmáticas .

c) La inmunología de los tumores inducidos por VSM-M

La evidencia patológica descripta ha demostrado que la edad y la cepa
de ratones receptora, comotambién la dosis viral usada, determina el tipo de in­
fección que produce el VSM-M.El hecho que los tumores crezcan progresivamente

en ratones infectados al nacer ( 86, 223 ), pero que regresen en rat0nes adultos
ha indicado la presencia de factores probablemente inmunológicos. Hay muchas evi­
dencias de una participación del sistema inmune: los efectos de la inmunosupresión
por radiación ( 87 ), el efecto de la cortisona ( 314 ), la ciclofosfamida ( 91 ),
el suero antilinfocitico ( 222 ), o la timectomia ( 223 ), que han aumentado la
frecuencia de tumores de crecimiento progresivo.

La caracterización de la respuesta inmunológica del sistema VSM-Men
el ratón ha abarcado varias lineas de investigación, siendo actualmente el sistema
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tumoral más estudiado. Se ha demostrado que los tumores inducidos por VSM-M

son antigénicos en ratones singeneicos. Se ha inmunizado a ratones con células
de sarcoma de Moloneyalogeneicas , sarcomas singeneicos irradiados o directamen­
te con el VSM-M.Estos ratones han podido resistir el pasaje de sarcomas de

Moloneytrasplantables y leucemias trasplantables inducidas por virus de la
leucemia murina de Friend, Moloney y Rauscher ( 88, 223, 57, 212, 224 ).

Por otra parte, se ha demostrado que existen antígenos de trasplan­
te específicos en las células de sarcoma de Moloneyy que estos antígenos dan
reacción cruzada con los antígenos celulares inducidos por otros virus de leuce­
mia murina. Estos datos fueron confirmados por experimentos serológicos ( 57 ).
Sin embargo, en la mayoría de estos experimentos la inmunización fue realizada
con virus o con células que liberaban virus infeccioso, por lo que fue imposi­
ble decidir si la respuesta inmuneobservada era dirigida contra el antígeno del
virión o contra un antígeno celular inducido por el virus. Este problema ha sido
resuelto experimentalmente ( 345 ).

El sistema del VSM-Mha sido sumamente valioso para los estudios

sobre el rol de los factores inmunológicos en el control del crecimiento tumoral.
A pesar de que el mecanismo intrínseco responsable de la regresión tumoral en
este sistema no ha sido definido todavía ( 40 ), la experimentación " in vitro "
e in vivo " ha demostrado la presencia de un número de factores inmunológicos.

Se ha estudiado la respuesta humoral de ratones inoculados con
células de sarcoma de Moloney irradiado o con VSM-M.Los sueros demostraron

reacción específica con células viables de sarcoma de Moloneyy con células
leucémicas inducidas por virus de leucemia murina ( 40, 88, 86, 87, 370, 57,

159 ).

En general, la producción de anticuerpos, detectada in vitro "
por inmunofluorescencia se ha observado asociada a la regresión de tumores pri­
marios o a la resistencia de células tumorales trasplantadas. Sin embargo, está
ausente o es mínima en ratones adultos irradiados, cuyos tumores crecen progre­
sivamente ( 87, 86 ). Las diferentes cepas murinas, la carga antigénica ( dosis
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de virus o células ) y el periodo de observación, pueden confundir tanto la si­
tuación que ha sido dificil relacionar correctamente la producción de anticuerpos
con la presencia o ausencia de tumores o la regresión tumoral ( 86 ).

El pasaje de anticuerpos por inoculación de suero inmune " in vivo "

previene la inducción de tumor o suprime parcial o totalmente el crecimiento de
de sarcomas primarios de Moloney ( 40, 157, 223, 42, 91, 278b ). Esto ha indica­

do que el anticuerpo humoral tendria alguna significación " in vivo " con respec­
to a la regresión tumoral espontánea. También se ha observado que el crecimiento
de células tumorales incubadas con suero inmune antes del trasplante puede ser de­
morado, inhibido, no afectado o aün exacerbado ( 87, 41, 42 ).

En un estudio reciente se ha seguido la respuesta de anticuerpos en
ratones BaLB/c luego de la inoculación de VSM-M( 218 ). Se observó que la res­

puesta era bifásica. El primer pico de respuesta ocurria alrededor de los 10 dias
posteriores a la infección viral y se extendía hasta los 15 dias coincidiendo con
el pico de crecimiento tumoral. Veinte días después de la primoinoculación en el
suero regresor temprano el titulo de anticuerpos bajaba al correspondiente a un
suero normal, seguido por un progresivo aumento que persistia en los ratones
regresores viejos durante más de 6 meses. Se observó actividad en las fracciones
7 S y 19 S en sueros de los dias 10, 15 y 30 y en los regresores tardios ( 218 ).

Los anticuerpos de los ratones regresores pudieron proteger contra
células tumorales singeneicas trasplantables ( 278b ) comotambién inducir la
regresión de tumores primarios ( 91 ). El mecanismo de acción de los anticuerpos
" in vivo " aún se desconoce. Sin embargo el análisis que más ha progresado es
el " in vitro ", y en éste y otros sistemas se han definido varios mecanismos que
pueden actuar conjuntamente para producir la observada alta incidencia de regre­
sión espontánea de estos tumores.

Por un lado, los anticuerpos neutralizantes de virus ( 90, 278b, 218 )
puedenevitar que los viriones liberados por las células tumorales infecten y
transformen nuevas células y permitiendo al mismo tiempo, que los mecanismos
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celulares destruyan el tumor. En segundo lugar, la citólisis dependiente de
complemento sérico, puede jugar un rol directo en disminuir la masa tumoral. Tam­

bién el complementoactivado puede servir para reclutar a células linfoides efec­
toras al sitio del tumor via sus receptores de complemento ( 375 ). Otro mecanis­
moes que los anticuerpos unidos al tumor puedan reclutar células efectoras por
los receptores Fc ( 282,'240, 164 ). Por último, los linfocitos de un ratón nor­
mal pueden ser activos contra células de sarcoma de Moloney " in vitro " en pre­
sencia de suero inmune anti- VSM-M( 283 ).

También se ha estudiado la respuesta inmune celular en ratones
infectados con VSM-M.Los primeros experimentos de transferencia de células

linfoides sensibilizadas determinaron que las células inmunes jugaban un rol
in vivo en la patogénesis que inducia el VSM-M.Células de bazo o ganglio

linfático de ratones BaLB/cportadores de tumores regresores o inmunizados con
suspensiones de sarcoma de Moloney, prevenian la inducción de tumor ( 370 ), o

causaban que los tumores primarios regresaran en un número variable de receptores
singeneicos ( 91, 92, 159, 157 ). Inóculos conteniendo 1x107 a 2,8x108 células

inmunes eran efectivos, pero el tamaño de la masa tumoral primaria tratada era
el factor critico. Ademásse ha observado que células de sarcoma de Moloney
preincubadas con células esplénicas inmunes no crecian cuando eran subsecuente­
mente trasplantadas, aün en huéspedes muysusceptibles por la radiación ( 87 ).

Utilizando un ensayo de inhibición de colonias modificado " in
vitro " se encontró que las células de los ganglios linfáticos de los ratones
dadores con tumores regresores especificamente inhibian el recimiento de células
de sarcoma de Moloney cultivadas " in vitro " ( 157,159 ). Pero curiosamente
los linfocitos de ratones portadores de tumores primarios progresores eran tam­
bién inhibitorios. Por lo tanto, paradojicamente, los tumores pueden aparente­
mente continuar creciendo a pesar que sus huéspedes pueden reaccionar inmunoló­
gicamente contra ellos. En experimentos posteriores, se ha demostrado que el sue­
ro de ratones con tumores progresores aparentemente protege las células de sar­
comadel ataque de linfocitos sensibilizados ( 158,160 ).

Se ha estudiado"in vitro“ la respuesta de los linfocitos de ratones
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BaLB/c durante todo el curso del crecimiento y regresión de un sarcoma in­
ducido por VSM-M( 216 ). Se observó que la citotoxicidad de los linfocitos

aparecia a los dos dias post infección con VSM-Maün cuando el tumor no era

clínicamente detectable. Los animales portadores de tumor tenian linfocitos
muypoco activos. No hay aün explicación para la falta de reactividad de los lin­
focitos de huéspedes portadores de tumor, pero para explicar este fenómenose
han sugerido dos posibilidades. Unaes que todos los linfocitos reactivos estén
agregados en el tumor ( 257 ). La segunda, es que los linfocitos estén inactiva­
dos por una sobrecarga antigénica pues estos tumores liberan virus ( 90 ).

En un trabajo reciente, se han caracterizado las subpoblaciones
de células linfoides para estudiar más especificamente su actividad en la res­
puesta inmune a sarcoma de Moloney ( 217 ). Se observó que lo linfocitos B y T

tenian muy poca actividad si se tomaban del animal infectado con VSM-Men el

momentodel pico del crecimiento del sarcoma primario. Nuevamente surgió como

explicación de este fenómenolas posibilidades mencionadas en el párafo anterior.

La población de linfocitos T pareció tener un pico de actividad
antes del desarrollo tumoral y luego de la regresión del mismo. Luego decaia
rápidamente al finalizar la regresión tumoral. El hecho de que las células T
fueran activas células efectoras citotóxicas no es sorprendente, ya que han sido
demostradas en sistemas de trasplante donde la inmunización se ha hecho a través
de barrera de histocompatibilidad mayor ( 50, 127 ). La respuesta de los linfoci­
tos B también comenzaba temprano luego de la infección con VSM-My se encontraba

deprimida al pico del crecimiento tumoral, comola actividad de los linfocitos T,
y luego aumentaba con la regresión tumoral, permaneciendo alta durante largo
tiempo. Estudios de ratones regresores demostraron que la actividad de los linfo­
citos inmunes in vitro " contra células portadoras de antígeno de virus de
leucemia murina era dependiente de los linfocitos B que interactuaban con anti­
cuerpo para efectuar la lisis de las células tumorales ( 219 ).

Experimentos recientes en ratones nude que son naturalmente

atimicos han demostrado que no hay reSpuesta contra tumores inducidos por VSM-M

( 66 ) en estos animales.Estos datos demuestran que son necesarias las células
T que provee el timo, para una efectiva respuesta antitumoral.
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1. INTRODUCCION

Propósito de nuestro trabajo

E1 propósito de nuestro trabajo de experimentación fue dobie.
Por una parte se intentó crear un modelo de vacunación contra 1eucemias murinas

tanto en sus formas exógenas ( ieucemias traspiantabies y primarias ) comoendó­

genas ( ieucemias espontáneas ). En segundo iugar, se deseaba ilegar a un concep­
to unificador acerca de ios diferentes ieucovirus que inducen 1a enfermedad en
e] ratón.

Comoya io hemos mencionado, no existia un modeio de referencia

para todos ios trabajos de inmunOprevenciónreaiizados ( ver capituio 5 de

1a parte A de este trabajo ). E1 modeio que se propuso con nuestro trabajo

era utiiizar e] virus de sarcoma de Moioney ( VSM-M), como inmunógeno activo

y ensayar su efectividad contra una serie de ieucemias exógenas ( trasplantabies
y primarias ) y 1uego contra ieucemias endógenas ( espontáneas ) pertenecientes
a 1a Sección Leucemia Experimenta] de 1a Academia Naciona] de Medicina .

E1 virus de] sarcoma de Moloney ( VSM-M) ha sido bien caracteri­

zado, y se ha reaiizado una descripción minuciosa de sus propiedades más impor­
tantes ( ver capituio 6 de 1a parte A de este trabajo ). Lo que ciaramente se
observa es que si bien no es posibie diferenciar este virus morfoiógicamente
de un virus ieucémico, presenta propiedades definidas que 10 diferencian.

Patoiógicamente es un virus que muestra un tropismo diferente que
ios virus 1eucémicos, ya que afecta preferentemente a1 müscuio y no a los teji­
dos hematopoyéticos. Esta diferencia es de suma importancia ya que usando virus
ieucémicos infecciosos o atenuados existe la posibiiidad a1 menos teórica que
1a vacuna desencadene 1a enfermedad.

Antigénicamente se ha observado que e] VSM-Npertenece a] grupo de
virus de ieucemia murina Friend, Moioneyy Rauscher, ya que induce ios antígenos

de este grupo ( FMR) en ias membranas ceiuiares de céiuias infectadas. También
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serológicamente se ha observado que existe gran similitud entre los antígenos
de la envoltura y otros componentes estructurales del VSM-My los virus leucé­

micos. Esto es comprensible pues, como se ha explicado, el virus de sarcoma
es un virus defectivo, que no puede replicarse por si sólo, y necesita de la
presencia de un virus leucémico para formar seudotipos, con las envolturas que
estos últimos aportan a los primeros. Se forman verdaderas mezclas fenotípicas
presentando el virus de sarcoma la antigenicidad que corresponde al virus de
leucemia que replica con éste.

Estudios serológicos del virus de sarcoma de Moloney, demostraron

la presencia de antígeno de Gross en el virión ( 89 ). La posibilidad que este
antígeno se exprese también en células infectadas por VSM-My forme parte del

antígeno de trasplante permitiría el uso del VSM-Mcomo inmunógeno no sólo
contra leucemias pertenecientes al grupo Friend-Moloney -Rauscher, sino
también contra leucemias del grupo Gross. Esto se consideró un dato de sumo

interés ya que las leucemias endógenas son Gross positivas y sería teóricamen­
te factible inmunizar a ratones contra las mismas utilizando el VSM-M.

Los tumores inducidos por VSM-Mson sarcomas de tejido muscular

que en ratones adultos crecen hasta alcanzar un tamaño considerable y luego
regresan completamente hasta dejar el animal sin signo de enfermedad y tumor

alguno. Es decir, es un tumor que desaparece espontáneamente. Comoya hemos vis­
to en el capítulo 6 de la parte A de este trabajo, el sarcoma de MolOneyes
un tumor muyestudiado tanto patologica como inmunologicamente.

