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SERORES ACADEMICOS:

Con emocién, expreso mi agradecimiento a la Real Academia
ae Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, por haberme otorgado el
gran honor de traerme a formar parte de ella y participar en sus tra-
bajos. No puedo por menos de manifestar mi preocupacion al verme,
por vuestra bondad, junto a maestros eminentes de la Ciencia espa-
nola, algunos de los cuales lo eran ya en mi época de estudiante, en
la que la distancia agigantan, todavia mas, las figuras preeminentes.

La seguridad en vuestro sereno juicio, me anima a Iniciar la
ardua empresa con empeifio y entusiasmo, que es lo mejor que puedo
ofreceros en esta desigual correspondencia,

La complejidad de la ciencia moderna hace cada vez més ne-
cesaria la cooperaciéon de todos para desentrafar sus problemas. El
gran desarrollo de la ciencia experimental, en todos los érdenes, nos
inunda de hechos, muchos de ellos contradictorios, y son necesarios
critica fina y juicio sereno para seleccionar, ordenar y sistematizar el
gran aluvién de resultados. Buena parte en esta tarea tienen las ins-
tituclones que, como ésta, reunen en grado sumo estas cualidades.

No faltara a esta empresa mi esfuerzo, y pido a Dios me ilumi-
ne en la empresa que ahora inicio.

Por el nimero limitado de Académicos Numerarios, la presen-
cia de uno nuevo implica la pérdida del que le precedié en el disfrute
de la medalla. En este caso la ausencia es para mi doblemente pe-
nosa, por unirse, al dolor que produce la pérdida de un espanol ilus-
tre, la de un amigo admirado y querido.



D. Juan Marcilla Arrazola, nacido en Madrid en 1886, tuvo la
gran suerte, entre otras, de que coincidiera su vocacién con el trabajo
a que se dedicaba. Ingeniero Agrénomo en 1910, fué destinado a la
Estacién de Viticultura y Enologia de Villafranca del Panadés, don-
de comenzé su especializacién en estas materias, aplicando, por pri-
mera vez en Espana, los métodos electroquimicos al estudio de los
vinos. Perfeccionados sus estudios en Suiza y Francia, pasé a la Es-
tacién Ampelografica Central, participando en las experiencias so-
bre portainjertos americanos, encaminados a repoblar el viiedo es-
pafiol, gravemente dafiado por la filoxera.

Pronto adquirié gran reputacién como experto en vinos, por sus
conocimientos de ellos y la excelente labor realizada en la organi-
zacién y produccién de las bodegas, a las que trajo nuevas ideas y
procedimientos, que aseguraron el rendimiento y mejoraron sus pro-
ductos. Puede decirse que gran parte del perfeccionamiento de los
caldos espaoles se debe a Marcilla.

Nombrado Catedratico de Viticultura y Enologia de Ia Escue-
la Especial de Ingenieros Agrénomos en 1923-1924, desarrollé en
su Citedra una labor admirable. Su paso por la Escuela lo sefiala
bien la creacién, por su iniciativa, de la Catedra de Microbiologia
Agricola, que desempeiié desde el principio con entusiasmo y efi-
ciencia, acogiendo, con verdadero celo, a todos los que querian tra-
bajar, no escatimando tiempo, esfuerzo y conocimientos en la tarea
de miciar y orientar el trabajo de sus discipulos.

Sus explicaciones en clase eran claras, sencillas, ordenadas y
precisas. De esta época mencionaremos, entre muchas, dos de sus
publicaciones: Vinificacion en paises cdlidos y Defectos, alteracio-
nes y enfermedades de los vinos.

L.a Fundacién Nacional para Investigaciones Cientificas cred,
en 1923, el Centro de Investigaciones Vinicolas al aceptar, entre
varios temas de un concurso, el propuesto por Marcilla sobre leva-
duras que forman velo durante ]a “crianza” de vinos, nombrandole
su Director.

Julio de 1936 le sorprende en Madrid, y supo de los sufri-
mientos y penas que le proporcionaron la profanacién de sus senti-
mientos cristianos y padecer prisién. Trabajador infatigable y de
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gran entereza, aproveché la forzada quietud para escribir su obra
Viticultura y Enologia, consejero de todos los viticultores y enélo-
gos, y premiada por el “Office International du Vin”.

Pasada la contienda, se hizo cargo, como Director, de las ruinas
de la Escuela Especial de Ingenieros Agrénomos, que transformé
con tesén y entusiasmo en la actual, modelo de organizacién mo-
derna.

Al hacerse cargo el C. S. I. C. del Centro de Investigaciones
Vinicolas, lo transformé en la Seccién de Fermentaciones en el Ins-
tituto Cajal. La labor realizada por Marcilla en ella es una prueba
méas de su capacidad. Amplié notablemente sus estudios sobre las
fermentaciones citrica, butilica e isopropilbutilica, y comenzé sus tra-
bajos sobre “multiplicacién de levaduras para pienso”, en el que
tenia puestas sus llusiones, en su deseo, vehementemente sentido, de
contribuir a la solucién del problema de la alimentacién del ganado.
Animado por los resultados obtenidos, y por el rico contenido en pro-
teinas del material, orienté sus esfuerzos a elaborar un producto apto
para la alimentacién humana.

Publicaciones de esta etapa son Contribucion al estudio de ma-
terias primas espanolas para la sintesis microbiana de profeinas. Una
mezcla de indicadores de pH para la industria enolégica. Inocula-
cidn de semillas de leguminosas con bacterias radicicolas, y otras que
desarrollé también en el Instituto de Investigaciones Agronémicas y
en el Departamento del Instituto Juan de La Cierva.

En reconocimiento oficial de su labor se le otorgaron las gran-
des cruces de Alfonso X el Sabio y Mérito Agricola, justa recom-
pensa a sus trabajos. También fué elegido Académico de Nimero de
la Real Academia de Farmacia.

La estimacién internacional del Profesor Marcilla era grande.
Su muerte dié lugar a sentidos homenajes. En el Office Internatio-
nal du Vin se designé a otro espafiol para ocupar su puesto; en el
Congreso Internacional de Viticultura y Enologia, que se celebraba,
a su fallecimiento, en Atenas, exaltaron su figura y reservaron su pues-
to para un compatriota suyo. En Portugal, la Estacién Agronémica
de Sacaven hizo mencién especial en una Orden del dia, en la que
glosaba su labor y enaltecia su memoria.



En su trabajo no estaba solo, le acompaniaban un grupo selecto
de colaboradores que constituian y mantienen una escuela que él supo
crear y afianzar. Sé bien que al mencionar en estos momentos a los
‘que la forman: D. Jenaro Alas, compafero entraiable y discipulos
Xandri, Feduchi, Santamaria, Ruiz de Asin, Srta. Aznar, y a su pre-
parador Rios, es el homenaje mas grato que se le puede hacer.

Que su noble vida nos sirva de ejemplo y que é]l haya encon-
trado en el Sefor el descanso que merece.



El tema que vamos a desarrollar es el problema biolégico de
los virus.

Es signo de los tiempos actuales el poderoso desarrollo de la
investigacién y la aplicacién de las técnicas recientes mas diversas
al conocimiento de los problemas. Los virus no escapan a él. Hoy
dia es una de las ramas cientificas que mas rapida, diria tumultuosa-
mente, se ha desarrollado y en la que se trabaja con pasién.

El conocimiento de las caracteristicas de los virus rebasa el cam-
po de la Patologia, vegetal, humana o animal, para ser objeto de la
fisica, quimica de las proteinas, y genética, con las que estd en es-
trecha relacién, sobre todo cuando estas disciplinas se ponen en con-
tacto con el problema de la vida.

La unidad de la investigacién virésica, su posicién en las cien-
cias biolégicas, esta condicionada por la problemética y metédica de
su trabajo.

Los hechos acumulados en los quince altimos afios han revolu-
cionado las ideas que, no hace méas de cincuenta, habian servido
para separar entre los microorganismos patégenos un grupo que PAs-
TEUR y KOCH caracterizaron por su invisibilidad, paso a través de
los filtros y multiplicarse sélo en las células vivas.