Estas características tanto del VSM-Mcomode los sarcomas induci­

dos por este virus, hicieron pensar que se tenía un sistema bastante definido
respecto de varios parámetros, que podía ser utilizado comomodelo para estudios
extensos en inmunidad contra leucemias murinas.

Por otra parte ya hemos visto en el capítulo 3 de la parte A
de este trabajo, que los oncornavirus presentan una variabilidad grande inter
e intraespecífica. Esta variabilidad que se expresa molecularmenteen diferentes
aminoácidos en las proteinas estructurales de los viriones y antigénicamente
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en ios grupos serológicos ya definidos, nos hizo pensar que si bien pudiera
haber existido un antecesor vira] único, la evolución ha hecho diferenciar

subgrupos. Sin embargo estos subgrupos, diferenciabies por medio de técnicas
serológicas sofisticadas en algunos casos, podrían no reflejar antígenos de
grupo comunes en todos ios leucovirus murinos, relacionados de alguna manera
aün desconocida con e] antígeno tumoral específico de traspiante. Si esto
fuera así sería teoricamente posibie proteger contra todas ias 1eucemias
tanto exógenas y endógenas con una vacuna única.

Nuestro trabajo ha buscado por medio de 1a técnica de traspiante
in vivo contestar a este interrogante, de tanta importancia para 1a inmuno­

prevención de 1a ieucemia murina.

2. MATERIALES Y METODOS

a) Ratones

E1 estudio de vacunación contra ieucemias traspiantabies y prima­
rias se realizó con ratones de 1a cepa endocriada BaLBy Swiss provenientes

de ias colonias de producción de 1a Sección Leucemia Experimenta] de 1a Acade­
mia Naciona] de Medicina, donde se efectuaron estos experimentos.

Para e] estudio de inmunización contra 1eucemias espontáneas se
utilizaron ratones de ias cepas AkR, Swiss e híbridos F1 ( Swiss x AkR ).

Todos ios animaies tenían aproximadamente dos meses de edad a1

ser vacunados, utiiizándose ratones de ambossexos indistintamente, siempre que
fuera posibie su obtención de ias coionias de producción.Cada ratón fue indivi­
dualizado por Ias técnicas habituaies para hacer posibie su seguimiento en 105
estudios de larga duración.
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b) Virus leucémicos

Se describirán brevementelos diferentes virus utilizados.

Virus de leucemia de Friend ( VLM-F) : Este virus fue originalmente aislado

por Charlotte Friend ( 100 ). El sobrenadante de un centrifugado de carcinoma

de Ehrlich, inoculado en ratones recién nacidos de la cepa Swiss llevó al desa­
rrollo de una marcada esplenomegalia en el lapso de dos semanas. Aproximadamente

el 85%de los ratones inoculados enfermaron en un periodo de 15 a 100 dias. Ini­

cialmente se mantuvo a esta leucemia por pasajes celulares pero se observó que
filtrados esplénicos de los animales leucémicos resultaban igualmente activos.
El tipo de neoplasia producida por el virus de leucemia de Friend es una leuce­
mia eritroblástica o eritroleucemia. Macroscópicamentelos animales leucémicos
presentan una gran esplenomegalia con escaso o ningún compromiso de los ganglios
linfáticos.

Aparentemente las preparaciones comunmentedenominadas como virus

de leucemia de Friend, están constituidas por dos componentes: el virus formador
de focos esplénicos ( spleen focus forming virus: SFFV) y el virus de leucemia

linfática ( lymphatic leukemia virus : LLV). El SFFVes un virus defectivo

que no puede completar su replicación sin la presencia de LLV,sirviendo este
último como helper (230 ).

El VLM-Futilizado en este trabajo se obtuvo de la American Type

Culture Collection, Rockville, Md. U.S A. , perteneciendo al lote 245 N°5.

Virus de leucemia de Rauscher (VLM-R): Este virus leucémico fue aislado por
el Dr. Rauscher en 1962 ( 293 ) de ratones BaLB/c tratados c0n un tumor asciti­

co, obtenido de la cepa murina Swiss. La enfermedad inducida por el virus de
Rauscher tiene dos caracteristicas principales: puede inducir en ratones sucepti­
bles una eritroblastosis, o en otras condiciones leucemia linfática, incluyendo
linfosarcomas timicos y generalizados. Es notable la gran hepatoesplenomegalia
que se observa durante el desarrollo de la enfermedad ( 142 ).

El VLM-Rutilizado en este trabajo también provino de la American
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Type Culture Collection, Rockville, Md. U.S.A., perteneciendo al lote N°1.

Virus de leucemia de Moloney ( VLM-M): Este virus leucémico fue aislado por

Moloney en 1959 ( 259a ) de un tumor anaplástico conocido, el sarcoma 37,

originado en ratones endocriados de la cepa A/LNy mantenido por pasajes su­

cesivos en ratones de la linea BaLB/c. Es necesario hacer resaltar que el virus
de Moloneyno estaba relacionado etiológicamente con el sarcoma 37, sino que
se propagaba con este tumor comoun virus " pasajero ", sirviendo la neoplasia
comomedio favorable para su replicación.

Extractos acelulares del sarcoma 37, preparados por centrifugación
diferencia], sola o combinadacon filtración, indujeron leucemia linfática ge­
neralizada en el 100%de los animales de la cepa BaLB/c. Estudios posteriores

tendientes a investigar la especificidad del virus en relación a la edad, cepa
y especie del hué5ped, demostraron que el virus es altamente patógeno para ratones
tanto recién nacidos comoadultos y que no presenta especificidad de cepa, habién-,
dose probado su patogenicidad en otras cepas murinas con resultados positivos.

El VLM-Mutilizado en este trabajo se obtuvo de sobrenadantes de

cultivo de tejido de células 3T3 infectadas con VLM-M,provistas por la Dra.
Fortuna Saal, Centre Hayem,Hopital Saint Louis, Paris, Francia.

Virus de leucemia de Precerutti-Law ( VLM-PLLV/T2): Este virus fue descubierto

por el Dr Precerutti en 1963. Inicialmente era un virus de latencia larga, pero
repiques sucesivos en ratones BaLB/c han producido una variante PLLV/T2( tras­
plante 2 ) caracterizada por producir esplenomegalia masiva de corta latencia,
aproximadamente 30 dias. En la mayoria de los ratones inoculados se observa un
linfoma esplénico, sin compromisoneoplásico del timo o ganglios. Se lo ha defi­
nido recientemente comoun linfoma inmunoblástico, siendo actualmente objeto de

intenso estudio en la Sección Leucemia Experimental, por el Dr. Julio Correa (62).

El VLM-Mutilizado en este trabajo se obtuvo de un preparado reali­

zado por el Dr. Julio Correa, quien originalmente recibió la leucemia PLLV/T2de
manosdel Dr. Precerutti.
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Virus de la leucemia H179 A ( VLM-H179A ): Este virus fue aislado por medio

de extractos acelulares de una leucemia aparecida en una hembra BaLB/c de dos me­

ses de edad, 17 dias luego de haber sido inoculada con material leucémico de ra-.
tón AkR( 272 ). Esta leucemia es de corta latencia, aproximadamente 30 dias,

y se mantiene por pasaje acelular en la Sección Leucemia Experimental.

Virus de la leucemia de Gross ( VLM-G): Este virus fue el primer virus de leu­

cemia murina aislado. Originalmente el descubrimiento fue hecho por Gross ( 135 ),
inoculando ratones de la cepa C3Hcon filtrados de leucemias de ratones AkR. Muy

importante resultó el desarrollo por Gross ( 137 ) de un filtrado de virus leucé­
mico activo y estable, el pasaje A , ya que filtrados de diferentes leucemias
murinas presentaban potencia variable. Este filtrado, al ser inoculado en rato­
nes C3Hde menos de 7 dias de edad induce leucemia linfocitica en el 95 % de los

ratones, con una latencia de 2 a 3 meses ( 138 ).

Se ha efectuado una descripción minuciosa del pasaje A en el capi­
tulo 2 de la parte A de este trabajo.

El VLM-Gutilizado en este trabajo se obtuvo de la American Type

Culture Collection, Rockville, Md. U.S.A. perteneciendo al lote 2 D.

c) Leucemias trasplantables

En el laboratorio de la Sección de Leucemia Experimental se origina­
ron con el curos de los años numerosas leucemias a partir de los más diversos
estímulos en ratones de la cepa BaLB/c ( 271 ). Asi en el banco de leucemias
se poseen aquellas inducidas por radiación, células de tumor de Burkitt, mate­
rial neoplásico humano,material leucémico AkR, metilcolantreno y leucemias
espontáneas.

De algunas de estas leucemias se han podido aislar filtrados con
actividad viral, por medio del uso del ensayo de oncogenicidad " in vivo , que
emplea ratones recién nacidos comobioensayo sunnnmnte sensible para la presencia
de virus oncogénico.
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Así de la leucemia PLLV,originalmente cedida por el Dr Precerutti,
a la Sección LeucemiaExperimental, se ha aislado un filtrado con actividad viral
que se denominó PLLV/T2. También de la leucemia denominada H 179 se ha aislado
un virus.

Sin embargoexisten algunas leucemias trasplantables donde el
resultado en el ensayo de oncogenicidad " in vivo " era invariablemente negati­
vo ( 17 ). Estas leucemias eran sumamenteinteresantes pues poseían el caracter
maligno sin la aparente expresión de partículas virales infecciosas. Resultaba
interesante estudiar la posibilidad de que el antígeno de trasplante de las mis­
mas fuera susceptible a un protocolo de protección que empleara el VSM-M.Esto
permitiría distinguir si el mismoestaría constituido por proteinas virales
estructurales. Este punto está siendo actualmente estudiado por otros investi­
gadores ( 303 ) en modelos diferentes.

Leucemia H 110: Esta leucemia fue inducida como resultado de trabajos iniciados

en la Sección Leucemia Experimental en busca de un factor etiológico de las leu­

cemias humanas ( 271 ). El material humano fue inoculado en ratones por la vía
intraesplénica. Una hembra BaLB/c de tres meses de edad inoculada con material
humano, desarrolló leucemia de corta latencia a los 37 días de inoculada. El ma­

terial humanoprovenía de la biopsia ganglionar de un caso de hemocitoblastoma.

32 con el de

la irradiación en la cepa BaLB/c, un número de ratones fue sometido a los efec­
tos de diferentes dosis de rayos X. La irradiación se llevó a cabo en el Depar­
tamento de Radiobiología de la Comisión Nacional de Energía Atómica. Las leuce­
mias que se obtuvieron fueron de larga latencia. En el caso de la denominada
R 14, esta apareció en una hembra BaLB/c a los 10 meses de haber recibido 3

dosis semanales de 150 R iniciadas a los 2 meses de edad. Se caracterizaba por
un gran timoma además de una intensa infiltración de los órganos abdominales (271)

Leucemia P 277: Esta leucemia de trasplante celular fue cedida por el Dr Prece­

rutti a la Sección Leucemia Experimental. Originalmente fue inducida en ratones
inoculados con virus de la leucemia de Moloney ( 271 ).
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d) Leucemia espontánea

El interés de tener modelos de leucemia espontánea de alta y baja
incidencia en el ratón, nos llevó a utilizar las cepas AkRy BaLB/c, respectiva­
mente.

La cepa AkR, comoya se ha indicado en el capitulo 2 de la parte

A de este trabajo, presenta una incidencia del 85%de leucemia espontánea al
año de edad. Este valor no es siempre constante hallándose variaciones en los di­
ferentes laboratorios. Sin embargo, el trabajo con esta cepa es sumamentedificul­
toso, debido a la baja fecundidad que presentan estos ratones en nuestro labora­
torio. Por ello debimos recurrir al cruzamiento con ratones Swiss, para producir
un ratón F1 ( Swissx AkR ), mucho más vigoroso y fácil de criar. Estos ratones

presentan una incidencia aproximada del 30%de leucemia espontánea al año de

edad ( 246 ), dato que se confirmó en nuestro trabajo.

La cepa BaLB/c , ha sido empleada por otros investigadores por consi-,

derarse que representa un modelo excelente de neoplasia espontánea comola que
debe ocurrir en el hombre. Presenta bajos niveles de expresión de virus tipo C y
antígenos virales, y una incidencia de leucemia espontánea alrededor del 15 al
22%, también variable según los laboratorios ( 197 ). Evidentemente que el poder
proteger contra esta leucemia espontánea tendria proyecciones muyimportantes en
el desarrollo de protocolos de protección contra la leucemia humana.

e) Preparación y titulación del virus de sarcoma de Moloney

Para la preparación de un stock de virus de sarcoma de Moloney se

procedió según una modificación de la técnica de Moloney ( 279 ). Una partida

de VSM-Mde pasaje, originada en el lote SVR-P166( cedida gentilmente por el

Dr. K.E. Hellstrom, University of Washington, Seattle, U S.A. ) se inoculó en
ratones BaLB/crecién nacidos. Los sarcomas originados a partir de este inóculo

se procesaron de la siguiente manera. Se extirparon del ratón esterilmente, cortán'
dose el tumor en pequeños trozos en una caja de Petri. Posteriormente se agregó
una solución de PBSconteniendo los antiibiótiocos estreptomicina y penicilina.
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Se agregó la misma hasta una cantidad aproximadamente de 1:10 peso / volumen.

Luego se homogeneizó todo el material en un homogenizador marca " Virtis “
modelo S 23.

Este homogenadose centrifugó en una centrífuga marca"Sorvall "

modelo RC2-Bcentrifugada; la primera centrifugación a 5000 RPMy la segunda

a 10.000 RPM, durante 15 y 20 minutos respectivamente. Luego cuidadosamente

los sobrenadantes fueron transferidos a ampollas de vidrio, en un volumende
1,5 ml por ampolla, y las mismas selladas herméticamente. Este sobrenadante acelu­

lar fue guardado en un banco de nitrógeno liquido a -179 °C hasta su utilización
posterior, constituyendo el " stock " experimental.

La titulación del virus de sarcoma de Moloney se realizó mediante

una técnica in vivo calculándose el titulo de la preparación por la técnica
del punto final, aplicando el método de Reed y Muench ( 294 ). Se hicieron tam­

bién ensayos para titular a la partida de virus de sarcoma de Moloneypor el
método de gradación ( 34 ). Para la titulación de punto final se utilizaron rato­
nes BaLB/c de dos meses de edad, machos y hembras, como asi también ratones re­
cién nacidos. El objeto era observar si habia diferencias en el titulo debido a
las diferentes edades de los ratones receptores. Se realizaron diluciones seriadas
del material congelado perteneciente al " stock ", considerando comodilución
l0'1 al material de las ampollas. Se efectuó la dilución c0n PBSfrio más estrepto­
micina y penicilina. Los ratones fueron inoculados por la via intramuscular, reci­
biendo los recién nacidos 0,05 ml cada uno, y los ratones adultos 0,2 ml. El pe­
riodo de observación fue de 35 dias, luego de lo cual se dio por terminado el ex­

perimento. El titulo se expresó como dosis tumoral 50 % por ml ( DTSO/ml ).

La titulación del virus de sarcoma de Moloney por el método de

gradación, se basa en el uso del tiempo de latencia hasta la aparición de los sar­
comas inducidos por este virus, comoparámetro para comparar las diferentes pre­
paraci0nes virales. Se toma comopresencia de tumor la aparición de tumores que
arbitrariamente llamamos de grado 1: es una tumefacción en el lugar de la primo­
inoculación. Se grafica la inversa del tiempo que tarda en aparecer un tumor
de grado 1 ( l/T ) en función de las diluciones de virus realizadas.
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f) Preparación y titulación de virus de leucemia murina

Las diferentes partidas de virus de leucemia murina utilizadas du­
rante el desarrollo de los experimentos fueron procesadas y tituladas de manera
similar.

Bazos de leucemias trasplantables inducidas con estos virus eran
homogeneizadas por medio de homogenizadores de vidrio con el agregado de PBS frio

y estreptomicina y penicilina. Luego el homogenadoera centrifugado comose hizo
con el homogenadode sarcomas inducidos por el virus de Moloney. El filtrado
acelular era cuidadosamente fraccionado en ampollas de vidrio y guardado en nitró­
geno liquido hasta su posterior utilización para la titulación y los experimentos.

La titulación de los virus de leucemia murina se puede efectuar
" in vitro o " in vivo ". Para la titulación in vitro existe un ensayo
sumamentesensible denominado " test XC", que permite cuantificar los virus

de leucemia murina por su capacidad de formar sincicios a una linea de células
de rata ( 305 ). Sin embargo, si bien estos ensayos son sumamente sensibles y per­
miten obtener un alto grado de precisión cuantitativa, se estimó necesario utili­
zar un ensayo in vivo ", ya que interesaba saber con la mejor precisión posible
el poder leucemógenode las preparaciones, no necesariamente reflejado por los
ensayos XC. Estos ensayos " in vivo " necesitan de un periodo algo prolongado de
observación. Se efectuó la titulación de las preparaciones de virus de leucemia
murina por la la técnica del punto final, calculándose el titulo por el método
de Reed y Muench ( 294 ).

Se utilizaron ratones BaLB/cadultos, de la edad que tendrian en
los experimentos, aproximadamente 3 meses, y de ambos sexos. Se realizaron dilu­
ciones seriadas del material congelado, considerando comolO-1 el material del
banco. Los ratones fueron inoculados con 0,1 ml intraperitonealmente. El lapso
de observación fue de 50 dias en general. Se expresó el titulo obtenido en dosis

letales 50 % por ml ( DL50 / ml ).

1
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g) Preparación y titulación de leucemias trasplantables

Las leucemias de trasplante se mantienen " in vivo ", realizando

pasaje de células leucémicas cada 7 a 14 dias aproximadamente. De esta manera

se han podido mantener líneas celulares durante años. Actualmente es posible
congelar dichas células leucémicas mediante una técnica sencilla, en uso en el
laboratorio de la Sección de Leucemia Experimental. Esta técnica permite guardar
células leucémicas viables en ampollas herméticas en nitrógeno líquido.

Para nuestro trabajo se descongelaron las leucemias R 14, H 110 y
P 277. Una vez demostrada la actividad leucemógena de las células descongeladas,

mediante pasaje de las mismasa ratones adultos, se estableció una linea trasplan­
table para el uso en estos experimentos. Estas lineas se mantuvieron por pasaje
semanal.

Para titular a estas leucemias se utilizó un método " in vivo " de

uso rutinario en el laboratorio. Para ello se tomó un bazo de un ratón leucémico, .

que se extirpó esterilmente y se cortó en pequeños trozos sobre una gaza estéril
apoyada sobre un pequeño vaso de precipitados. Luego se baño a los trocitos con
solución de PBScon estreptomiciona y penicilina fría, hasta lograr el pasaje
de la mayor cantidad de material. Este se recogió esterilmente y se procedió al
cálculo del númerode células de la suspensión celular obtenida.

Se tomó una alicuota de 0,1 ml de la suspensión celular y se mez­

cló con 0,9 ml de un colorante vital ( trypan blue ). Esta mezcla se agitó bien

y luego se colocó una gota de la suspensión en una cámara Neubauer cuentaglóbulos.
Se contaron la cantidad de células viables ( no teñidas ). Si existían más de un
10 % de células teñidas, se repetía la operación. Asi aplicando una fórmula sen­
cilla se calculaba la cantidad de células viables por ml de suspensión original.

, . 5 .
Numero de celulas = y x 10 celulas/ ml

dónde y es el número promedio de varios campos contados al microscopio. Esta téc­
nica debe repetirse varias veces con la mismasuspensión celular, para disminuirse
los errores al mínimo.
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Una vez hallada la cantidad de células de una suspensión de leuce­
mia murina se procedia a titularla, ya que interesaba ello para los trabajos
de inmunoprevención. Se hacian diluciones seriadas de la suspensión original
con una solución de PBSmás penicilina y estreptomicina frio. Estas diluciones

se debian hacer con el máximo de cuidado cambiando cada vez de pipeta y agitan­

do bien los tubos. Luego se tomaba la dilución apropiada y se inoculaba 0,2 ml

en cada ratón. Se fijaba un periodo de observación de 25 dias. Se computaban

las muertes por leucemia durante ese periodo. El titulo expresado en dosis le­

tales 50 por ml ( DLSO/ml), no era más que la cantidad de células que mataban
un 50%de ratones dentro del plazo considerado.

Aqui debe aclararse, que las leucemias celulares son Sumamentele­
tales en brevisimo tiempo, con cantidades bajas de células inoculadas. Esto cons­
tituye una gran complicaCión, ya que este método como todo nétodo que necesita
una gran dilución de particulas, presenta un error elevado. Por ello las titu­
laciones deben repetirse varias veces y se deben utilizar varios animales por
dilución.

h) Determinación del protocolo de vacunación

Experimentos preliminares habian demostrado que el virus de sarcoma
de Moloney Cuando era inoculado por la via intramuscular, inducia tumores que
alcanzaban un gran crecimiento, pero que luego regresaban dejando inmune al ratón.
Sin embargo, en un porcentaje variable segün la potencia del inóculo utilizado,
se producian recurrencias que mataban a los ratones 2 a 3 meses luego de la

primoinoculación ( 247 ).

Conel objeto de estudiar una via alternativa de inoculación que
atenuara el efecto a largo plazo del virus de sarcoma de Moloney, se efectuaron
posteriormente a la titulación de la partida de virus de sarcoma de Moloneyunos
experimentos donde comparativamente se estudió una serie de parámetros experimen­
tales. Para ello se inocularon un número considerable de ratones BaLB/ccon dosis

seriadas de virus de sarcoma de Moloneyestudiándose el efecto del porcentaje de
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toma, iatencia, sobrevida y tamaño de] tumor primario, tanto en ios ratones
inoculados subcutáneamente como intramuscuiarmente.

Estos resuitados permitieron conciuir cua] era 1a via y dosis más
adecuada para ios experimentos de inmunoprevención.

i) E1 protocoio experimenta] de inmunoprevención

Tanto para ios estudios con 1eucemias traspiantabies y primarias,
como para con las 1eucemias eSpontáneas se trabajó con un mismo protocoio
( gráfico 1 ).

Se tomaron lotes de 40 ratones BaLB/c, de anbos sexos, de 1 a

2 meses de edad. Es importante 1a edad de ios ratones, ya que se ha observado

que 1a sensibiiidad a 1a infección con virus de sarcoma de Moïoney declina

rápidamente entre e] nacimiento y ias 4 semans de vida de] ratón ( 34, 86, 90,

277 ). Estos ratones se asignaron a1 azar a los grupos experimenta] y contro].

E1 iote de ratones de] grupo experimenta] fue vacunado con 0,2 m1

de virus de sarcoma de Moioney por via subcutánea en e] dorso de] anima]. No

se utiiizó por ios resuitados haiiados a1 comparar esta via con 1a via subcutánea,
1a via intramuscuiar. La inoculación por via subcutánea inducïa e] crecimiento
de sarcoma iocaiizados, que no alcanzaban tanto tamaño como en e] músculo de 1a

pata y que regresaban en poco dias.

E1 iote de ratones de] grupo controifue inocuiado con 0,2 m1 de

una preparación efectuada a partir de múscuio de ratones BaLB/c normaies. Este
materia] se procesó simuitáneamente con 1a preparación de ios fiitrados de
virus de sarcoma de Moioney. Este contro] permitió poder descartar como inespeci­
fica 1a inmunización de] anima] por virus de sarconn de Moioney.

Los ratones eran observados un mes y todo aque] que presentaba

tumores que no regresaban era eliminado de] experimento. Debe agregarse que 1a
cantidad de ratones con tumores progresores observados a1 inocuiar por via



83

subcutánea era minima.

Comoya se ha descrito en el capitulo 6 de la parte A de este

trabajo, está bastante bien definida la respuesta inmunológica del ratón BaLB/c
luego de la inoculación de virus de sarcoma de Moloney infeccioso. Se ha visto

que dicha respuesta tiene un máximoalrededor de los 10 dias luego de la primo­
inoculación, descendiendo luego a niveles normales alrededor de los 25 a 30 dias.

Con el objeto de mantener alta la respuesta secundaria se consideró
conveniente volver a desafiar a estos ratones con una segunda inoculación de
virus de sarcoma de Moloney a los 30 o 40 dias luego de la primoinoculación.

Estos ratones eran luego destinados a los estudios de inmunoprevención de leuce­
mias.

La inoculación de leucemias trasplantables o primarias se efectuaba
aproximadamente 30 dias luego de la inoculación de la dosis refuerzo. Los anima­
les tenian aproximadamente 4 meses de edad. En los resultados se indicará la dosis
utilizada en cada caso. La observación de los ratones se efectuó durante 18 me­

ses o más en los diferentes experimentos.

En los experimentos de prevención de leucemias espontáneas de las
cepas BaLB/c y los híbridos F1 Swiss x AkR, luego de la segunda inoculación se

observaron a los ratones durante un lapso mayor a los 18 meses.

j) Evaluación

En los experimentos de protección contra leucemias primarias, tras­
plantables y espontáneas se efectuó un control periódico de los ratones, revi­
sándose cuidadosamente a los mismosy sacrificando al que presentaba signos ine­

quivocos de enfermedad.

Comoparámetro para la presencia de leucemia se observaba la pre­

sencia de bazo palpable, y al autopsiarse de esplenomegalia, timomas o ganglios
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( axilares, inguina]es,mesentéricos ) grandes.

sE] cáiculo de 1a significación estadistica de los resuitados se rea­
1izó utiiizando los " test " estadísticos de X2 ( chi-cuadrado ), e] test " T "
de Student, y e] Mann Whitney.

3. RESULTADOS

(i) Experimentos preliminares

a) Tituiación de] virus de sarcoma de Moioney

Los resuitados de una tituiación de] materia] congeiado se presen­
ta en 1a tabia 7. Se ha desarroiiado extensamente e] manejo numérico de] cálculo

de] tituio según e] método de Reed y Muench ( 294 ) para e] caso de ratones

recién nacidos BaLB/c , dejándose indicado para los ratones aduitos de dos meses

de 1a misnn cepa. Comose observa, 105 recién nacidos presentan una mayor sen­

sibiiidad que 10s aduitos frente a una mismapreparación, pero por cáicuio 1a di­
ferencia no resulta ser suficiente para dar una variación significativa en e] ti­
tuio expresado en dosis tumoraies 50%en un lapso de observación de 35 dias.

Resuita importante para aigunos experimentos poder re1acionar e] ti­
tuio de una determinada preparación con e] tiempo de iatencia de ios sarcoma
inducidos por e] virus de sarcoma de Moioney. Para e110 se tituió 1a misma parti­

da utiiizada para caicuiar el tituio anterior por medio de un método de gradación
desarrolïado por Blumenschein y Moioney ( 34 ).

Los datos se expresan en 1a tabia 8 y se graficaron según 1a meto­

dologia indicada en e] gráfico 2 . Comose observa, a mayores di1uciones 1a apa­
rición de sarcomas presenta una mayor dispersión en cuanto a1 tiempo de 1atencia,
si bien en todos Ios casos 1a incidencia fina] fue mayor de] 50%en 1as di1uciones
reaïizadas. La dosis menosdiïuidas fueron utiiizadas en Ios experimentos ya que
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presentaban mayor uniformidad en cuanto a la inducción de sarcomas en los anima­
les inoculados.

b) Titulación de los virus de leucemia murina

Debe ser aclarado que de todos los virus de leucemia murina emplea­
dos en este trabajo, el virus de leucemia de Moloneyy el virus de leucemia de

Gross, no se titularon in vivo , por inducir esplenomegalia y muerte a muy
largo plazo en ratones inoculados. En los experimentos en que se utilizaron estos
virus se emplearon dosis masivas de filtrados preparados según la técnica ya des­
cripta.