El estudio cientifico de los virus se inicia en [886, cuando
ADoLFO MEYER demuestra la infecciosidad del jugo obtenido por
aplastamiento de las hojas de tabaco afectadas de la enfermedad del
mosaico del tabaco, y la pérdida de aquélla por ebullicion. El 12
de febrero de 1892 comunicaba IwaNosky a la Academia de Cien-
cias de San Petersburgo sus trabajos sobre el mosaico del tabaco, en
los que confirmaba los resultados de MEYER en cuanto a la infeccio-
sidad y discrepaba en los de la filtracién. Para MEYER, bastaba la
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filtracién por doble papel de filtro para obtener liquidos no infeccio-
sos.. El. investigador ruso demuestra que no es asi, que el agente in-
feccioso es capaz de atravesar, incluso, las bujias de Chamberland.
"En su primer trabajo, IWANOSKY no atribuye la enfermedad a un
agente mas pequeiio que las bacterias. La virulencia de los filtrados
seria debida a una toxina, eliminada por la supuesta bacteria, o a un
defecto de la bujia de filtracién. En un trabajo aparecido siete afios
después, sobre todo para recabar la prioridad del experimento de
la filtracién a M. W. BEIJERINCK, sefiala que le ha sido factible
transmitir la enfermedad, largo tiempo, de planta a planta; deduce
por esto que el agente filtrable se multiplica en las plantas vivas. No
obstante, sigue aferradoe a la idea del origen bacteriano, como cla-
ramente lo demuestra su expresién: que apenas se puede dudar la
naturaleza baciérica del contagio.

En 1885 tuvo ocasién BEIJERINCK de participar con MEYER,
en la Escuela Agricola holandesa de Wageningen, en las experien-
cias sobre el mosaico del tabaco. Después de su famoso descubri-
miento de las bacterias de las leguminosas, se dedicé al estudio de
la naturaleza y cultivo del agente productor de la enfermedad del
mosaico del tabaco. Por los fracasos repetidos de cultivo en medios
aerobios y anaerobios, llegé a la conclusién que la enfermedad del
mosaico del tabaco habia que considerarla como una enfermedad mn-
fecciosa no producida por microbios, sin hacer mencién alguna que
fuese debida a microorganismos submicroscépicos no cultivables. En
trabajos posteriores llega a la conclusién de que el contagio es un
contagium vivum fluidum, en el que va implicitamente admitida la
multiplicacién del virus.

LOFFLER y FROSH, en sus estudios sobre la fiebre aftosa, lle-
garon a la conclusién que el agente contenido en la linfa era un ve-
neno soluble o un microorganismo especifico de pequefio tamaiio,
capaz de pasar a través de las paredes de los filtros que retenian las
bacterias mas pequefias entonces conocidas.

Intentaron obtener una vacuna contra la fiebre aftosa, eliminan-
do por filtracion los elementos corpusculares, con objeto de que el
filtrado no fuera infeccioso, pero conservase los materiales inmunizan-
tes solubles. Al eliminar la posibilidad de que se tratase de una to-
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xina, apuntaron la idea de que se trataria de un elemento especifico
submicroscopico con capacidad de multiplicacién.

Al generalizar su concepto manifestaron que los agentes de
otras muchas enfermedades infecciosas del hombre y de los anima-
les, viruela, escarlatina, sarampién, etc., pertenecerian a un grupo de
organismos que se caracterizaria por su pequefio tamaiio.

Como consecuencia de los trabajos de los cinco investigadores
sefialados, se llegé a las siguientes conclusiones:

1.* La existencia de agentes patdégenos no demostrables micros-
copicamente que podian transmitirse ilimitadamente de un huésped a
otro.

2.* El material infeccioso se multiplicaria en los organismos re-
ceptibles, pues de otra manera no se comprenderia la transmisién ili-
mitada y la accién patégena en inoculaciones con cantidades mas
pequeiias.

3.2 No serian capaces de multiplicarse fuera del huésped re-
ceptible.

4.* Atravesarian las paredes de los filtros que retenian los mi-
croorganismos mas pequenos conocidos (bacterias) .

Durante un tiempo se perfils6 bien el grupo de los virus por los
caracteres indicados. L.a aplicacién de las modernas técnicas fisicas
a su estudio fué desmoronando el grupo y haciendo inaplicable estas
caracteristicas para su identficacion.

Los notables trabajos de filtracion de ELFORD demostraron que
el paso del virus depende, entre otros factores, como la carga eléc-
trica, por ejemplo, del tamafio del poro. Esta técnica fisica, a la vez
que nos eliminaba una peculiaridad, nos proporcionaba datos preci-
sos sobre el tamafio de los virus, al ponerlo en relacién con el del
poro de la membrana que lo retenia.

I.a ultracentrifugacién complementa a la filtracién y facilita vi-
rus muy purificado, imprescindible para llegar a conocer con preci-
sién sus caracteristicas.

El microscopio electrénico, al visualizar a muchos virus, ha eli-
minado una peculiaridad que al principio de la era bacteriolégica
permitia deslindar el campo de los agentes invisibles y visibles.

Como se ve, sélo queda la patogenidad y la necesidad impres-
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cindible de células vivas por su multiplicacién, hoy en entredicho,
como caracteristica de los virus.

Este parasitismo obligado ha dado lugar a buen nimero de
hipétesis sobre su origen. Mencionaremos brevemente las més im-
portantes.

En general, podemos clasificarlas en dos grandes grupos: los
que consideran que la causa de la enfermedad especifica seria en-
dégena y los que, en contraposicion a éstas, creen es exogena.

La teoria endégena considera que los virus se producirian en
ciertas alteraciones patolégicas de las células. Las causas de estas
modificaciones podrian ser especificas o Inespecificas; en el primer
caso se trataria de la penetracién de un virus en el huésped, donde
viviria como parasito; en el segundo, de una modificacién patolégica
del metabolismo celular, provocada por causa imespecifica, que ori-
ginaria la formacién de una proteina especifica de alto peso mo-
lecular.

Esta teoria tiene que aclarar el por qué un agente causal, sin
capacidad de multiplicacién, puede ser transmitido en serie ininte-
rrumpida de animal a animal, o de planta a planta.

A esta hipotesis se le hace la objecién que excitaciones de muy
diversa indole dan lugar a una proteina virica especifica, cualquiera
que sea, por otra parte, la clase de células sobre las que actdan. Es
dificil comprender cémo una meodificacién patolégica del metabolis-
mo puede producir la misma proteina-virus, en la piel del hombre o
en e] cerebro del conejo.

Los estudios inmunolégicos han demostrado idénticas reacciones
para la proteina-virus que para los preparados de las albiminas de
las plantas huéspedes. L.as plantas enfermas poseen antigenos viri-
cos que no tienen las normales. Estas substancias antigénicas se pro-
ducen en cuantia suficiente para producir anticuerpos, demostrable
por reacciones serologicas.

Por otra parte, los antigenos viricos son peculiares para cada
clase de virus e identificables por los antisueros especificos.

STANLEY cree que la infeccién virica consiste en la introduc-
ci6n de algunas moléculas de proteina-virus en un huésped recepti-
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ble; esta pequeiia cantidad de molécula virica seria bastante para
influenciar el metabolismo de las células del huésped, de tal manera
que éstas producirian proteina-virus en vez de albimina normal. En
esta modificacién del metabolismo celular es donde hay que buscar
la causa y. esencia de las enfermedades producidas por virus.

Lo sorprendente es que los virus macromoleculares no son otra
cosa que proteinas de alto peso molecular en dispersién molecular
en solucién; que las hojas de la planta enferma del tabaco produ-
cen dos veces mas cantidad de proteina que las normales, y que el
80-90 por 100 de este alto contenido proteico son macromoléculas
de proteinas-virus. Segln esto, no sélo habria un aumento de protei-
nas anormales, sino también una notable disminucién de las norma-
les; ambos procesos en intima y reciproca relacion.

La teoria endégena de los virus tendria un buen apoyo si las
proteinas-virus fuesen de la misma naturaleza, o préxima, a las pro-
teinas normales del huésped. Los estudios realizados en este sentido,
por medio de las reacciones de desviacién de complemento y anafi-
licticas cruzadas (Chester), demostraron que los preparados de pro-
teinas-virus estaban impurificados con albiminas normales. Ademas,
cuando para evitar esta impurificacién se empleaban proteinas-virus
muy activos y puros, habia casos que no daban la reaccién cruzada.

Es dificl aceptar variaciones en las moléculas viricas, porque
las razas de virus son bastante constantes y no pasan unas a otras de
un modo regular. Por otra parte, la formacion de proteinas-virus des-
viadas de la cepa original, daria lugar a una participacién del cito-
plasma de las células del huésped, necesario para la sintesis de las
proteinas-virus de la cepa con la que se hizo la inoculacién.

La concurrencia de varios virus de diferente naturaleza en una
misma planta demuestra la posibilidad de producir en las células
diversas moléculas de virus por modificaciones del metabolismo pro-
teico. En esta alteracion metabdlica se originarian proteinas de alto
peso molecular que serian las proteinas-virus de cada uno de los vi-
rus moculados. Tenemos ejemplos de esta concurrencia virica en la
doble inoculacién de la patata, con los virus X e Y, asi como del
tabaco con los del mosaico y de las manchas en anillo.

KoHLER ha conseguido aislar cuatro variantes, de una misma
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cepa de virus del mosaico X de la patata, que se diferencian por la
intensidad y naturaleza de las acciones patégenas que desarrollan,

debidas a una modificacién brusca de las moléculas de virus-proteina,

que consiste en la asociacién y disociacién de partes de la misma
naturaleza. La polimerizacién aumentaria la patogenidad del virus
por el mayor qudntum del mismo; la despolimerizacién, por el con-
trario, al disminuir la cantidad, la debilitaria.