Los virus de leucemia murina, virus de leucemia de Rauscher, virus

de leucemia de Friend, virus de leucemia H179A, y virus de leucemia PLLV/T2, in­

ducen leucemias en un lapso más breve y son más susceptibles de ser titulados
in vivo . A modode ejemplo, se muestra la titulación del virus de leucemia

PLLV/T2( tabla 9). Titulos de diferentes preparaciones se calcularon por el
método de Reed y Muench. En la tabla 10 se han indicado los titulos de las otras

preparaciones de virus de leucemia utilizadas en los experimentos.

c) Titulación de las leucemias trasplantables celulares

Comoya se ha explicado en materiales y métodos, las leucemias
de trasplante son sumamenteletales, aún a dosis bajas de células. Por ello gene­
ralmente no se titulan en cantidades logaritmicas de células sino con rangos
diferentes. A titulo de ejemplo en la tabla 11 se indica la titulación de una
de las leucemias utilizadas en este trabajo, la leucemia P 277. Comose obser­
va en un lapso muy breve, cantidades sumamentereducidas de células son letales
en un alto porcentaje de ratones BaLB/c.

Tambiénse han indicado en la tabla 12 el resultado de la titulaciór

de otras dos leucemias trasplantables, la H 110 y la R 14 , que se usaron en los

experimentos. Los datos indicados son los promedios de un gran número de ensayos
de titulaciónes.
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d) Experimentos para determinar el protocolo experimental

Comose ha explicado, interesaba estudiar el comportamiento del
virus de sarcoma de Moloneyal inocularlo por la via intramuscular, como también
por la via subcutánea.

Comose observa en la tabla 13, los ratones BaLB/c inoculados

con una dosis de virus de sarcoma de Moloney con un titulo de 1,5 x 105 DTSO/ml
tanto por la via subcutánea comointramuscular, tuvieron un comportamiento dife­
rente respecto al porcentaje de ratones que efectivamente mostraron tumor macros­
cópicamente visible dentro de un lapso de 35 dias. En general, por la via subcu­
tánea se inducian menos tumores.

Por otra parte, se efectuaron observaciones acerca del crecimiento

de los sarcomasen los animales ( gráfico g_). Claramente se apreció que los
tumores inducidos por la misma dosis subcutaneamente adquirieron un tamaño con­

siderablemente menor que en los ratones inoculados intramuscularmente. Por otra
parte la regresión de los tumores también era considerablemente más rápida en

aquellos ratones que fueron inoculados subcutaneamente, siendo de un 100%la

regresión en todas las diluciones ensayadas.

Por último, interesó la sobrevida de los ratones inoculados con este

protocolo ( tabla ;5_). A los 35 dias de observación la via Subcutánea mostró
un 100%de sobrevida en todas las diluciones contra un 90 y 66%para las dilucio­
nes 10'1 y 10'2 de la via intramuscular. Comoen los experimentos de inmunopreven­
ción se pensaba en estudios de sobrevida,interesaba saber si el efecto de la va­
cunación de por si causaba muerte a largo plazo. Comose observa en los 97 dias

de observación de los ratones, el grupo inoculado subcutaneamente mostró casi
un 100%de sobrevida. En el caso de grupo inoculado intramuscularmente la sobre­

vida fue pobre salvo en el grupo inoculado con una dosis 10'4 de esta preparación.

Comoparámetro necesario para poder correlacionar los datos hallados
con la respuesta inmunológica del ratón a un desafio posterior con una leucemia,
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se consideró necesario estudiar la inmunidad que los ratones habian adquirido
con las diferentes inoculaciones tanto por via intramuscular comopor via subcu­
tánea. Para ello se desafió a los animales sobreviviente con 0,1 ml de una dilu­

ción 10'1 de la preparación " stock " por via intramuscular. Comocontroles se
utilizaron ratones de la edad de los sobrevivientes, de 5 meses de edad y ratones
más jóvenes ( 1 a 2 meses de edad ). Los resultados del desafío se observan en la

tabla 15. Se observa claramente que en todos los casos, los ratones inmunizados

con dosis altas ( -1, -2 y -3 ) estaban inmunes al virus de sarcoma de Moloney,

aün cuando se los desafió hasta tres meses después de la primo-inoculación. Esta
inmunidad era baja en los animales inmunizados con diluciones mayores de la par­

tida de virus de sarcoma de Moloney. La actividad de la preparación utilizada que-'
daba demostrada por la respuesta positiva de los controles .

Del conjunto de los datos presentados, que consideraron tanto positi­
vidad de respuesta tumoral, tiempo de latencia del tumor primario, tamaño del
sarcoma inducido, sobrevida y por último estado inmune, resultó claro que para
nuestro protocolo la via subcutánea era preferible en la inmunización con virus
de sarcoma de Moloney infeccioso. El hecho de que nuestra partida de virus de

sarcoma de Moloney fuera letal en los rat0nes BaLB/c podria deberse a la cepa
original utilizada. Otros investigadores, han observado comportamientos sumamen­
te variables con otras cepas de virus de sarcoma de Moloney ( 220 ).

(ii) Inmunoprevención de leucemias murinas primarias

a) Inmunoprevención de la leucemia primaria de Moloney

Ya se ha detallado el protocolo experimental utilizado comoaSi
también las caracteristicas principales del virus de leucemia de Moloney ( VLM-M)

Los ratones BaLB/c inoculados con 0,5 ml intraperitonealmente de un
filtrado de leucemia de Moloney fueron cuidadosamente observados durante 86 dias.
Comoya se ha explicado la letalidad de este virus en ratones adultos es sumamen­
te variable, por lo cual se decidió sacrificar al lote experimental y control y
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observar el efecto de la vacunación mediante el peso de los bazos de los ratones

sacrificados. Los datos se han indicado en el gráfico 4. Comose observa los
pesos de los bazos de los ratones inmunizados con virus de sarcoma de Moloney,

se concentran más alrededor de una media que se aproxima al peso normal de los

bazos de estos ratones; en cambio, los ratones controles muestran mayor disper­
sión, con muchos bazos con franca esplenomegalia leucémica. La diferencia entre las

medias de ambos grupos es significativa. Utilizando el test " U " de MannWhitney

el valor p es = a 0,2, mientras que en el test " T " de Student es 0,01<IJ<(L02.

En conclusión, se pudo demostrar claramente una fuerte protección

con este protocolo empleando el virus de sarcoma de Moloney como inmunógeno

contra el desarrollo de leucemia inducida por el virus de leucemia de Moloney. El

estudio histológico de los bazos de ambos grupos fue realizado por el Dr. Ruben
P. Laguens de la Universidad de La Plata, quién confirmó la ausencia de bazos leu­

cémicos en el grupo de ratones inmunes, mientras que los bazos pertenecientes
al grupo control, por encima de los 185 g eran claramente leucémicos.

b) Inmunoprevención de la leucemia primaria de Rauscher

Comose ha indicado en la tabla 10, se utilizó un preparación de

virus de leucemia de Rauscher ( VLM-R) con un titulo de 3,7 x 102 DL50/ ml
para desafiar a los ratones inmunizados con virus de sarcoma de Moloney. Cada

ratón fue inoculado con 0,2 ml de una dilución 10-2 de esta preparación. Comose

observa en el gráfico 5 se estudió a los dos grupos de ratones desafiados con
VLM-Rpor más de 358 dias ( 1 año ). La máxima diferencia en cuanto a la sobrevi­

da se observó durante los primeros 120 dias ( 4 meses ), ya que entonces el grupo
inmunizado con virus de sarcoma de Moloney ( grupo experimental ) presentaba un

82%de sobrevida, y el grupo control apenas un 19%. Esta diferencia fue evaluada

por el test de X2 siendo altamente significativa ( p< 0,001 )

Sin embargo, como se observa en el gráfico 5, la observación prolon­
gada de estos dos grupos, mostró una mortalidad progresiva siendo especialmente
notable en el grupo experimental. Al cabo de 369 dias de observación sobrevivian
4/17 ratones experimentales ( 23 % ) y sólo 2/21 ratones controles ( 9 % ). Estu-.
diados en la autopsia los ratones sobrevivientes no presentaban signos macroscópi­
cos de leucemia.
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E1 estudio de 1as causas de muerte de los ratones de ambos grupos

durante e] curso de 105 experimentos se indica en 1a tabla 16. Se observa

que los ratones de] grupo experimenta], 5610 presentaron 2 casos de Ieucemia
macroscópicamente detectabie, mientras que los controïes presentaron 18 casos.
Por otra parte se observaron 2 casos de recurrencias de tumores en Ios rato­
nes inmunizados con virus de sarcoma de Moioney. Lo que llamó 1a atención fue­

ron 1os 9 casos de muertes entre los regresores por otras causas, hecho que

se observó en otros experimentos. En ninguno de estos casos se observaron 1eu­
cemias o tumores recurrentes.

En conciusión, quedó bien cïaro que e] protocoio experimenta]
utiïizado demostró proteger a ratones BaLB/cfuertemente en una primer etapa
contra e] desarro110 de 1eucemia primaria inducida por e] virus de 1eucemia
de Rauscher.

c) Inmunoprevención de 1a 1eucemia primaria de Friend

Con e] objeto de prevenir 1a 1eucemia primaria de Friend se inmu­

nizaron ratones con virus de sarcoma de Moloneyy se desafiaron con una prepa­

ración de virus de 1eucemia de Friend ( VLM-F) con un titulo de 5 x 102 DLSO/ml.
Cada ratón, tanto de] grupo experimenta] como de] grupo contro] recibió 0,2 m]
de una dilución 1/500 de] stock de VLM-FintraperitoneaImente.

Este experimento se observó durante 169 días. Comose observa

en e] gráfico 6 a1 cabo de este periodo 1a sobrevida era de airededor de un
33%para ambos grupos, sobreviviendo 7/21 ratones experimenta1es y 7/23 ratones
controïes, 33%y 30%respectivamente. Estudiados en 1a autopsia 10s ratones so­
brevivientes no presentaban signos macroscópicos de 1eucemia en e] grupo experi­
menta], mientras que en e] grupo contro] sólo un ratón presentaba esp1enome­
gaïia evidente de un tota] de 7 autopsiados.

Haciendo un cómputo de 1a espïenomegalia detectada por païpación

a los 32 dias ïuego de] desafio con VLM-F,datos que se indican en 1a tab1a 17

se observó que 5/20 ( 25% ) de ratones experimentaies presentaban bazos tipo
4 cruces, contra 16/23 ( 69 % ) de los controies. Esta diferencia fue altamen­
te significativa evaluada por e] test de X2 ( p4< 0,001 ).
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El estudio de las causas de muerte de los ratones de ambos gru­
pos durante el plazo de observación del experimento se indica en la tabla 18.
Se observa que los ratones experimentales presentaron 7 casos de leucemia detec­
tada macroscópicamente contra 18 en los controles. También en este caso los ra­

tones experimentales murieron por recurrencias ( 1 ratón ) y por causas distin­
tas a la leucemia.

Resulta claro que los ratones inmunizados con virus de sarcoma de

Moloney pueden ser protegidos contra la inducción de leucemia primaria por el
VLM-F.Sin embargo el efecto protector resulta atemperado por el hecho de obser­

varse muertes en el grupo inmunizado con virus de sarcoma de Moloney no atribui­

bles en principio a la leucemia de origen fe VLM-F.

d) Inmunoprevención de la leucemia primaria de Gross

Con el objeto de inmunizar contra la leucemia primaria de Gross

se preparó un grupo de ratones experimentales y controles de la cepa Swiss,
de manera similar a la usada en los experimentos anteriores. Se los desafio
con una preparación de virus de leucemia de Gross ( VLM-G) preparada según

la técnica ya desarrollada. Cada ratón Swiss de 3 meses de edad recibió

un volumen de 0,2 ml de este preparado de VLM-Gintraperitonealmente.

Este experimento se observó por 296 dias. Comose observa en el

gráfico 7, al cabo de este periodo la sobrevida era de un 45 %para el grupo ex­
perimental ( 9/20 ) mientras que sólo de un 31%para el grupo control ( 7/22 ).

Se autopsiaron los ratones de ambos grupos que presentaban franca
esplenomegalia palpable. En la tabla 19 se observa que mientras los bazos del
grupo experimental tipo 4 cruces tenian una latencia menor a los 3 meses, en el
grupo control los bazos tipo 4 cruces eran de latencias de 3 a 9 meses. El estu­
dio patológico de los muertos en el curso del experimento reveló macroscópica­
mente la presencia de 4 leucemias francas y seis probables en el grupo experimen­
tal, mientras que 6 leucemias y tres probables en el grupo control ( tabla 20 ).
Por otra parte no se observó un sarcoma recurrente en los ratones inmunizados
con virus de sarcoma de Moloney.
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En conciusión, no se pudo demostrar inmunidad protectora en ios

ratones Swiss inmunizados con virus de sarcoma de Moioney contra VLM-Gpor

este método. Más bien se observó una aceleración de 1a aparición de 1eucemias

en ios ratones inmunizados con virus de sarcoma de Moioney. Fue notable que se

pudieran obtener 1eucemias de Gross primarias en aduïtos Swiss, ya que este hecho
es sumamente infrecuente ( 17 ), y podria deberse a un tituio elevado de VLM-G

de 1a preparación utiiizada.

e) Inmunoprevención de 1a leucemia primaria de PLLV-T2

Para este estudio se desafiaron ratones BaLB/c inmunizados con

virus de sarcoma de Moioney como ya se ha indicado, con una preparación de

virus de 1eucemia murina PLLV/T2 con un tituio de 5,1 x 103 DLSO/mi . Cada ratón
de los grupos experimenta] y contro] recibió intraperitoneaimente un volumen de
0,2 m1 de una dilución 10-3 de esta preparación.