Este punto podria aclararse haciendo la medicién de las particu-
las viricas de cada una de las cuatro variedades, experimento que to-
davia no se ha hecho.

La diferencia entre la interpretacion de KOHLER y la de STAN-
LEY es que las variaciones del virus serian puramente cuantitativas
para el primero, y cualitativas para el segundo, y por eso las com-
para con las mutaciones genéticas.

Para WOLLMAN los virus se originarian en el organismo por
una mutacién de los genes, producida por una excitacién. La trans-
misién hereditaria de esta mutacién seria la causa de la lisis micro-
biana. La objecién mas seria que se ha hecho a esta teoria es la de
que no es posible admitir que los genes mutados puedan vivir fuera
del organismo, porque seria tanto como aceptar que los cromosomas,
soportes materiales de los caracteres mutativos, pueden vivir indepen-
dientes fuera de las células. Por otra parte, las investigaciones en
los vegetales demuestran que las virosis no se transmiten hereditaria-
mente por los genes, como tendria que ocurrir si virus y genes fuesen
entidades equivalentes.

BoIVIN acepta que los virus tienen una constitucién macromo-
lecular, y se pregunta si los seres vivos no podrian reducirse a una
sola molécula gigante por la talla y estructura quimica, asi como
también por la posibilidad de emigrar. Sugiere la posibilidad de que
los virus se originen al principio de algin gene nicleoproteico carac-
teristico de una especie, animal o vegetal, y que este gene modifi-
cado seria inoculado por un parésito a otra especie, en la cual, a su
vez, daria lugar a la produccién de la nicleoproteina especifica, al
encontrar alli células en las que se multiplicaria libre y abundan-
temente, por encontrar en ellas las condiciones favorables para ha-
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cerlo. Segilin esto, un virus seria una ntcleoproteina que habria per-
dido su localizacién natural.

Segiin la hipétesis del virus catalizador, los virus serian catali-
zadores que, al ponerse en contacto con las células receptivas, des-
encadenarian la catdlisis de ciertos componentes quimicos indispensa-
bles para la vida celular. Esto explica la existencia previa en los or-
ganismos animales o vegetales, de los que podriamos llamar pro-
virus o probacteriofagos. Esta teoria, basada principalmente en los
virus vegetales y en los bacteriéfagos segiin las experiencias de Dix-
TON para los primeros, y NORTHON para los segundos, estd des-
cartada por los virélogos, porque las células receptivas, al enfermar,
producen nicleoproteinas viricas idénticas a las del agente que las
provoca y no nucleoproteinas activadas por los catalizadores.

Desorbitando un poco el problema, MORILLANA establece la
semejanza entre la “caseinasa” (diastasa coagulante de la caseina) y
los virus, al afirmar que aquélla podria considerarse como un virus
derivado de la proteina de las células gastricas, con la peculiaridad
de no ser patégeno.

LEVADITI, gran conocedor de los virus, se mostr6 partidario de-
cidido de la doctrina de PASTEUR, del origen exégeno de las enfer-
medades viricas. El virus provendria siempre del exterior, y al po-
nerse en relacién con las células susceptibles se multiplicaria intensa
y rapidamente, dando lugar, o bien a la desintegracién y lisis de las
mismas (virus lisico), o a una intensa proliferacién celular (virus neo-
formativo) .

Para poder comprender bien la naturaleza de los virus y sus
génesis, es necesario tener en cuenta, segin LLEVADITI, las fres pre-
misas siguientes: 1.* Los virus son incapaces de germinar y prolife-
rar in vitro a expensas de los principios que constituyen los medios
corrientes de cultivo. 2.* Los virus nicleoproteinas, al igual que los
virus en general, provocan en las células receptivas, que contaminan,
la sintesis de micleoproteinas viricas que son diferentes, fisica y qui-
micamente, de las nicleoproteinas de las células sanas. 3.® Esta di-
ferencia se caracteriza porque el organismo infectado reacciona fren-
te al virus con la elaboracion de anticuerpos especificos, demostrables
por las reacciones inmunolégicas,
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LURIA define los virus “como una unidad submicroscépica exé-
gena capaz de multiplicarse solamente en el interior de células vivas
especificas”. Esta definicién proporciona una unidad metodolégica
al campo de la virologia y elimina dos grupos limites: el de los mi-
crobios parasitos obligados y el de los componentes protoplasmaticos
transmisibles sélo por injerto (GRAFT).

Recientemente se ha aplicado a los virus la teoria de los siste-
mas abiertos de BERTALANFFY, que proporciona, aplicada a la bio-
logia, leyes cuantitativas a los fenémenos biolégicos mas mmportantes.

Segin esta teoria, los organismos vivos, desde un punto de vista
fisico, tienen los caracteres de los sistemas abiertos, en los que se
opera continuamente un recambio de materiales entre las células que
las componen y los medios que las circundan, traducido en un des-
hacer v rehacer de sus componentes, Las células del organismo como
totalidad no estan nunca en un verdadero equilibrio, sino en “estado
estacionario”, y por eso se considera al organismo como un “equili-
brio dindmico”.

Una gran diferencia entre los sistemas vivos y los inanimados
puede expresarse por el concepto de “equifinalidad”. En los siste-
mas iniciales fisicos el estado final esta determinado por las condi-
ciones iniciales. Si éstas varian, varia también el estado final. Los fe-
nomenos vitales se comportan de distinta manera. Al estado final pue-
de llegarse, miciandose el proceso en condiciones muy diferentes y
por mecanismos diversos. A esta especial manera de realizarse los
fenémenos en los sistemas vivos se denomina “equifinalidad”.

Basado en un fundamento analogo, DESLINGER llega, en 1935,
a una conclusién diferente. Segiin la formula diferencial de BERTA-
LANFFY, el aumento de masa es igual a la toma de material nutntivo
por la superficie, menos el consumo del interior, que es proporcional
a la masa total. El estado estacionario supone un mecanismo de regu-
lacién muy complicado, por el que el material nutritivo que llega a
la superficie se reparte regularmente por el interior, independiente-
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mente del tamafio. Ein los organismos superiores este mecanismo esta
representado por la circulacién sanguinea. Pero ¢cual es en los or-
ganismos mas primitivos? En primer lugar, debe depositarse el mate-
rial nutricio en su proximidad para que penetre en el interior por di-
fusiép u otro mecanismo analogo. Al crecer el organismo, sera cada
vez mas largo el camino interior, y menor, por unidad de tiempo, la
cantidad de alimento, por lo que las reacciones quimicas, necesarias
para la vida interior, disminuiran paulatinamente. El consumo no es
ya proporcional a la masa total; la masa se iguala a una capa de la
superficie. El organismo crecerd sin alcanzar un limite y no habrd
estado estacionario. Para evitar la muerte del interior sélo hay una
posibilidad: la divisién, de tiempo en tiempo, para multiplicar la su-
perficie.

La divisién mas sencilla tiene lugar cuando se hace a lo largo
de un plano, formandose cada vez dos partes. Para esto es necesa-
rio que el crecimiento y disposicién del material que ha difundido
en el interior, y debe provocar la division, se sitite en capas paralelas
a esta superficie o plano.

Segiin DESLINGER, la forma mas sencilla, en la que a pesar de
realizarse una reaccién quimica constante permanece el modelo casi
estacionario, es el cristal unidimensional. Consiste en un niimero va-
riable de moléculas (grupos de atomos) de la misma naturaleza, agru-
padas sucesivamente; en é] se verifica una difusién desde el exterior
y es capaz de divisién.

L.a concepcién de los sistemas abiertos ha sido aplicada por
DESLINGER y WERTZ a las unidades biolégicas elementales capaces
de automultiplicacién, como los virus, genes y cromosomas. BERTA-
LANFFY cree que los virus y genes son cristales aperiédicos metabo-
lizantes. En los procesos de degradacién se originan piezas repulsi-
vas que pueden conducir a la divisién y automultiplicacién. Esta idea
parece estar apoyada, en lo que se refiere a os cromosomas, por las
investigaciones con fésforo radioactivo como trazador, en las que se

emuestra que los nucleoproteidos de las células estan en continua
degradacién y regeneracién.

Crecimiento y divisién son las dos caracteristicas de los sistemas
fisicoquimicos cuasi estacionarios. Estas dos propiedades las poseen
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también los organismos biolégicos més primitivos hoy conocidos: los
virus. La diferencia entre éstos y los sistemas estacionarios, tedrica-
mente desarrollados, consiste en que los virus crecen solamente en
las células vivas: esto es, en un medio nutritivo extraordinariamente
especializado.

Toda forma organica es la expresién de una sucesién de proce-
sos en un sistema ordenado de fuerzas. Esta seria la base de la lla-
mada “morfologia dindmica”, cuya concepcién ha sido aplicada a
buen nimero de problemas, entre los que destacaremos el estudio
analitico cuantitativo del crecimiento de los microorganismos, virus,
gradacién del crecimiento, etc.

Tamaiio, forma, estruc- Expondremos ‘a continuaciéon los da-
tura y clasificacién. tos que poseemos sobre tamafio, for-
ma y estructura.

Tamaro. — La aplicacién de los métodos fisicos, anteriormen-
te mmdicados, a la determinacién del tamafio de los virus, nos han pro-
porcionado una gran variedad de tallas que oscilan entre 10 mu y
450 mx. El virus méds pequefio es el de la fiebre aftosa, 10 my; el
mayor, el de la psitacosis, 450 me; entre ellos, una gradacién de
tamafios como lo demuestran el de la fiebre amarilla, 22 mp; parali-
sis infamtil, 25 mp; mosaico del tabaco, 15 X 250 me, y vacuna,
115 me.

El tamano del virus mas pequeiio se relaciona con el de las
grandes moléculas. El de los mas grandes, con las formaciones cito-
plasmicas, mitocondrias y microsomas.

Para tener una idea del tamaiio de los virus, daremos la medida
transversal de los corplisculos elementales de los de la vacuna y psit-

tacosis, 1.750 A y 2.750 A, respectivamente. Las rickettsias, con

i
3.000 A, son el puente de unién, en la escala de tamanos, entre
los virus y los microbios pequefios, como los estafilococos, que tie-

° . -
nen 8.000 A. Si tenemos presente estos tamaiios, no nos sorpren-
dera que los grandes virus puedan ser detenidos por los filtros de
poros que no dejan pasar a las bacterias.

18



Forma. — Son muy variadas. En general se presentan como
esferas aisladas o dispuestas en hileras, paquetes, filamentos, baston-
citos, mazas, etc.; esto es, reproducen la morfologia de las bacterias,
pero en miniatura, El del mosaico del tabaco, cristalizable de las so-
luciones, estd compuesto regularmente de particulas (unidades) mads
pequefias que se pueden aislar modificando el pH del medio. Las
particulas aisladas pueden recombinarse y reproducir de nuevo la
forma primitiva, pero sin actividad biolégica.

Las particulas viricas en solucién son de forma bastante recta;
tienden a la de ovillo en la desecacién. En los estudios hipermicros-
copicos se ven particulas redondas, no completamente compactas y
regulares.

Las formas redondas corresponden a una ovillacién completa:
las de palillo de tambor, a fases intermedias entre las de ovillacién y
las rectas.

Los virus con corpisculos elementales de gran tamaiio, algunos
visibles con el microscopio corriente, se denominan “virus grandes”.
Pertenecen a este grupo el de la psittacosis, viruela-vacuna, virus de
Gonnert de la bronconeumonia de los roedores y el de la neumo-
nia del hombre. Es importante sefialar que los agentes productores
del grupo del tifus exantematico se incluyen hoy dia en el grupo de
las rickettsias, aunque hay quien los considera como verdaderos virus.

Las diferencias entre virus grandes y pequefios no se limita sélo
al tamano. Segin las investigaciones mas recientes, con el hipermi-
croscopio, resulta verosimil, ya que no cierto, que los grandes virus
son, por lo menos, parcialmente organizados, y tienen una naturaleza
celular andloga a la de las bacterias. Por esto podemos separar los
grandes virus organizados de las otras clases de virus, cuyos corpuscu-
los elementales estan formados por macromoléculas y supermolécu-
las, llamados simplexes, y denominados por RUskA (1944) virus
moleculares.

EveERr y RuUskA han demostrado, sin duda, el caracter organiza-
do de las rickettsias, por presentar una estructura celular analoga a
la de las bacterias y poseer una membrana que se distingue bien del
citoplasma.

19



HasB no duda en intercalar las rickettsias entre las bacterias y
los virus. '

Por las investigaciones hipermicroscépicas de Ruska y PoppPE
(1947) del virus de Gonnert, sabemos que se trata de formas ve-
siculosas de constitucién celular; se diferencian de las bacterias y ric-
kettsias por la falta de membrana celular. El limite del corpisculo
seria una fina membrana formada por una capa limite del citoplas-
ma. Aparecen como células desnudas, de pequeio tamaio, filtrables.
Para RuUska, se trata de una nueva clase de microorganismos para
los que propone la denominacién de “cisticetos™ por su organizacién
celular.

El género Cystidium estaria formado por las clases Gonnertia-
num, C. Seiffertianum y C. Borrelianum; este dltimo, el agente de
la pleuro o perineumonia del buey.

El problema es mas dificil de resolver para los virus de la vi-
ruela-vacuna y psittacosis. El corpisculo elemental del virus-vacuna
podria ser un simplex; esto es, una estructura supermolecular forma-
da por una parte nicleoproteica y otra lipoide. El glicido encontrado
procede, indudablemente, del acido nucleinico. Este virus no tiene
composicién molecular, y el caracter simplex es también dudoso, por-
que los corptisculos disponen de enzimas al tener una actividad fer-
mentativa. Segln las dltimas investigaciones de McFARLANE (1950),
las observaciones con el hipermicroscopio permiten asegurar que los
corpusculos elementales de vacuna tienen micleo v citoplasma. El
virus de la psittacosis es mas dificil de catalogar. La tendencia mas
marcada es a considerarlo de naturaleza microbiana, segun hizo su
descubridor (LEVINTHAL). Aboga en favor de esta opinién el que
el 4cido nucleinico que contiene es del tipo dexosy-ribosa, segiin Ro-
BINOW y BLAND (1938).

Desde el punto de vista terapéutico tenemos el hecho interesante
que las infecciones debidas a los grandes virus responden a la quimio-
terapia con sulfonamidas. KikutH (1943), Ruska y PoppE (1947)
lo incluyen en el grupo de los “cisticetos”.

El limite entre ambos grupos hay que basarlo en la estruc-
tura de los corplisculos elementales de los virus, principalmente en si
tienen o no estructura celular. La denominacién *virus” no representa
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un concepto sistematico. Es un nombre comin a un grupo muy hete-
rogéneo.

Debemos distinguir claramente los virus eu-virus de los virus
falsos o pseudovirus. Estos tdltimos se diferencian de los primeros,
que tienen caricter macromolecular o simplex, por su organizacion
celular, y es mas logico incluirlos en el grupo de los cisticetos de Rus-
KA y PopPPE.

Esta diferencia entre virus y pseudovirus es trascendental, por-
que en los primeros tenemos que ver no ya un grupo especial dz mi-
crobios que se diferencia por el tamano, sino un principio de organi-
zaciép distinta, que no tiene caracter celular.

Con otras palabras: los eu-virus pertenecen a la zona molecu-
lar. Como ha dicho JAURENN, refiriéndose al virus de la fiebre afto-
sa, ' este virus, segin sus propiedades, es una particula de albimina
sin vida y no un microorganismo mas pequeno’ .

Virus puros y molecu- FEn el Congreso de Londres de 1935,
lares. Composicién StaNLEY asombré a los congresistas
quimica. con su célebre comunicacién sobre *“Ac-
tuacién del jugo de las hojas del ta-
baco enfermas por el mosaico”, en la que demostré que una protei-
na cristalizada era infecciosa en la pequeiia cantidad de 107" gr.;
asombro que subié de punto cuando BAWDEN y WEST dijeron que
lo habian confirmado. Posteriormente STANLEY y WYEKOFF lo am-
pliaron a otros virus de plantas, de las que consiguen proteinas-virus
de altos pesos moleculares, y BAWDEN y PIRIE (1937) demostraron
que el material activo no es una proteina ordinaria, sino una nicleo-
proteina,

Entre los virus animales, el primero del que se aisl6 una proteina
de este tipo fué el del papiloma del conejo, de Shope.

Los hechos en que se apoya STANLEY para demostrar la natu-
raleza virica de la proteina aislada son los siguientes: 1.° La cons-
tancia de las propiedades biolégicas, fisicoquimicas y serolégicas, sea
cualquiera e] método que se emplee para su aislamiento. 2.” La im-
posibilidad de separar de la proteina la accién patégena del virus.
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3.° Que toda alteracién de la proteina lleve consigo la pérdida de
la accién especifica del virus. 4.° LLa homogeneidad de la proteina
en relacion con el tamafio de su particula y con el punto isoeléctrico.
5.2 La coincidencia del espectro de absorcién del virus con el de la
proteina (DUYGER y HOLLANDER).

Los trabajos de STANLEY, en los que demuestra que los cor-
piisculos elementales de los virus son macromoléculas de nucleopro-
teinas, idea no admitida por todos, senalan un punto de partida en el
estudio de los virus, que se ha caracterizado por la obtencién de ma-
terial purificado para asi poder estudiar su composicién quimica.