Comose observa en e] gráfico 8 ei experimento se observó durante
369 dias. A 10s 130 dias posteriores a1 desafio con virus de ieucemia PLLV/T2

sobrevivian un 68%de 10s ratones experimentaies, contra ninguno de 10s controles.

Esta diferencia era evidentemente significativa, evaluada por e] test de X
( p< 0,001 ) . Todos ios ratones controies murieron con un cuadro tipico de ieuce­
mia PLLV-T2. A1 cabo de un años ( 365 dias ) sobrevivian aün 6/19 ratones de] gru­

po experimenta] ( 32 % ). Por 10 tanto se pudo conciuir que en este caso e] efec­
to protector de 1a vacunación era muy fuerte. También en este experimento se ob­
servó una ietaiidad progresiva en e] grupo experimenta].

En 1a tabia 21 se indican ias observaciones sobre 1a sobrevida de

ios ratones BaLB/c tanto de] grupo contro] como de] experimenta]. Comose obser­

va c1aramente, mientras que en e] grupo contro] se desarroiiaron 18/18 (100 Z )

de leucemias en un piazo menor a 10s 130 dias, en e] grupo experimenta] 1a morta­
lidad observada se debió en 5/19 ( 26 % ) a 1eucemias detectadas. Quizás los ra­

tones con espienomegalia y gangïios detectabies 4/19 ( 21 % ), e1eve aigo e]

número de casos de 1eucemia haïiados en este grupo, pero siempre en un pïazo

que se extendió a 10s 369 dias.
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En concïusión, los datos observados permiten afirmar que e]
virus de sarcoma de Moioney induce una fuerte protección contra 1a inducción

de 1eucemia primaria por e] virus de 1eucemia murina PLLV/T2.

f) Inmunoprevención de 1a 1eucemia primaria de H179A

Para nuestro estudio se desafiaron ratones BaLB/cadu1tos de

3 meses de edad, inmunizados con virus de sarcoma de Moloney , c0n una prepara­

ción de virus de leucemia murina H179A con un tituïo de 5 x 104 DL 0 /m1
Cada ratón de los grupos experimenta] y contro] recibió 0,2 m1 intraperitoneaïmen­
te de una di1ución 10-3 de esta preparación. .

Comose observa en e] oráfico 9 e] experimento se observó durante

137 dias.A1 cabo de este tiempo sobrevivian 7/14 ( 50% ) ratones de] grupo

experimenta], y ningün ratón de] grupo contro]. E1 momentode máxima protección

contra la inducción de 1eucemia primaria por e] virus de 1eucemia murina H179A

se evidenció a los 46 dias de 1a primoinocuïación; en ese momentosobrevivian
11/14 ratones de] grupo experimenta], mientras que todos Ios ratones controïes

( 20/20 ) habian muerto de 1eucemia primaria inducida por VLM-H179A. Esta di­

ferencia era estadísticamente significativa, evaïuada por e] test de X2siendo
p <: 0,001.

La sobrevida de 105 ratones de] grupo experimenta] fue observada
y los datos se indican en 1a tabia 22. A1 dia 137 los ratones experimentales
se autopsiaron y se estudiaron macroscópicamente. Comse observa, mientras que

e] grupo contro] presentó un 100%de ieucemias ( 20/20 ) en un p1azo menor de

46 dias, en e] grupo inmunizado sóïo se detectaron 3 1eucemias evidentes y dos
probables. Hubo además 3 ratones muertos por otras causas, asi como también una
recurrencia de sarcoma.

En concïusión estos datos permiten afirmar, que e] virus de sarcoma
de Moloney induce una fuerte protección contra 1a Ieucemia primaria inducida por
e] virus de 1eucemia murina H179A.
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( iii ) Inmunoprevenciónde leucemias trasplantables

a) Inmunoprevención de la leucemia trasplantable H 110

Interesaba estudiar la efectividad del protocolo experimental
de vacunación con virus de sarc0ma de Moloney contra el trasplante de leucemias

de pasaje de diverso origen del laboratorio de la Sección de Leucemia Experimental.
En primer lugar se estudió la leucemia H110, de inducción con material humano.

Se desafiaron ratones BaLB/cadultos,inmunizados con virus de

sarcoma de Moloney, con la leucemia H110, recibiendo cada ratón del grupo

experimental y control 400 células en un volumen de 0,2 ml por via intraperi­
toneal. Los ratones fueron observados diariamente.

Este experimento fue observado durante 165 dias. En el gráfico 10
se observa que a los 13 dias postdesafio el 95%de los ratones experimentales
sobrevivian contra sólo 47%de los controles. Esta diferencia era estadísticamen­

te significativa evaluada con el test de X2 ( p <- 0,001 ) . Si bien existió
una diferencia significativa entre experimentales y controles entre los 10 y 20
dias, ésta fue disminuyendo por una mortalidad progresiva en el grupo experimen­
tal.

Los ratones experimentales sobrevivientes fueron todos autopsiados
al dia 165 postdesafio ( tabla 23 ). Comose observa, mientras que en el grupo
control se presentaron leucemias tipicas H110en 19/21 ratones en un plazo breve,
en los ratones del grupo experimental se observaron sólo 10 leucemias y 3 leuce­
mias probables en un lapso mucho mayor.

En conclusión, podemosafirmar que la vacunación con virus de sarco­

ma de Moloneyprotegería contra el desafio con leucemia trasplantable H110, pero
que dicha protección es de carácter transitorio.
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b) Inmunoprevención de la leucemia transplantable R 14

Se estudió la posibilidad de inmunoprevenir la leucemia de pasaje
R 14, inducida originalmente pOr dosis de rayos X en una hembra BaLB/c de diez
meses de edad.

Para ello, empleandoel protocolo experimental ya descripto, se desa­
fiaron ratones BaLB/c adultos inmunizados con virus de sarcoma de Moloney y

controles normales con 1000 células de leucemia R 14, en un volumen de 0,2 ml

por via intraperitoneal. Los ratones fueron observados diariamente.

Este experimento fue observado por 102 dias. A los 44 dias post­
desafio con células de leucemia R 14, sobrevivian 12/17 ratones inmunizados con

virus de sarcoma de Moloney ( 70 % ), mientras que sólo 6/16 ratones controles

( 37%) ( ver gráfico 11 ). Esta diferencia era estadísticamente significativa
evaluada por el test de X2 ( p 1: 0,001 ) .Sin embargo a medida que progresaba

el experimento muchosde los ratones del grupo experimental fallecieron por otras
causas y no de leucemia. Comose observa en la tabla 24, en el grupo experimen­

tal aparecieron sólo 5 leucemias, mientras que hicieron lo propio 10 en los ra­
tones controles.

En conclusión, podemosafirmar que la vacunación con virus de sar­
coma de Moloney protege contra la leucemia de pasaje R 14, pero que este efecto
es de carácter transitorio, ya que a los 102 dias sólo sobrevivieron un 6%de los
ratones experimentales.

c) Inmunoprevención de la leucemia trasplantable P 277

En este caso se estudió el efecto de la vacunación sobre una leu­

cemia de pasaje originada por el virus de leucemia de Moloney, pero que era nega­
tiva a la presencia de virus infeccioso detectado por el ensayo de oncogenicidad
" in vivo ". Era importante ver la posibilidad de prevenir una leucemia donde
estuviera reducido al minimola expresión de componentes estructurales de los
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virus leucémicos.

Se utilizó el mismoprotocolo de vacunación que en los experimentos
anteriores. Se desafiaron a los ratOnes BaLB/cde los grupos experimental y

control con 250 células en un primer experimento y con 14 células en un segundo
intento. En ambos casos este nümero de células fue inoculado en un volumen de

0,2 ml por via intraperitoneal.

En ambos experimentos los resultados obtenidos fueron negativos.
Debido a la gran letalidad de la leucemia P277 tanto los ratones experimentales
como los controles presentaban un 100%de leucemia en un lapso muy breve, de

8 a 10 dias, y luego morian todos los ratones alrededor del dia 14 postinocula­

ción del desafio. Por esta razón fue imposible ver un posible efecto protector
de la inmunización con el virus de sarcoma de Moloney, ya que la rápida progre­

sión de esta leucemia equiparaba el efecto en experimentales y controles
( tabla 25 ).

En conclusión, la vacunación de ratones BaLB/c con virus de

sarcoma de Moloney no pareció proteger contra la inducción de leucemia de

pasaje P 277.

( iii ) Inmunoprevención de leucemias espontáneas

a) Efecto de la primoinoculación de virus de SaPCOHBde Moloney sobre la

incidencia de leucemia espontánea en la cepa BaLB/c

Ya se ha explicado que los ratones de la cepa BaLB/c presentan una

incidencia baja de leucemia espontánea ( alrededor del 15%), y por ello resul­
tan un modelo interesante para los estudios de prevención de cáncer espontáneo.
Si se demostrara que la leucemia es causada también por un virus en el hombre,
la baja incidencia de la enfermedad en nuestra especie permitirá aprovechar
todos los estudios que se hayan hecho en otras especies comoel ratón, tratando
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de prevenir la leucemia donde la misma también es de baja incidencia.

El protocolo experimental utilizado ya se ha desarrollado, y bási­
camente no difiere del utilizado para los estudios de prevención de leucemias
primarias y trasplantables. Sin embargo, en este caso por tratarse de prevenir
leucemias espontáneas que en esta cepa aparecen recién alrededor de los 18 meses
se inmunizaron los ratones con 3 dosis, una a los 3 meses, otra a los 4 meses

y medio y una última a los 9 meses de edad. Se observaron los animales con inter­
valos de 7 a 10 dias.

Se ha indicado gráficamente la sobrevida de los ratones BaLB/cobser-'

vados durante más de 500 dias ( gráfico 12 ). Comose observa los ratones del
grupo que recibió la inmunización con virus de sarcoma de Moloney - grupo expe­

rimental - sufrió una mortalidad progresiva más rápida que los ratones que
no recibieron más que un extracto acelular de músculo y tejidos normales de ra­

tones BaLB/c. Lo más notable que surgió del análisis de las muertes progresivas
en el gupo experimental, es que las mismas en un 55% ( 20/36 muertes observadas )

se sucedieron entre los 300 y 370 dias de edad, coincidiendo con los 30 dias
posteriores a la tercera dosis de refuerzo de virus de sarc0ma de Moloney
inoculada en estos ratones. Másadelante en la discusión analizaremos las posi­
bles causas de este fenómeno, que de por si diezmó progresivamente a este gru­
po.

En la tabla 26 se ha indicado suscintamente las observaciones de.
la sobrevida de estos animales durante 504 dias. Mientras que en el grupo expe­
rimental aparecieron 4 leucemias, sólo se observó una en el grupo control. Con
dos de las leucemias aparecidas en el grupo experimental se prepararon extractos
acelulares, que inoculados subcutáneamente indujeron tumores en ratones BaLB/c
recién nacidos. Quedó pues la duda si las leucemias observadas en los ratones
inmunizados con virus de sarcoma de Moloney - grupo experimental - no eran real­
mente reticulosarcomas producto de las interacciones particulares del complejo
virus de sarcoma - virus de leucemia de Moloney.
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Se detectaron muchos ratones con espienomegalia en este grupo (14/47), que fa11e­
cieron luego sin ser autopsiados. Un grupo considerabies de ratones tanto en
e] grupo experimenta] comoen e] grupo contro] falleció, sin detectarse 1a causa
de su muerte. A] respecto debe ser ac1arado, que en experimentos de tan 1arga

duración Ios ratones de experimentación sueien sufrir enfermedades comoectrome­
lia, puïmonia, y otras que afectan entonces 1a sobrevida. En todos ios casos de
muertes por otras causas, no se pudieron palpar bazos, ni gangïios agrandados, que
hicieran suponer una muerte por 1eucemia. Si se descartan estos ratones en ambos

grupos ( experimenta] y contro] ) , resulta más c1aro aún que en e] grupo experi­

menta] ha habido una activación de 1a 1eucemogénesis, que se ha reveiado con una

muerte más ace1erada de ios ratones de este grupo.

En conciusión, con e] protocoïo utilizado, no se ha podido prevenir

1a 1eucemia espontánea en 1a cepa BaLB/c ya que muy pocos ratones alcanzaron e]
período de aparición de leucemias espontáneas ( 18 meses de vida aproximadamente )

comopara hacer una observación con significación estadistica.

b) Efecto de 1a primoinocuïación de virus de sarcoma de M010neysobre 1a inciden­

cia de ieucemia espontánea en e] hibrido F1 Swiss x AkR

Comoen e] experimento anterior interesaba estudiar 1a efectividad
de] protocoio de vacunación que utilizaba e] virus de sarcoma de Moloney contra

ias 1eucemias espontáneas en cepas murinas de aita incidencia de leucemia. Para
e110 se utilizó un hibrido entre ratones Swiss y AkR, ya que estos úitimos son
dificiies de criar en cantidades grandes. E1 hibrido no tiene una incidencia
tan e1evada de 1eucemia espontánea como 1a cepa AkR, pero ori11a en un 35 % a 105
18 meses de edad.

E1 protocoio de vacunación utilizado no difirió mayormentede] indica­
do para ios otros estudios. Sin embargo en este caso se decidió vacunar a 105 ra­
tones experinentales con una sóla dosis subcutánea de virus de sarcoma de M010­

ney, no efectuándose una dosis refuerzo. Se estinmba de esta manera poder reducir
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la incidencia de posibles recurrencias comose observara en los estudios con

la cepa BaLB/c. Este efecto se logró, y se indica en el gráfico 13. La sobre­
vida de estos ratones fue observada durante 588 dias ( más de 1 1/2 años ). Como
se aprecia de la curva no parece haber habido diferencias sustanciales en el rit­
mo de mortalidad entre el grupo control y el experimental. Al cabo de los 588
dias, cuando se dio por terminado el experimento sobrevivian un 9%de ratones

en el grupo experimental y un 19%en el grupo control.