La mayor parte de las veces estan los virus impurificados, a pe-
sar de purificaciones repetidas con material procedente del huésped.
Asi, por ejemplo, los preparados purificados del virus de la influen-
za presentan impurezas del tejido de ratén, cuando se hace el cultivo
en pulmén de este animal o de las diversas partes del huevo incubado
de gallina, si se emplea este medio de cultivo. En todos los casos pue-
de demostrarse la naturaleza de las impurezas por reacciones serolé-
gicas y quimicas.

Para algunos, las particulas de virus serian material activo del
huésped diferenciable serolégicamente. Otros, por el contrario, con-
sideran como verdaderas impurezas las substancias que proceden del
huésped.

La cuantia de estas impurezas es grande. GAMON, PICKELS y
HossFALL han estudiado este punto y demostrado que el tamafo del
virus de la influenza aislado de pulmén de ratén es de 140 »; este
mismo virus, purificado, tiene un tamafio de 40 ¢; la diferencia de
100 « corresponde al material del pulmén del ratén.

Los pesos moleculares de las proteinas-virus investigadas osci-
lan entre 9. 10° para los virus del mosaico de la patata (LORING y
WyYCcKOFF, STANLEY y WYCKOFF), y 40. 10° y 42,5 . 10° para la
proteina-virus del mosaico del tabaco (SCHRAMM-BERGOLD y PaN-
FER) ; la medida transversal de la molécula oscila entre 25-45 ms,
si la molécula es esférica. Posteriormente se ha visto que las protei-
nas-virus son alargadas, fusiformes o en bastoncito, en las que la lon-
gitud es maltiplo de la anchura.

Uno de los mas pequeiios es el bacteriofago del estafilococo,
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con un peso molecular de 500.000, segiin las investigaciones de
NORTHROP.

El corpiisculo elemental mejor estudiado es el de la molécula
filamentosa del virus del mosaico del tabaco. Segin ScHRAMM y
BeErcoLD (1947), el peso molecular seria lo menos de 40. 10,
mucho mayor que el de la edestina y hemocianina, que tienen 309.000
y 6.700.000 en su valor mas alto, respectivamente. La longitud de

la molécula filamentosa del mosaico es de 2.800 A, y esta formada
(BUTENANDT, 1947) por 40 discos transversales, dispuestos en el
sentido longitudinal de la molécula, como una pila de monedas. Cada
disco estd compuesto, a su vez, de tres “células elementales” rom-
boédricas. La fragmentacién transversal y longitudinal de esta mo-
lécula nos proporciona, segiin SCHRAMM, moléculas de tamano cada
vez mas pequefio. La unidad de los fragmentos y del resto que que-
da abogan en favor de que la molécula total es un maltiplo de las
unidades mds pequefas. Segin esto, la molécula estd formada de
tres componentes o fragmentos que tendrian un peso de 14.800.000,
360.000 y 120.000. El fragmento de 14.800.000 originaria, al di-
vidirse en dos mitades iguales, dos particulas de 7.400.000.

La composicion de la molécula filamentosa podemos deducir-
la de los fragmentos que de ella se obtienen. Cada molécula total
de 40. 10° se fragmenta en 6 particulas de peso de 7,4. 10° De
estos fragmentos se obtienen otros, por fragmentacién longitudinal,
de un peso de 360.000, y éstos, a su vez, dan lugar, por fragmenta-
cion transversal, a 3 de 120.000.

La molécula total del virus del mosaico del tabaco estard for-
mada, por tanto, por 6 unidades de 7,4 . 10", 108 unidades de peso
de 360.000 y 314 de 120.000. De un modo general podemos decir
que la estructura de la molécula del virus del mosaico del tabaco
es regular en el sentido de que las partes que la forman se disponen
a modo de red. L.a molécula se origina por la agrupacién nuclear de
unidades mds pequefias de igual naturaleza. Estas estructuras mo-
léculonucleares pueden superponerse a la disposicién paracristalina
de los agrupados moleculares.
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El analisis de la molécula del virus no se limita al estudio de esta
fragmentacién, sino que trata de fijar el sitio donde se halla el acido
nucleinico. Seglin SCHRAMM, en la molécula compuesta de 6 compo-
nentes sélo contendrian 4cido nucleinico algunas fracciones de
360.000, estando libres las demas.

Estos hallazgos justifican la 1dea de que tnicamente contienen
dcido nucleinico las particulas de 360.000, que estan situadas en la
superficie de la molécula del virus.

El acido nucleinico se une a los grupos libres de las cadenas
laterales basicas de las proteinas. Esta unién se hace por medio de
los restos de los acidos fosféricos de los acidos nucleinicos, teniendo
las moléculas caracter de sal.

Segiin KNICHT (1947), el virus del mosaico del tabaco con-
tiene como aminoacidos basicos, arginina (9,8 por 100) y lisina
(1,5 por 100), calculandose en 22.500 y 4.100, respectivamente
(en total, 26.600), el nimero de grupos aminos libres.

Segiin KAUsCHE y HAHN (1948), las proteinas sin 4acido nu-
cleinico contienen el 100 por 100 de los grupos calculados. En el vi-
rus nativo, de los 26.600 grupos bésicos calculados teéricamente,
s6lo son demostrables 14.200 (54 por 100). A esto se enfrentarian
12.000 = 2.000 grupos 4cidos, que suponen una buena relacién en-
tre el nimero de grupos basicos y acidos.

Entre los virus patégenos del hombre y animales, es el de la
vacuna el primero en el que se estudié la composicién quimica de los
corpusculos elementales purificados. La purificacién fué realizada por
RIVERs y colaboradores, por centrifugaciones sucesivas. El estudio
quimico del material obtenido di6 que los corpisculos de la vacuna
estan compuestos de carbohidratos, 4cido timonucleinico, diversas
proteinas diferenciables serolégicamente, cobre, biotina y riboflavina.

En las observaciones con el hipermicroscopio aparecen los cor-
pusculos del virus de la vacuna como estructuras cuboideas con mem-
brana limitante y varios nicleos de condensacién.

El virus vacunal purificado no posee actividades respiratorias,
metabdlicas o reproductivas en ausencia de células vivas. Esto de-
muestra que los virus animales son estructuras complejas completa-
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mente diferentes, en cuanto a su composicién, de algunos virus de las
plantas que estan formadas sélo por nicleoproteinas.

Por nuestra parte, hemos purificado el virus SK de poliomieli-
tis, por medio del metanol. LLa observacién con el hipermicroscopio,
de maternial purificado y con patogenidad comprobada, nos permitié
ver formas filamentosas que coincidian con las descritas por GARD
para el virus de la paralisis infantil.

Las experiencias y resultados realizados por STANLEY con la
proteina-virus plantea el problema de modo diferente a como esta-
ba hasta entonces: en lugar de tender a conseguir virus “libres de
proteina”, se trata de obtener proteinas como virus.

El camino iniciado por STANLEY era extraordinariamente atra-
yente para que no fuese seguido por la mayor parte de los virélogos,
ya sean quimicos, fisicos o bidlogos, que se ocupen de dsterminar
la naturaleza y caracteristicas de los virus. STANLEY trata de ge-
neralizar la idea de “proteina-virus” y hacerla valida para los vi-
rus que tlenen un tamafic mds pequeno que el del mosaico del ta-
baco o del papiloma de Shope.

Hoy dia esta bien establecida la existencia de proteinas espe-
cificas en las plantas infectadas por varios virus. Ein general, se con-
sideran como los propios virus. Algo aventurado es el identificar las
proteinas purificadas, obtenidas de las plantas infectadas, con las
particulas de virus. Es més prudente considerar estas proteinas como
las formas més simples de los virus que conservan su propiedad ca-
racteristica: el poder infectar a células receptivas. Es necesario sub-
rayar el poder infeccioso, por obtenerse de las plantas infectadas al-
gunas particulas que no lo son.

Los virus cristalizados presentan una gran homogeneidad y se
les ha denominado también virus moleculares; palabra inadecuada
porque no tiene en cuenta la variabilidad de los virus, asi como la
modificacién de sus propiedades, principalmente su comportamiento
in vitro.

No existe razén alguna para aceptar que son idénticas todas
las particulas de una misma preparacién, hecho imprescindible para
poder aceptar la denominacién de molécula. Por el contrario, las
preparaciones purificadas, por uniformes que parezcan, estan for-
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madas por una mezcla de particulas de distintas propiedades biolé-
gicas, demostrables por pruebas quimicas, fisicas y serolégicas. Por
otra parte, los virus se caracterizan mas por las modificaciones de su
estructura y variabilidad que por la fijeza.

Propiedades de los virus purificados. — Son muy diferentes las
propiedades generales de los virus hasta ahora purificados. Las par-
ticulas presentan formas y dimensiones distintas: unas son estables y
otras no; ciertas de ellas son cristalinas y algunas se presentan como
cristales liquidos. Un hecho comiin a todas ellas es que se trata de
nicleoproteinas que contienen un acido de tipo ribonucleinico. El
glicido es, en general, la ribosa, segin ha demostrado, para el virus
del mosaico del tabaco, SCHWERDT y LoORING (1947), quienes han
aislado tres nucledtidos: los acidos uridilico, cistidilico y guanidico,
idénticos a sus homodlogos del acido nucleinico de la levadura. Muy
probablemente las particulas de virus no contienen mas que acido
nucleinico y proteina, por haber una estrecha relacion entre la can-
tidad de acido nucleinico demostrado y el contenido en fésforo.

Los virus que se aproximan al del mosaico del tabaco, por su
escaso contenido en acido nucleinico, se parecen también por la pro-
piedad de formar particulas en forma de bastoncito, con tendsncia a
disponerse en cadenas lineales, mientras que los que contienen ma-
yor cantidad de este 4cido suelen aparecer bajo la forma de par-
ticulas esféricas sin tendencia a la agregacion.

Esta diferencia a aglutinarse o no de las particulas de los virus
hace pensar en que el acido nucleinico estaria ligado de distinta ma-
nera en cada uno de los grupos. En los virus del mosaico del tabaco
y el X de la patata el acido nucleinico se pone en libertad por la
desnaturalizacién por el calor, en tanto que permanecen en el coa-
gulo proteinico e de los virus del Bushy-stunt del tomate, de la ne-
crosis del tabaco y del mosaico del albaricoque (BAWDEN, PIRIE y
MiLLER). El acido nucleinico obtenido a partir del virus aparece co-
mo grandes particulas anisométricas, birrefringentes y de igual peso
molecular: alrededor de 300.000. Estas particulas se reducen con fa-
clidad a un peso molecular de 15.000. COHEN y STANLEY han he-
cho notar que las grandes particulas polimerizadas son demasiado lar-
gas para que se dispongan las particulas de virus en sentido longitu-
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dinal. Suponen que el dcido nucleinico estd fijado a lo largo de los
bastoncitos, en la superficie o muy cerca de ella. Este tipo de unién
artificial explicaria la facilidad de liberacion del acido nucleinico. En
algunos virus, como en el mosaico amarillo del navet (MARKHAN y
SmiTH, 1948), estin formados en un 80 por 100 por nicleopro-
teinas y el resto por particulas proteinicas sin acido nucleinico.

En la mayor parte de los virus el acido nucleinico esta sélida-
mente fijado y no puede separarse de la mitad proteinica mas que
por procederes de desnaturalizacién bastante enérgicos (BAWDEN).

Las particulas que no contienen acido nucleinico existen en pro-
porciones constantes en las preparaciones, y serian proteinas nati-
vas diferentes de las desnaturalizadas, por ejemplo, por el alcohol.
No son infecciosas y sedimentan mas rapidamente que las niicleopro-
teinas, a las que se parecen mucho. Tienen las mismas dimensiones
que las proteinas, con las que forman cristales mixtos; poseen la mis-
ma movilidad electroforética y contienen los mismos antigenos. Esta
semejanza entre ambas particulas hace suponer, segin MARKHAN
y SMITH, que el 4acido nuclefnico se encuentra situado en el interior
de la particula del virus y rodeado de una corteza de proteina.

En todo momento debemos tener presente que no hay relacion
entre el tamano del virus y sus caracteres biolégicos; virus estrecha-
mente relacionados por su biologia, tienen muy diferentes tamafios;
por ejemplo, los virus de la estomatitis y de la fiebre aftosa.

Para que una proteina sea considerada infecciosa no basta que
tenga un alto peso molecular; es necesario que sea capaz de multi-
plicarse en el organismo huésped receptible y conservar sus propie-
dades especificas.

Como ejemplos de moléculas albuminoides gigantes tenemos,
ademas de la hemocianina de la sangre del caracol, la de un poli-
mero de la tiroglobulina, estudiado por STANLEY, que tiene un peso
molecular de 15 millones. Por su dimension, coincide la primera con
la de los virus de la fiebre aftosa, poliomielitico o bacteriéfago, vy,
sin embargo, no se las considera como agente infeccioso.

Con frecuencia se han comparado los virus a los enzimas; por
regla general el peso molecular de los enzimas es mas pequeno
que el de las proteinas-virus. Modernamente se han estudiado fer-
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mentos de mayor peso molecular. Segiin SURMERS, GRALEN y ERI-
KRONI-QEUSEL, el peso molecular de la ureasa (473.000) es del
orden del del virus de la poliomielitis y mas pequefios que €l bac-
teri6fago del estafilococo; seria un punto de unién entre enzimas y
virus.

Es dificil prever el desarrollo y fin de la idea proteina-virus
de STANLEY. Si se mantiene que todos los virus son proteinas de
alto peso molecular, entonces podemos decir, con DOERR, que el
problema se ha desplazado a otros carriles.

Si el corplisculo elemental virico es una molécula y no un ele-
mento vivo de tipo celular, es fdcil imaginar que existan en las cé-
lulas espacios en los que, por pequefios que sean, puedan alojarse
en ellos las moléculas viricas.

No es facil comprender por qué esta molécula libre se com-
porta como los microbios infecciosos. Para aclarar esta cuestién exis-
ten dos hipétesis: 1.* Que las proteinas-virus, en dispersién molecu-
lar, no se multiplican auténomamente (esto es, de si mismas), sino
que son producidas por la célula huésped infectada. 2.* Aceptando
la idea de la “molécula viva”, que al fin y al cabo es la sustentada
por BIGERINCK al formular en el siglo pasado el contagium vivum
fluidum.

Ya hemos dicho la tendencia actual, que queremos subrayar,
de considerar a los virus moleculares como particulas desprovistas
de vida.

Inactivacién e inhibicién El virus cristalizado del mosaico del

de los virus. tabaco es inactivado por el H.O,;

formol aldehido, acido picrico y luz

ultravioleta. En la inactivacién se aprecian desviaciones del punto iso-

eléctrico, alteraciones de la solubilidad y del contenido del nitrégeno

aminico, que indican una alteracion en la molécula proteica. No se

alteran ni las caracteristicas serolégicas (floculabilidad por antisueros

especificos; capacidad antigénica) ni la forma de los cristales micros-
copicos.

Si tomamos como ejemplo los trabajos de Ross y STANLEY,
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vemos que el formol aldehido disminuye la actividad de la v.-p. del
mosaico del tabaco en un 10-0,1 por 100; esta disminucién va acom-
pafiada de la de los grupos aminos y reductores (nicleo indol-trip-
t6fano) . Por la eliminacién del formol aldehido por el dimetil-dehi-
dro-resorcinol o la histidina se consigue una activacién parcial — has-
ta doce veces mas — del virus, simultdneamente con el aumento del
N amino y de los grupos reductores. L.a actividad del virus seria una
propiedad especifica del virus-proteina, porque de otra manera no
podria explicarse su debilitacién por agentes que actdan sobre la al-
bimina y la reactivacién posterior, aun cuando el plazo de accién
d:l inactivador haya durado meses.

Un problema muy interesante en las investigaciones virésicas es
el que plantea la conservacién de cepas de virus. Por nuestra parte,
hemos observado un hecho en relacién con la reactivacién o libera-
ci6n del virus. En nuestras experiencias sobre el cultivo del virus SK
de poliomielitis en la membrana alantoidea del huevo de gallina
incubado, observamos la desaparicién de [a virulencia al tercer o
cuarto pase, al no presentar paralisis los ratones inoculados con el
material de huevo. Seguimos, no obstante, la serie y a los dos pa-
ses sigulentes nos convencimos que no habia virus en el matenal que
se inoculaba. Volvimos entonces al mismo material del pase tercero,
que habia sido negativo, y que conservdbamos en helera a + 4° C.
La inoculacién de este material, conservado quince dias a + 4° C.
fué positiva. Indudablemente se habia verificado durante este tiempo
la liberacién del virus de poliomielitis del material al que se fij6, para
realizar el parasitismo necesario a su multiplicacién.

Posteriormente a esta observacién se ha demostrado un hecho
analogo en la fijacién y elucién del virus de la influenza a los hema-
ties de pollo. Este fenémeno lo estudiaremos mas adelante, cuando
tratemos de la eritroaglutinacion.

Hoy dia no se conoce con exactitud el mecanismo por el que
se produce la inactivacién de los virus. Por la variedad de factores
que intervienen en la inactivacién de los diferentes virus, es mas 16-
gico pensar que no se trata siempre del mismo proceso quimico y que
en la inactivacién se pierde un complejo de factores, variable de un
virus a otro. Ademds hay que tener en cuenta que las pruebas de
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neutralizacién se hacen inoculando la planta o animal con el virus
tratado por el inactivador, y que la falta de respuesta peculiar pue-
de ser debida a la inactivacién del virus por éste, o a su accién téxi-
ca sobre el citoplasma de la célula huésped.