Unestudio sobre las causas de mortalidad durante este lapso en
los dos grupos indicó que en el grupo experimental se observaron 10 leucemias

( 23% ), mientras que en el grupo control 11 ( 27% ) ( tabla 27 ). También

como sucediera en el experimento con los ratones BaLB/c un número de ratones fa­

llecieron por causas ajenas al experimento. Se observaron unos pocos casos de
tumores sólidos en los ratones inmunizados con virus de sarcoma de Moloney - gru­

po experimental - 2/42 ( 5 % ).

Si bien no existia una diferencia en cuanto a la incidencia de leu­

cemias espontáneas en los grupos control y experimental, si se observó una dife­

rencia en cuanto a la latencia de las mismas. En el gráfico 14 hemos graficado
el total de leucemicas aparecidas en función del mes de vida de los ratones en

el momentode su aparición. Surge claramente una diferencia en cuanto a la velo­
cidad de aparición de las leucemias en el grupo experimental, respecto de los
controles respectivos. Esta diferencia es estadísticamente significativa entre
el 11y 13 mes de vida de los ratones, evaluada por medio del test de X2 ,

( 0,014<p<í0,02 ).

En conclusión, con el protocolo de vacunación ensayado, no se ha
podido prevenir la aparición de leucemias espontáneas en los ratones F1 Swiss x
AkR. Se observó en cambio un adelanto significativo en el ritmo de aparición de
leucemias espontáneas en los ratones vacunados con virus de sarcoma de Moloney.
Por otra parte, se logró con el protocolo de vacunación modificado, disminuir los
efectos secundarios debidos al protocolo mismoque inducian mortalidad en los
ratones a largo plazo. permitiendo observar la incidencia de leucemia espontánea
en ratones inmunizados con virus de sarcoma de Moloney.
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4. DISCUSION y CONCLUSIONES

Nuestro trabajo experimental tenia un propósito doble. En primer lugar
nos interesaba estudiar un protocolo de vacunación contra diversos tipos de leucemias
murinas experimentales: primarias, trasplantables y eSpontáneas que se encuentran en
la Sección de Leucemia Experimental de la Academia Nacional de Medicina. En segundo

lugar, intentábamos aportar datos para la interrelación de virus leucémicos murinos,
basados principalmente en la caracterización del antígeno de trasplante especifico,
que sólo es posible realizar mediante experimentos in vivo " de trasplante.

Con reSpecto al primer objetivo, se efectuó primeramente un estudio ex­

haustivo de los antecedentes existentes. Undefecto subyacente en todos los trabajos
de inmunoprevención que fueron consultados era que los mismos presentaban un protoco­

lo de inmunización determinado intuitivamente, sin la realización de estudios empiri­
cos definidos, usando comocriterio final y único sobre la efectividad del método usa­
do, el hecho que hubiera o no crecimiento tumoral en el ratón desafiado y que su vida

se prolongara.

Los trabajos de inmunoprevención estudiados muestran una gran gama de

experimentos que se han concentrado en un protocolo determinado de vacunación contra

un sólo tipo de leucemia. En un caso el objetivo han sido las leucemias singeneicas
de trasplante ( 205, 336, 311, 9, 273, 125, 206, 88, 249, 253, 252, 369, 126, 278,
327, 303 ). En otros experimentos el objetivo fueron las leucemias primarias inducidas
por virus leucémicos exógenos ( 95, 248, 15, 258, 373, 372, 245, 250, 182, 184, 45,

169, 197, 167, 166 ) o las leucemias espontáneas ( 167, 166, 176b, 326, 119 ). Sólo

se han publicado unos pocos trabajos d0nde se han hecho estudios extensivos con el
miSmoprotocolo tanto a leucemias trasplantables comoa leucemias primarias, pero
en ningún caso con las leucemias espontáneas ( 101, 26 ). Por lo tanto hasta el pre­
sente momentono se ha podido llegar a un único protocolo para la prevención de las
leucemias murinas.

Se han hecho numerosos estudios de inmunoprevención de leucemia murina

pero sin un detenido análisis del efecto de dicho protocolo sobre al posterior so­
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brevida. Es evidente que esos estudios pueden no haber sido posibles en algunos
laboratorios por diversas razones, entre ellas, la dificultad de seguir la ob­
servación de ratones en condiciones óptimas durante largos periodos comolo re­
quieren estos trabajos. Pero estos estudios son de gran importancia, ya que como
hemos observado nosotros en nuestro trabajo, una leucemia rechazada en un primer
momento,no significa curación total de la enfermedad. Existe el peligro de recu­
rrencias o complicaciones diversas. Sólo se han encontrado unos pocos trabajos en
la literatura que dedican un poco de atención a este problema, con leucemias
trasplantables y primarias ( 252, 182, 45 ) y con leucemias espontáneas ( 167,
176a, 176b, 316, 326, 119 ).

En nuestro trabajo comenzamosestudiando un sistema, el virus del

sarcoma de Moloney, ya profusamente documentado en muchos y variados aspectos.

Nos interesó definirlo virológicamente e inmunológicamente. Por ello fue necesa­
rio en primer lugar definir una serie de parámetros experimentales por medio de
ensayos preliminares para asi lograr un protocolo de vacunación que nos permi­
tiera atenuar lo mejor posible, la patogenicidad residual del virus de sarcoma
de Moloney infeccioso, pero al mismo tiempo manteniendo elevada su capacidad inmu­
nizante.

Los estudios iniciales con el virus de sarcoma de Moloney ( VSM-M)

demostraron claramente que el primer problema que se debió superar fue el inhe­
rente al uso del VSM-Minfeccioso c0mo inmunógeno. Los trabajos preliminares

( 246 ) demostraron que la inoculación por via intramuscular del VSM-Men ratones

de la cepa BaLB/c inducia sarcomas que crecian y regresaban dentro de un lapso
de 25 a 28 dias postinoculación. Sin embargo, dentro de los 120 dias postinocu­
lación se observaban recurrencias de sarcomas en diversos sitios alejados del
lugar de la primoinoculación: higado, diafragma, bazo, etc., que ocasionaban
un 50%de mortalidad en los ratones. Este hecho también fue obserado por otros

investigadores que utilizaron la via subcutánea-intramuscular para estudios con
VSM-M ( 321 ).

En este trabajo se ha demostrado claramente que este problema se
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podía superar utilizando para la vacunación, la vía subcutánea que reducía
a un mínimo el porcentaje de recidivas de sarcoma de Moloney, dentro de un

plazo de 120 días luego de la primoinoculación. Por otra parte, los tumores

inducidos por VSM-Minoculado subcutaneamente crecían mucho menos, y regresaban

más rápidamente que en aquellos ratones inoculados por vía intramuscular. Ade­
más la sobrevida de los ratones inoculados por esta vía era mayor que por la vía
intramuscular, dato que fue de suma importancia para los estudios contra la
leucemia espontánea. Por último, esta vía permitía adquirir una fuerte inmunidad
aün a dosis de virus de sarcoma de Moloney que no producían sarcomas detectables
macroscópicamente.

Es importante mencionar, que los VSM-Mdeben ser muy cuidadosanente

definidos, ya que diferentes partidas de VSM-M,pueden presentar comportamientos
biológicos y patológicos diferentes ( 220 ).

Es difícil avanzar una hipótesis que explique satisfactoriamente
el rol de atenuación de la vía subcutánea sobre el VSM-My la posterior incidencia
de recurrencias secuandarias. Otros investigadores observaron que utilizando la
vía intramuscular no se observaba correlación entre una menor cantidad de VSM-M

inoculado y una menor incidencia posterior de recidivas de sarcoma ( 321 ). La
cantidad de recidivas era casi la misma dentro de un plazo de observación de

159 días. Probablemente el hecho de que exista menor cantidad de tejido muscular
en el panículo subcutáneo del ratón, y que este virus tenga marcado tropismo
hacia este y no otro tejido, acompañadode una necesidad de reclutamiento de nue­
vas células para mantener la infección expliquen de alguna manera la menor leta­
lidad observada a corto plazo.

Los resultados que hemosobtenido con este trabajo demuestran la efec­
tividad del protocolo utilizado, ya que se observó significativa protección contra
la inducción de leucemias prinarias por virus ecotrópicos de leucemia murina.

En primer lugar se estudió la efectividad de nuestro protocolo contra
leucemias primarias inducidas por los virus de leucemia de Friend, Moloneyy Rau­
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scher. Estas leucemias han sido estudiadas por muchosotros laboratorios y
constituyen un modelo apropiado para ensayar la efectividad de nuevos proto­
colos de vacunación contral leucemias murinas.

Los ensayos positivos con nuestro protocolo contra estos virus
de leucemia murina, alentaron estudios contra otros virus que se mantienen
en la Sección de Leucemia Experimental de la Academia Nacional de Medicina.

Asi se estudió la inducción de protección contra las leucemias primarias indu­
cidas por los virus de leucemia murina PLLV/T2y H179A. También en estos casos

los resultados fueron positivos.

Sin embargo, a pesar de los datos serológicos de la presencia
de antígenos c0mpartidos entre el virus de leucemia de Gross y el VSM-M( 126,

89 ), no pudimoshallar protección significativa contra la inducción de leucemia
primaria por el virus de leucemia de Gross, utilizando ratones Swiss adultos.
Se observó sin embargoque a diferencia de lo hallado por otros investigadores
( 17 ), fue posible inducir leucemia de Gross inoculando ratones Swiss adultos,
probablemente debido al mayor titulo de nuestra preparación. Por otra parte
se observó una posible acción inductora de nuestro protocolo, ya que se regis­
traron leucemias con latencias considerablemente menores en los ratones inmuni­

zados con VSM-Mque en los controles respectivos.

Los estudios con leucemias de trasplante inducidas por diversos
métodos pertenecientes a la Sección de Leucemia Experimental, intentaron de­
terminar la efectividad de una vacuna viral contra leucemias, cuyas células
no poseen virus infeccioso detectable, utilizando para ello el ensayo altamen­
te sensible de oncogenicidad “ in vivo en ratones recién nacidos.

Los resultados obtenidos indicaron que en algunos casos fue posible
hallar protección significativa contra este tipo de leucemias celulares. La leu­
cemia H 110 y en menor grado la leucemia R 14 pudieron ser prevenidas con nues­

tro protocolo. La leucemia P 277 por demostrarse en estudios repetidos ( 246 )
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que era una leucemia sumamente letal y de veloz crecimiento, no pudo ser

prevenida con este protocolo. Esta última leucemia, resultó ser la única que
era antígeno de Gross negativa en ensayos de citotoxicidad " in vitro " ( 310 ).
La falta de expresión antigénica en la membranacelular, bien podría explicar
la falta de respuesta a nuestro protocolo de vacunación.

Los estudios de inmunización contra la leucemia espontánea de

los ratones BaLB/c y los híbridos F1 Swiss x AkRdemostraron complicaciones

debidas al comportamiento del seudotipo VSM-Ma largo plazo.

En los ratones BaLB/c inmunizados con repetidas dosis de VSM-Mse

observó una mortalidad mayor en los ratones inmunizados - grupo experimental­

que en los controles, particularmente acentuada luego de recibir la tercera dosis
refuerzo de VSM-Minfeccioso. Se pudo apreciar que un número considerable de

ratones inmunizados con VSM-Mdesarrollaban esplenomegalias y leucemias. Pudimos

demostrar la presencia de virus de sarcoma de Moloney en los bazos leucémicos

por inoculación intramuscular de extractos acelulares de estos órganos. Así se
confirmó la presencia residual de VSM-Men ratones inoculados anteriormente.

En los ratones F1 Swiss x AkRse logró reducir sustancialmente la

mortalidad debida a la inoculación de repetidas dosis refuerzo. Se inoculó a los
ratones con una única dosis como vacuna activa, ya que los ensayos previos ( 246 )

demostraron que una dosis ünica protegía adecuadamente a los ratones Swiss x AkR

por períodos prolongados. Si bien logramos de esta manera reducir la mortalidad
debido al posible accionar del VSM-Minfeccioso, se observó en este caso una
significativa disminución del tiempo de latencia de las leucemias de aparición
espontánea en estos híbridos entre el fly 13 mes de vida.

En general los resultados observados tanto con las leucemias prima­
rias y trasplantables, comocon las leucemias espontáneas demostraron que el uso
del virus VSM-Minfeccioso en estudios de sobrevida de larga duración como los
que aquí se realizaron, traían aparejado una mortalidad acumulada en los ratones
vacunados, superior a la de los controles correspondientes.
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Existirian varias posibles explicaciones para estos hechos. En pri­
mer lugar, se ha observado que las interacciones entre los virus de leucemia de
Friend , Moloney y Rauscher infecciosos con el virus de sarcoma de Moloney

in vivo , aumentan la oncogenicidad de este último ( 56, 367 ). Se formarian

nuevas mezclas fenotipicas entre el virus de leucemia inoculado primero y el vi­
rus de sarcoma inoculado posteriormente ( 54 ). Luego, se ha demostrado que en

ciertas cepas de ratones como la C 58 y la AkR, el VSM-Mformaría una mezcla

fenotipica con el virus de leucemia de Gross endógeno en estos ratones, producien­

do un nuevo seudotipo, el virus de sarcoma de Gross, que induciria sarcomas de

crecimiento progresivo y letal ( 53 ). No se excluiria la posibilidad de que
ademásde la mezcla fenotipica, existiera la posibilidad de adición de nueva
información genética que modificaria las propiedades biológicas y patogénicas
del nuevo seudotipo.

También se ha observado que una vez que se ha producido la regre­

sión de los sarcomas inducidos por el VSM-Mluego de la primoinoculación, el

virus permanece en el ratón en los órganos linfoides en forma de una infección

persistente controlada por el huéSped ( 124, 55 ). Ademásuna vez pasados los
6 meses de vida los ratones pueden volver a presentar sensibilidad a la oncogé­
nesis por VSM-M,pudiendo entonces reiniciarse el proceso oncogénico ( 277 ).
La resistencia que presentan los ratones jóvenes al VSM-M,se perdería con la
edad, llegando a ser al cabo de 2 a 3 años de vida similar a la del ratón recién
nacido.

Es también importante considerar el genotipo de los ratones utiliza­
dos comoresponsables en parte de los resultados hallados. Se ha observado que
mientras los ratones BaLB/cson altamente susceptibles a la oncogénesis por el
VSM-M,los ratones AkRy sus híbridos Swiss x AkR, son muy resistentes a la in­

ducción de tumores por este virus ( 59 ). Estudios posteriores pudieron deter­
minar la presencia de un gen dominante que regularia la susceptibilidad a la
oncogenicidad por VSM-M( 60 ).
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Por último, es importante mencionar la observación de activación de leucemia

espontánea que vimos en los ratones F1 Swiss x AkR. Este hecho no parece aisla­

do, ya que inoculando la proteina viral gp71 de virus de leucemia murina de Friend
en ratones C 57 y AkR, se pudo observar recientemente un fenómeno similar ( 176a,

176b ). Este hecho hablaria claramente de un mecanismo mediado por componentes

estructurales de los virus tipo C, independiente al menos en ese experimento de
la actividad genética del virus.

Este descubrimiento complica bastante el campo de la inmunoprevención

de las leucemias espontáneas, pues aparentemente nos estaria indicando que no es
suficiente la inactivación de la capacidad replicativa del virus inmunizante para
evitar la activación de virogenes endógenos.

El fenómeno de la activación de los virus leucémicos es actualmente

un área de la investigación sumamentepolémico. Se ha podido inducir los virus
leucémicos in vitro e in vivo " de variadas maneras, tanto por hormonas,

aqentes quimicos, reacciones inmunológicas o infecciones ( 162 )L También se ha

observado el fenómenode activación espontánea tanto en ratones generalmente vie­
jos, como " in vitro " luego de varios repiques. Los mecanismos intimos de este
proceso aún se desconocen, pero evidentemente una vez conocidos permitirán apor­
tar datos importantes para explicar el comportamiento de las vacunas a largo plazo.

El segundo objetivo de nuestro trabajo, era aportar datos para la
interrelación de los virus leucémicosbasados en la caracterización del antígeno de
trasplante por medio de técnicas in vivo . Comoya se ha desarrollado previa­
mente en la parte A de este trabajo, no está aún resuelto la estructura especifica
del antígeno de trasplante tumoral que interviene en el rechazo de tumores induci­
dos por oncornavirus. Es evidente que los componentesestructurales de los virus
tipo C juegan un rol en la estructura del antigeno especifico de trasplante tumoral,

. pero este rol no está aún bien delucidado ( 303 ).El hecho que en nuestro trabajo
hayamos podido encontrar protección con una vacuna viral contra leucemias que eran
virus negativas ( ensayadas por el bioensayo de oncogenicidad ” in vivo " ), nos
estaria indicando que en esos casos habria una expresión parcial del genomaviral
integrado en el ácido desoxiribonucleico celular, con expresión y producción de
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algunas proteinas estructurales de los oncornavirus. Estas se ubicarían en la
membranacelular formandoparte del antígeno específico de trasplante tumoral,
siendo entonces reconocidas por los componentes de la respuesta inmune generada
por el VSM-M.Resultados recientes en otros modelos similares dan apoyo a esta

hipótesis ( 27 ).

A esta mismaconclusión se ha llegado en otros trabajos recientes.
Así se ha logrado recientemente proteger ratones contra células tumorales libres
de virus infeccioso inmunizando previamente con células crónicamente infectadas

con virus tipo C murino ( 2 ). También se ha demostrado una posible interacción
entre la proteina viral gp71 de los oncornavirus y los antígenos de histocom­
patibilidad celulares ( 324 ).

Nuestros datos tomados en el contexto de los hallazgos realizados
por otros investigadores permiten afirmar que, utilizando la técnica de trasplan­
te " in vivo " de tumores, el antígeno específico de trasplante tumoral de las
leucemias inducidas por oncornavirus estaría formado por componentesestructura­
les del virión que le darían la especificidad antigénica ( grupo Friend-Moloney­
Rauscher ó Gross ). No posible delucidar por medio de esta técnica la naturaleza
molecular de este antígeno.

Por otra parte, no es posible excluir la presencia en el antígeno
específico de trasplante tumoral de antígenos comunesa los grupos Friend- Moloney
Rauscher y Gross, no revelables por medio de técnicas de trasplante pero sí por
métodos serológicos.

En conclusión, la técnica de trasplante in vivo permitiría afir­
mar que en el ratón los oncornavirus leucémicos formarían dos grupos separados
( Friend-Moloney-Rauscher y Gross ), a pesar que ensayos serológicos y molecula­
res presentados en la parte A de este trabajo indicarían que formarían un grupo
único con un antecesor comúnen el pasado reciente ( 122b ). Esta situación no
se reflejaría en la estructura del antígeno de trasplante tumoral en los ratones.
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No podemosconcluir esta tesis sin antes destacar la razón princi­
pal por la cual se llevó adelante este trabajo.

El mismo forma parte de un plan global sobre la " Inmunoprevención

de la leucemia murina ' que se viene desarrollando en la Sección Leucemia Expe­

rimental del Instituto de Investigaciones Hematológicas de la AcademiaNacional
de Medicina.

Nuestra hipótesis de trabajo es que la leucemia y por ende el
cáncer en el ratón y presumiblemente en el hombre deben su etiología a un virus.

Este virus una vez aislado puede ser utilizado para fabricar vacunas. Todo nues­
tro trabajo apunta a este fin, y si bien el objetivo final es la cura total de la
leucemia humana, entendemos que la forma de lograr esta meta puede ser trabajando

con ese objetivo pero con otras especies comoel ratón.

En este trabajo hemosestudiado un protocolo único contra leucemias
primarias, trasplantables y espontáneas murinas. Hemostenido éxito e inconvenien­
tes, pero el trabajo de tesis realizado nos permite decir que actualmente nos ha­
llamos más cerca de la prevención definitiva de la enfermedad en el ratón.

Es de esperar, que el aislamiento definitivo del responsable etio­
lógico de la enfermedad en el hombre permita fabricar vacunas aprovechando la
experiencia obtenida previniendo la enfermedad en otras especies, comoel caso
de la leucemia en el ratón.
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5) RESUMEN

Los primeros trabajos de inmunización contra el cáncer se re­

montan a principios del siglo. Desde entonces han habido innumerables intentos
de prevenir los distintos tipos de neoplasia experimentalmente, entre ellos la
leucemia murina.

Los trabajos de inmunoprevención de leucemias previos al presente
trabajo, han utilizado protocolos de inmunización sumamentevariables. En pocas
ocasiones se han efectuado estudios contra leucemias exógenas ( primarias y
trasplantables ) y endógenas ( espontáneas ) conjuntamente, y que efectuaran
un detenido análisis de la sobrevida final de los animales vacunados .

El propósito de nuestro trabajo fue doble. En primer lugar se estudió
un protocolo de vacunación que utilizaba el virus de sarcoma de Moloney ( VSM-M)

como inmunógenoactivo contra leucemias exógenas y endógenas pertenecientes a la
Sección Leucemia Experimental del Instituto de Investigaciones Hematológicas de
la Academia Nacional de Medicina. En segundo lugar, se deseaba aportar datos para
un concepto unificador de los diferentes leucovirus que inducen la leucemia mu­
rina a través de estudios de trasplante in vivo " que permiten caracterizar a
los antígenos tumorales especificos de trasplante.

El virus de sarcoma de Moloney y los sarcomas que induce han sido

muycaracterizados . La utilización del virus infeccioso comoinmunógenoactivo
y su inoculación por via intramuscular indujo la aparición de sarcomas recurren­
tes en diversas localizaciones varios meses después de la primoinoculación. Uti­
lizando la via subcutánea se pudo reducir a un minimo estas recurrencias, como
asi también observar sarcomas primarios menores de regresión más rápida, fuerte
inmunización contra desafíos posteriores con VSM-My una mayor sobrevida los
ratones inmunizados.

Las partidas de VSM-Mdeben ser cuidadosamente definidas ya que

pueden presentar comportamientos biológicos y patológicos diferentes.
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La utilización del VSM-Mcomo inmunógeno activo permitió proteger
contra las leucemias primarias inducidas por los virus de leucemia de Friend,
Moloneyy Rauscher, demostrando la efectividad del protocolo empleado. Posterior­
mente se lograron resultados positivos con los virus de leucemia PLLV/T2y H179A

pertenecientes a la Sección Leucemia Experimental.

No se pudo proteger con este protocolo contra la leucemia primaria
inducida por el virus de leucemia de Gross a pesar de existir datos serológicos
que indicarian la presencia de antígenos comunes entre este virus y el VSM-M.

Los estudios con las leucemias de trasplante inducidas por diversos
métodos pertenecientes a la Sección Leucemia Experimental y negativas a la presen­
cia de virus infeccioso por el ensayo de oncogenicidad " in vivo " arrojaron resul­
tados variables. La leucemia H 110 ( de inducción por material humano ) y la

R 14 ( de inducción por radiación ) pudieron ser prevenidas con este protocolo.
La leucemia P 277 ( de inducción con virus de leucemia de Moloney ) resultó en

cambio negativa a este protocolo en experimentos repetidos.

Por último el ensayo del protocolo contra la leucemia espontánea
de los ratones de las cepas BalB/c y los híbridos Swiss x AkRdemostró en ambos

casos una mortalidad aumentada en el grupo inmunizado con VSM-Mrespecto de los
controles. Por otra parte fue posible detectar un menor tiempo de latencia para
las leucemias espontáneas en los ratones Swiss x AkRvacunados con VSM-M,si bien

en número de las mismas que aparecieron en controles e inmunizados fue la misma
en 18 meses de observación.

En general los ratones vacunados con VSM-Minfeccioso por via subcutá­

nea contra la leucemia primaria, trasplantable y espontánea demostraron que a cor­
to plazo no habia mayores problemas que afectaran significativamente la sobrevida
producto del protocolo de vacunación utilizado. A largo plazo en cambio, los ra­
tones vacunados con VSM-Mpresentaban una mortalidad superior a los controles
respectivos.
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Existirian varias posibles explicaciones para este hecho: a) las
interacciones entre los virus de leucemia murina exógenos o endógenos con el
VSM-Mcreándose nuevos seudotipos con caracteristicas biológicas y patológicas
nuevas; b) una infección crónica persistente de VSM-Mque reapareceria más tarde

induciendo sarcomas en lugares distantes a la primoinoculación; c) una reaparición
de la sensibilidad a la oncogénesis por VSM-Mcon la mayor edad del ratón; d)

el genotipo del ratón vacunado y su relación con la resistencia a la oncogénesis
por VSM-M,y e) la activación de virogenes endógenos.

Todas estas posibilidades podrian actuar individualmente o en conjunto
y ser responsables de la mayor mortalidad observada a largo plazo en los ratones
vacunados con VSM-Minfeccioso.

También se ha intentado llegar a un concepto unificador de los leuco­
virus murinos caracterizando el antígeno tumoral específico de trasplante ( ATET)
por medio de los experimentos de inmunoprevención realizados en este trabajo.

Nuestras observaciones, tomadas en el contexto de las investigaciones
realizadas por otros autores, permiten concluir que el ATETinducido en el ratón
por los leucovirus murinos tendria probablemente en su estructura componentes
estructurales del virión que le proveeriande una especificidad antigénica FMR
( Friend-Moloney-Rauscher) o G ( Gross ).

En conclusión, en el ratón los oncornavirus leucémicos formarian

dos grupos separados ( FMRy G ), a pesar de los datos serológicos y moleculares
que indicarian que formarian un grupo único, posiblemente con un antecesor comün
en el pasado reciente.

qucfi/ ÚQ/rï’qála?
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TABLA7 : litulacíón del virus qe sarcoma de Moloney " in vivo " en ratones

BaLB/c recién nacidos y adu1tos de 2 meses.

RESPUESTA TUMORAL

Log de N°de respuestas + / % N°de respuestas + / %
diïución tota] inoculado tota] inocuïado

-1 12 / 12 100 12 / 12 100

-2 11 / 11 100 12 / 12 100

-3 11 / 11 100 12 / 12 100

-4 7 / 16 43 8 / 12 66

-5 0 / 12 0 0 / 12 0

-6 0 / 12 0 0 / 12 0

Cá1cu10de] título de 1a preparación viral pOr e] método de Reed y Muench ( para

ratones BaLB/c recién nacidos ).

Sumatoria Re1ación
Log de N°de respuestas + / R + R - R + R - R + / tot w %

diïución tota] inocuïado

-1 12 / 12 12 0 41 0 41 / 41 100

-2 11 / 11 11 0 29 O 29 / 29 100

-3 11 / 11 11 O 18 0 18 / 18 100

—4 7 / 16 7 9 7 9 7 / 16 43

-5 0 / 12 0 12 0 21 0 / 21 O

-6 0 / 12 0 12 0 33 0 / 33 0
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TABLA7: Continuación

Cáiculo de] tituio de 1a preparación viral por e] método de Reed y Muench

Manejo numérico

Log dosis tumora] ( DTSO)50% = - iog di] - ( distancia reïativa por factor
factor de di1ución )

= - 3 - ( 100 - 50/ 100 - 43 x 1 )

= - 3 - ( 50 / 57 )

= - 3 - 0,87

= - 3,87

iog DTSO = - 3,87

_ -3,87
DT50 — 10

. .. _ 3,87 _
Titulo de 1a preparac10n — 10 DTSO/ m1 ­

0, 05 m1

= 2 x 104'87 =

_ 5
— 1,5 x 10 DTSO/mi

E1 cálculo de] tituio para ios ratones BaLB/caduitos indicó:

Titulo de 1a preparación = 5 x 104’5 DT/m] = 1,5 x 105 DTSO/mi
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TABLA8: TituTación de] virus de sarcoma de Moloney " in vivo " en ratones

BaLB/c de dos meses de edad ( Método de gradación ).