Los estudios de la inactivacién de los virus por diversos agen-
tes se completan con los que se ocupan de su inhibicién. En este sen-
tido tienen extraordinario interés las experiencias de ACKERMANN so-
bre el virus de la influenza, por iniciar €| camino de un posible tra-
tamiento de las enfermedades viriésicas por substancias que interfie-
ren en el mecanismo de produccién del virus.

ACKERMANN ha demostrado recientemente que la propagacién
del virus de la influenza es un proceso aerébico muy sensible a la
anoxta del tejido del huésped, por las variaciones de la tensién de
oxigeno o la accién de drogas inhibidoras de los enzimas del ciclo
del Acido citrico. La funcion del sistema enzimatico del ciclo citrico
seria proporcionar la energia necesaria para la sintesis de la proteina-
virus. En el metabolismo celular existen otros mecanismos producto-
res de energia, como el de la glucdlisis, pero para aprovecharla en
la formacion de la proteina-virus, es necesario que esté acoplado al
ciclo de la sintesis de ésta. Las investigaciones de ACKERMANN se
hicieron en secciones de tejidos; quedaba la duda de si los fenéme-
nos serian los mismos en el organismo entero. El trabajo se ha reali-
zado inactivando con fluorocetato el sistema enzimatico, necesario
para la oxidacién del 4cido citrico, que permite, ademas, determmar
la fase del metabolismo que se bloquea. El fluorocetato inactiva el
sistema enzimatico necesario para la oxidacién del citrato, sin afectar
a los enzimas que intervienen en su sintesis. El citrato formado se va
acumulando en grandes cantidades en muchos tejidos del animal;
este aumento es un indice del metabolismo de cada érgano.

Cuando se administran al ratén noculado con V. 1. dosis sub-
letales de fluoracetato se produce en los pulmones un aumento de
citrato y un blogueo del ciclo del 4cido citrico.
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Virus - bacteria. Pro- Bacleriéfagos. — No escapan las bacte-
piedades generales rias a la accién de los virus, y si ellas
de los bacteriéfagos. infectan al organismo, pueden a su vez ser

infectadas por éstos. Las virosis de los
microorganismos se manifiestan por la disolucién o lisis. Para que
sea mayor el paralelo con las virosis humanas y las de las plantas,
existen también en las bacterias infecciones virésicas inaparentes, en
las que no hay lisis, pero si modificaciones de sus caracteres biolé-
gicos,

Los virus de las bacterias son los bacteriéfagos; denominacién
dada por D’HERELLE, quien con TWORT comparten el mérito del
descubrimiento.

1.° Los bacteriéfagos se caracterizan por su multiplicacién du-
rante el crecimiento y lisis del cultivo de las bacterias infectadas.

2.° Por propagarse indefinidamente en serie, de cultivo a cul-
tivo.

3.2 Por no sedimentarse a la velocidad de las centrifugas or-
dinarias.

Existe una relacién entre el nimero de particulas viricas y el
de bacterias lisadas.

Los virus-bacterias son estrictamente especificos respecto a la
bacteria sobre la que actian. Consecuencia de esta especificidad es
que la mayor parte de las bacterias receptibles al virus dan lugar a
variantes resistentes al mismo, que son capaces de crecer en el cult-
vo, cuando han sido destruidas casi todas ellas. Las variantes resis-
tentes son hereditariamente estables y especificas frente al virus que
las provocé.

Los bacteriéfagos son inactivados por las altas temperaturas, ra-
diacién y algunos venenos. Presentan propiedades antigénicas, y pro-
vocan en los animales de experimentacién anticuerpos neutralizantes
especificos, que sirven para su clasificacién serolégica.

Este caracter antigénico es propio del virus e independiente de
la bacteria que lisa. Esto es, los anticuerpos antibacterianos no neu-
lizan a los fagos, ni las bacterias absorben, del suero antivirico, los
anticuerpos neutralizantes del virus.

Clasificacién. — Los bacteriéfagos presentan una gran variedad
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de tipos que pueden diferenciarse serolégicamente o analizando la
especificidad del huésped. Existen dos procedimientos para estable-
cer las relaciones sistematicas entre los virus, a saber: el que estudia
la evolucién experimental de los sueros tipos, y el que compara las
propiedades de los tipos ya conocidos.

El primer procedimiento es el mejor, pero el segundo es mas
sencillo. Generalmente es aprovechar para el estudio un grupo de
fagos conocido como sistema T. El nicleo del grupo consta de siete
tipos, denominados Ti, T., ..., T:, descritos y seleccionados por
DeMEREC y FANO (1945). Todos los tipos tienen la propiedad de
infectar la cepa B de Escherichia coli.

El dato mas significativo es el tamano del aclaramiento del
cultivo de la bacteria en agar. Los tipos T, T3 y T: lo hacen for-
mando grandes manchas, mientras que el Ts, T4, T5 y Ts lo hacen
en pequenas.

Morfologia y tamafio La observacién con el hipermicrosco-
de los fagos. pio de los fagos nos ha proporciona-
do la gran sorpresa de demostrar su

gran complejidad al proporcionarnos nuevos datos.

Este estudio, iniciado por Ruscka (1941), LURIA y ANDER-
soN (1942), demuestra una imagen diferente y caracteristica para
cada uno de ellos. Las particulas viricas estan adsorbidas a la bac-
teria receptible. Ell nimero de particulas visibles en el lisado es apro-
ximadamente el mismo que el titulo obtenido por el contado de pla-
cas. El estudio del grupo T demuestra que los virus Ts, T, y T
son los mas grandes y morfolégicamente idénticos. Presentan cuer-
po oval de 65-80 mp, un tallo recto de unas 20 X 120 me, y una
estructura interna diferenciada. El T; es tan grande como los ante-
riores; su cuerpo es esférico. El T es parecido al anterior, pero mas
pequeiio, con un didmetro aproximadamente de 50 me. Los mds
pequeiios son el Tz y el T, con un corpisculo esférico de un dia-
metro aproximadamente de 30 mex.

Los fagos mas pequefios tienen un diametro de 10-20 mx. Es
evidente que los bacteriéfagos forman un grupo muy heterogéneo de

32



agentes infecciosos. Se plantea el problema de determinar si repre-
senta o no algo mas que una clase biolégica.

El método corriente de estudiar el crecimiento de los fagos con-
siste en mezclar cantidades adecuadas de bacterias y virus, de tal
manera que se sepa el nimero de bacterias que se reproducen y son
infectados por un ntimero conocido de particulas de virus. Pocos
minutos después de hecha la mezcla se espera a que se produzca la
lisis de la bacteria infectada; una vez conseguida, se diluye una par-
te en caldo para probar las bacterias infectadas por el virus.

Del cultivo diluido se toma una muestra, en la que se titula el
contenido en virus, y con los datos obtenidos se elabora una curva de
crecmmiento.

Hay que advertir que esta curva no expresa la multiplicacién
del virus, como ocurre con las bacterias, sino la liberacién de virus,
de las células lisadas por él. El crecimiento de los virus puede deter-
minarse, o por el periodo de latencia, esto es, el periodo de tiempo
que transcurre entre el momento de la fijacién del virus a la bacteria
y su liberacién, o por el rendimiento de virus por bacteria infectada
(DELBRUCK, 1946).

La determinacién del periodo de latencia, en condiciones deter-
minadas, nos proporciona datos caracteristicos del virus, aprovecha-
bles en la taxonomia.

La cantidad de virus obtenida de cada bacteria suele ser de
120 a 400 por cada una de ellas. Las diferencias que se encuentran
entre los virus estudiados no constituyen peculiaridades de los mis-
mos. Es notable la velocidad con que crecen. Se han observado cre-
cimientos de 300 veces en 13, que corresponde a 1,5 por genera-
cién, si se considera que el virus crece geométricamente, 6 2,6” si el
crecimiento ¢s lineal. Por regla general el crecimiento del virus estd
intimamente ligado al de la bacteria huésped.

La inhibicién del crecimiento de la bacteria, por la accidén de
sulfamidas o por 5-metil-triptéfano, repercute también sobre el cre-
cimiento del virus, que puede incluso cesar.

En general existe una correlacion entre el crecimiento de las
bacterias y los virus. A veces se rompe esta correlacion y entonces
vemos una disminucién de la velocidad de crecimiento de la bacte-
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ria sin que varie el periodo de latencia del virus. Esto sucede, por
ejemplo, con la E. coli B y los virus que la lisan cuando se cultiva
aquélla en medio con pH 3 o con lactato aménico. Esta distincién
del crecimiento de bacteria y virus puede apreciarse también cuando
varia el pH de los cultivos. NORTRHOP (1939) observé que a pesar
de que el pH 5,6 era bacteriostatico para el B. megatherium, per-
mitia, sin embargo, un gran rendimiento de virus.