RESPUESTA TUMORAL

Log de N° de respuestas + / Tiempo de Desviación
diTución tota] inocuTado Tatencia estandard ( s )

- 1 12 / 12 5 0.42

- 2 12 / 12 7 0.42

- 3 12 / 12 10 3.3

- 4 8 / 12 16 6.4

- 5 0 / 12 + 35 ­

- 6 0 / 12 + 35 ­

TABLA9 : TituTación de] virus de Teucemia murina PLLV/ T2 en ratones BaLBLg
de 3 meses de edad

Sumatoria Relación

Log de N° de muertos / R + R - R + R - R + / Tot %
diTución tota] inoculado

- 1 12 / 12 12 0 31 0 31 / 31 100

- 2 12 / 12 12 0 19 0 19 / 19 100

- 3 6 / 12 6 6 7 6 7 / 13 54

- 4 1 / 12 1 11 1 17 1 / 18 6

- 5 0 / 12 0 12 0 29 0 / 29 0

Tiempo de observación: 66 dias
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TABLA9 cont: Cálculo de] tituio por e] método de Reed y Muench

Manejo numérico:

Log dosis Ietai 50% ( DLSO) = - iog di] - ( dist. relativa por factor de
diiución )

= — 3 - ( 54 - 50 / 54 - 6 x 1 )

= - 3 - ( 4 / 48 )

iog DL50 = - 3,08
_ -3,08

DL50 - 10

. ., _ 3,08
Tituio de 1a preparac1on — 10 DLSO/ m1

0,05

= 103’08 x 5

= 5,1 x 1o3 0L50/ m1

TABLA10 : Titulos de otros virus de ieucemia murina

Virus de 1eucemia Titulo ( DL50/m1) Tiempo de observación
HEEÏEÉ- ( dias )

PLLV/T2 5,1 x 103 66

VLM-R 3,7 x 102 69

VLM-F 5 x 1o2 74

VLM-H179A 5 x 104 56

, NOTA:PLLV/T2 = virus de leucemia Precerutti-Law; VLM-R=virus de 1eucemia de

Rauscher; VLM-F=virus de 1eucemia de Friend; VLM-H179A=virus de leucemia

H179A .
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TABLA11: Titulación de 1a 1eucemia de trasplante P 277

Ratones: BaLB/c de 3 meses

Cantidad de
células

5

1

5

2,5

X

X

103

103

102

102

102

101

101

Tiemgo de observación: 20 dias

Dosis 1eta1 50% ( DL50) = 50 cé1u1

N° de muertos /
tota] inocuiado

12

12

as

\\\\\\\

12

12

12

12

12

12

12

100

100

100

100

100

50

16

TABLA12: Titulación de 1as leucemias trasgïantabïes

Leucemia murina Dosis 1eta1 50%

( DL5

80

100

0)

Tiemgo de observación

( dias )

19

25
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Respuesta tumora] de ratones BaLB/c inoculados c0n virus de sarcoma
de Mo1oneypor vía subcutánea e intramuscuïar

Edad de ratones: 2 mese

N° de respuestas + /
tota] inoculado

Log de
diïución

- 1 11 /

- 2 10 /

- 3 9 /

- 4 2 /

- 5 0 /

S

12

12

12

10

12

RESPUESTA TUMORAL

VIA SUBCUTANEA

%

91

83

75

20

VIA INTRAMUSCULAR

N°de respuestas + / %
tota] inocuïado

12 / 12 100

12 / 12 100

12 / 12 100

8 / 12 66

O / 12 0

TABLA14 : Sobrevida de ratones BaLB/c inoculados con virus de sarcoma de Moïoney

por vía intramuscular y subcutánea

VIA SUBCUTANEA*

Log de Días postinoculación
dilución

6 21 35 97

- 1 100 100 100 91

- 2 100 100 100 100

- 3 100 100 100 100

- 4 100 100 100 100

- 5 100 100 100 100

NOTA: ( * ) : Las cifras indicadas son % .

VIA INTRAMUSCULAR

Días postinocu1ación

6 21 35 97

100 100 90 30

100 100 66 16

100 100 100 70

100 100 100 100

100 100 100 100
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TABLA 15 : Desafío de ratones BaLB/c inmunizados con virus de sarcoma de

MoToneypor vía intramuscular y subcutánea

Tíemgo de observación: 35 días

RESPUESTA TUMORAL

VIA SUBCUTANEA VIA INTRAMUSCULAR CONTROLES

Log de N° de resp. + / % N° de resp. + / % A* B**
dilución tota] inoc. tota] inoc. Tot. % Tot. %

- 1 0 / 11 0 0 / 2 0 8 / 12 66 6 / 6 100

- 2 0 / 12 0 0 / 1 0

- 3 0 / 12 0 0 / 7 0

- 4 1 / 12 8 1 / 9 10

- 5 5 / 12 41 6 / 12 50

NOTA:( * ) ratones de 5 meses de edad

( ** ) ratones de 1 a 2 meses de edad

TABLA16: Observaciones sobre Ta sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados con

virus de sarcoma de MoTonevy desafiados con virus de Teucemía de Rauscher

Grugo exgerimenta] Grupo contro]

Leucémícos 2 18

NormaTes 4 3

Recurrencias 2 _

. Otras causas 9 ­

Sobrevivientes 4 / 17 ( 23 % ) 2 / 21 ( 9 % )

Lapso de observación: 369 días
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TABLA 17 : Esplenomegaiiagpalpabie'en ratones BaLB/c inmunizados con virus de
sarcoma de Moioney y desafiados con virus de ieucemia de Rauscher

Grugo exgerimentai Grugo contro]

Ratones con espienomegaiia / % Ratones con espienomegaiia / Z
tota]

16 / 20 25 16 / 23 69

Tiemgo de observación : 32 dias

TABLA 18 : Observaciones sobre 1a sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados con

virus de sarcoma de Moloney y desafiados con virus de 1eucemia Friend

Grugo exgerimenta] Grugo contro]

Leucémicos 7 18

Normaies 7 5

Recurrencias 1 ­

Otras causas 6 ­

Sobrevivientes 7 / 21 ( 33% ) 7 / 23 ( 30% )

Tiempo de observación: 169 dias
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TABLA19: Peso y Tatencia de bazos en ratones Swiss inmunizados con virus de sar­

coma de Moïoney y desafiados con virus de leucemia de Gross

Grugo exgerimenta] Grugo contro]

Peso bazo Latencia Peso bazo Latencia
mg dias mg Z dias )

1394 76 940 83

1010 76 730 181

904 76 680 127

658 76 650 153

410 296

TABLA20 : Observaciones sobre Ta sobrevida de ratones Swiss inmunizados con

virus de sarcoma de Moioney y desafiados con virus de Teucemia de Gross

Grugo experimenta] Grugo contro]

Leucémicos 4 6
*

Bazo y gangTio
panabTes, pero 6 3
no autopsiados
Normaies 6 8

Otras causas 3 5

Recurrencias 1 ­

NOTA:( * ) Ratones que faITecieron imprevistamente sin poder ser autopsiados,
pero con sintomas de eSpTenomegaTiay ganglios hiperplásicos.

Tiemgo de observación: 296 dias
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TABLA 21 : Observaciones sobre la sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados

con virus de sarcoma de Molongygvgdesafiados con virus PLLy/TZ

Grugo exgerimental Grugo control

Leucémicos 5 18

Bazo y gangTio panabTe,
pero no autopsiado 4 —

NormaTes 2 ­

Otras causas 5 ­

Recurrencias 3 _

Tiemgg de observación : 369 dias

NOTA:( * ) Animales que faTTecieron imprevistamente sin poderse autopsiar, pero
con esplenomegaTia y gangTios hiperpTásicos evidentes.

TABLA 22 : Observaciones sobre 1a sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados con

virus de sarcoma de Molonex y desafiados con virus de Teucemia H179 A

Grugo exgerimental Grugo contro]

Leucémicos 3 20

*Bazo y gangTio.panabTe, 2 _
pero no autop51ado

Normales 5 _

Otras causas 3 _

Recurrencias 1 _

Tiemgo de observación: 137 dias

NOTA: ( * ) Idema tabTa 22.
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TABLA23 : Observaciones sobre Ta sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados con virus

de sarcoma de MoToneyy desafiados con Teucemia de pasaje H 110

Leucémicos
*
Bazo y gangTio panabTe,
pero no autopsiados

NormaTes

Otras causas

Recurrencias

Tiempo de observación:

Grugo experimenta]

10

165 dias

Grugo contro]

19

NOTA: Los ratones faTTecieron imprevistamente sin poderse autopsiar, pero con es­
plenomegaTiay gangTios hiperplásicos.evidentes.

TABLA24 : Observaciones sobre Ta sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados con virus

de sarcoma de Moïoney y desafiados con Teucemia de pasaje R 14

Leucémicos
*
Bazo y gangTio panabTe,
pero no autopsiados.

Normales

Otras causas

Recurrencias

Tiempo de observación : 102 dias

Grugo exgerimenta]

5

Grugo contro]

10

NOTA;( * ) Los ratones faTTecieron imprevistamente sin poderse autopsiar pero con
esplenomegaTia y ganglios hiperpTásicos evidentes.
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TABLA 25 : Observación de sobrevida de ratones BaLB/c inmunizados con

.virus de sarcoma de MoToneyy desafiados con Teucemia de pasaje P 277

Grupo experimenta] Grupo contro]

Ratones Teucémicos muertos 19 / 19 20 / 20

Tiempo de observación : 14 dias

Dosis de céTuTas inocuTadas por ratón : 14 céTuTas / 0,2 m1 intraperitoneaT

TABLA26 : Observación de Ta incidencia de Teucemia espontánea en ratones

BaLB/c inmunizados con el virus de sarcoma de MoTonex

Grupo experimenta] Grupo contro]

Leucémicos 4 1

*Bazo y gangTio panabTe, 14 _
pero no autops1ados

Normales 11 27

Otras causas 18 22

Tumores varios - 1

Tiempo de observación : 504 días

NOTAg * ) : Los ratones faTTecieron súbitamente sin poderse autopsiar pero con
espTenomegaTiay ganglios hiperpTásicos evidentes.
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TABLA27 : Observación de 1a incidencia de leucemia espontánea en ratones
Swiss x AkR inmunizados con e] virus de sarcoma de Molonex

Grupo experimenta]

Leucémicos 10

Normaïes 21

Otras causas 9

Tumores sóïidos 2

Tiemgo de observación: 588 días

11

16

20

Grupo contro]
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GRAFICO1 : Protocolo para la inmunoprevención de leucemias murinas

,í
Día 0 Día 50 Día 80 Día 120 Día 130

Nacimiento VSM-M Refuerzo Desafío Observación
con VLM 4

INMUNIZADOS

Extractos
Normaïes

CONTROLES .ïï
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GRAFICO2 : Titulación de] virus de sarcoma de Molonex en ratones
BaLB/c de 2 meses

Dias

20 - -Límite 50 % respuesta

| [ l I I

-5 -4 -3 -2 -1 Log de di1ución
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GRAFICO3 : Crecimiento de] sarcoma de Moloney en ratones BaLB/c aduïtos

inoculados por via subcutánea e intramuscuiar

Via intramuscuiarVia subcutánea

CH] ' Cm

6 _ 12 _

' z ­ ‘\o
9 _ //67 ‘\\/ O . \

4 o// 0/\0\°\\:*\ o‘x“
6 ./ 0/ .\o \O .3- _ l, 0/ .\ \o

. l l o\o_
/ O O-‘°_°_ .

. \\\\ / go

// Eb . 3 —// 7) r‘/_ .‘\‘\o —o A . ______--­o/// \\ \°\ \ l / . ./,/' -o0 ‘ox«o-\ o o
I ' ñ I I I I u n u u y . 1

10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35
dias días

di1ución 10'1Referencias:

______ ____ diïución 10‘

_°_°_w_0_ dihmiü110'3

di1ución 10'4



Peso m9

800

500

450

400

350

300

250

200

150

100

GRAFICO4 : Inmungprevención de

127

1a 1eucgmia primaria de Molonez

INMUNIZADOS CONTROLES

Peso bazo normal“



128

GRAFICO5 : Inmunogrevencíón de 1a 1eucgmia primgria de Rauscher
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GRAFICO6: Inmunoprevención de 1a 1eucemia Qrimaría de Friend
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GRAFICO 7 : Inmunoprevención de 1a leucemia primaria de Gross
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GRAFICO8 : Inmunoprevención de 1a leucemia primaria de PLLV/ T2
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GRAFICO 9 : Inmunoprevención de 1a 1eucemía primaria de H 179 A
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GRAFICO10 : Inmunoprevención de 1a leucemia de gasaje H 110
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GRAFICO11 : Inmunoprevención de 1a leucemia de pasaje R 14
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GRAFICO12: Inmunogrevención de leucemia esgontánea en ratones BaLB¿c
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GRAFICO13 : Inmunogrevención de leucemia esgontánea en ratones SwisslAkR

% Sobrevida

'm‘flkt
\ o4;th

0 ‘s
O

80‘ \ \\ .\
70- °\\ \ Contro]

60- \
50“ Inmunizado \\\\\K

40 u \\\.

30- o\\

20i \\.
10- o



137

GRAFICO14 : Inmuno revención de 1a leucemia es ontánea en ratones

Swiss x AkR
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