El precisar Jas relaciones del crecimiento entre bacteria y wi-
rus, ha hecho posible el estudio de la influencia de simples metabo-
litos en sus crecimientos.

Los trabajos realizados en esta direccién demuestran que el
crecimiento de los virus exige el suministro a las bacterias de nitré-
geno, fésforo y carbono oxidable, que por otra parte son indispensa-
bles para el crecimiento de éstas.

Estos resultados hablan a favor del origen endégeno de los virus
por medio de reacciones antibacterianas, que requieren poca energia
para que se realicen (KRUEGER y SGRUEPER, 1939). Los virus se
originarian de “precursores” que se encontrarian en las células por
reacciones que requieren poca energia. Si se admite que estos precur-
sores de los virus existen en las células, hay que creer que la cantidad
de ellos debe ser muy p:squeiia.

El empleo de los isétopos como trazadores, ha demostrado que
el fésforo radioactivo lo toma el virus del medio externo, y no del
que asimilan las células antes de la infeccién.

Existen ademas dos orientaciones de trabajo para identificar los
asmiladores especificos del crecimiento de los virus: una, genética;
otra, bioquimica. Por la primera se buscan mutantes de bacterias que
adsorben el virus, pero no los liberan (HENRY y HENRY, 1946).
La bioquimica emplea substancias que no inhiben el crecimiento de
las bacterias, pero si el del virus. Un buen ejemplo lo tenemos en
los derivados de la “acridina”, que a determinadas concentraciones
no mpide el crecimiento de la bacteria, pero si el del virus T.. El
bloqueo del crecimiento del virus es posterior al periodo de latencia,
y probablemente mas por inhibicién del crecimiento del virus que
por modificar alguna fase de la lisis de la bacteria.
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Mecanismo de fijacién Uno de los puntos mas dificiles y
de los virus a las células. menos conocido de la accién de los

virus sobre las bacterias, es lo que
se refiere al mecanismo intimo de la reaccién por el que una unidad
de virus se fija a la bacteria o célula huésped para iniciar el ciclo me-
tabdlico invasor. Aqui también nos proporciona el parasitismo de la
E. coli B por el bacteriéfago, un excelente material de investigacién
por ser posibles, por medidas precisas de las fases del sistema, deter-
minar cuantitativamente las interacciones virus-bacteria. La adsorcién
de la particula del fago por la bacteria es directamente proporcional
a las concentraciones de ambos. Para algunos virus la reaccién en
caldo a 37° C. es muy rdpida y permite una amplia fjacién del vi-
rus a la bacteria. Esta fijacién es altamente especifica, como lo de-
muestra el que formas mutantes de bacterias receptibles no son lisa-
das por el virus, al que antes eran receptibles, a pesar de serlo por
otras cepas de virus que parasitan a la bacteria original e incluso por
algunas mutantes derivadas de ella.

Los factores que intervienen en la adsorcién del virus por las
bacterias, pueden ser inorganicos y organicos; entre los primeros, el
Na* acelera la adsorcién de los fagos; entre los segundos, el I-trip-
téfano es un cofactor indispensable para que se realice la fijacién del
fago a la bacteria.

Muy recientemente se ha demostrado que la unién inicial del
virus con la bacteria es de naturaleza electrostatica y estd determina-
da por una distribucién apropiada de cargas iénicas en las superficies
del virus y de la bacteria (Puck, GAREN y CLINE, 1951). La ra-
pidez de la reaccién entre ambos, en las condiciones Sptimas, hace
suponer que su unién inicial es debida a la existencia de una fuerza
de atraccién electrostatica. Una vez realizada la combinacion virus-
bacteria, comenzarian las reacciones enzimaticas.

La regulacién de la constitucién iénica del medio permite con-
trolar las reacciones entre los virus y sus bacterias huéspedes, cuando
tienen lugar en medios quimicamente bien definidos, desde cero al
méximum teérico. EI Mg** activa una mezcla inerte de virus y bac-
teria. El efecto que se consigue es completo e instantaneo, por ser
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muy rapida la fijacién del virus y acortarse el tiempo en que se al-
canza la mayor actividad, por la adicién de los 1ones necesarios.

También se consigue una activacién analoga a la del Mg*™
con un grupo de iones positivos. Las sales de Ca™+, Mg*™,Batty
Mn** producen una reaccién completa y rapida a concentraciones
de 5 X 10 Mec. Las concentraciones mayores o menores que ésta
disminuyen la velocidad de fijacién. Con las sales de Nat, K+,
NHs* y LiT se consigue el mismo efecto a ]la mitad de velocidad y
a concentraciones 10 veces mayores.

Los cationes trivalentes Al**+, Crt++, Fet " inactivan per-
manentemente el virus.

La influencia de la reaccién por los cationes es debida més que
a la interaccién de fuerzas quimicas especificas a una distribucién de
gran cantidad de cargas. Los cationes actian mas por la carga 1énica
total que por su naturaleza.

Estos hechos no se explicarian si la reaccién fuese debida a un
cambio de covalencias; por el contrario, se comprende facilmente en
términos de un mecanismo electrostatico.

El mismo mecanismo tiene lugar en la fijacién del virus a subs-
tratos inorganicos; el virus puede eluirse de ellos de la misma ma-
nera que de las bacterias huésped a las que se ha fijado. Para que
la elucién tenga lugar, basta cambiar la direccién del equilibrio de
la reaccién. LLa accién del virus sobre la bacteria tendria lugar en
dos fases; en la primera se fijaria el virus inactivo al catién para dar
lugar a un virus activo, segin la reaccién siguiente:

V 4+ nCatt > V(Catt),. [1]

Por esta reaccién los cationes se unen a los puntos de fijacién
de primera clase de la superficie del virus, dandole una configura-
cién iénica que corresponde exactamente a la de la célula huésped.

En la segunda fase la fijacién se realizaria por la unién del ca-
tion del virus activado, con las cargas negativas distribuidas sobre la
superficie de la bacteria, seglin la siguiente reaccién:

V(Catt), +mX— >V (Ca,) X,, (2]

en la que mX ™ representa las cargas negativas distribuidas sobre la
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superficie de la bacteria. Para el virus Ty y la E. coli B, el comple-
mento geométrico electrostdtico se realiza en un medio que contiene
5 X 100*M CaCl.. En estas condiciones, el equilibrio de la reac-
ci6n [1] se desplaza hacia la derecha, asi que todas las particulas
del virus estan en forma activa. LLa enorme rapidez de la reaccién
en estas condiciones es debida a que Ia doble descomposicién i6nica,
en las dos reacciones, favorece en alto grado la maxima colisién efi-
ciente. Cuando la concentraciéon de Mg++ é Ca*t* es menor, la des-
viacién a la derecha no es tan acusada, y al disminuir la concentra-
ci6n de V (Cat™), lo hace también la fijacién del virus a la bacte-
ria (Puck) .

La activacién de la reaccién por la unidn de los cationes a los
puntos de fijacién de primera clase Implica la existencia de puntos
especificos en la superficie bacteriana y en la del virus. El papel del
virus se ha estudiado aqui por la capacidad que tienen los bacterié-
fagos de reaccionar con el catién metalico a estas mismas concentra-
cicnes, lo que hace suponer existan también en e] virus puntos de fja-
cion de primera clase. En el agua destilada el fago T-1 reacciona
con el ion Ca™* a las concentraciones 10— M, 102 M.

ADAMs encuentra que los iones divalentes Ca®* y Mg~ ™,
a la concentracién de 10— M, protegen al T-1 de la descomposi-
cién espontanea en disolucién acuosa, no haciéndolo a concentracio-
nes mas bajas que 107*M. Es importante el descubrimiento de
ADAMS que para que los cationes monovalentes produzcan los mismos
efectos que los iones divalentes, en la fijacién del T-1 a las bacte-
rias, es necesario emplearlos a concentraciones mucho mayores. La
necesidad de utilizar concentraciones mds altas de 1ones monovalen-
tes para obtener alguna fijacién, es un indicio de la débil unién de
estos iones a los grupos de fijacidn del virus,

Confirma la hipétesis expuesta los resultados obtenidos en el es-
tudio de la fijacién del virus a filtros de wvidrio. La concentracién
optima de T-1 para su fijacién en éstos es de 107 M Ca*™* §
10 M Na*. Hay ademds un dato interesante que sefialar en las
experiencias de fijacién a los filtros de vidrio, y es que en éstos no se

produce la fijacién del virus en un exceso de Ca“
Es probable que la inhibicién de la fijacién de! virus por exce-
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so de Cat* sea debida al bloqueo de los sitios de fijacién celular,
fenémenos que no ocurren en el sistema vidrio. Segiin esto, la reac-
ci6n tendria lugar de la siguiente manera:

Catt X 2X > CaX.

activo inactivo

La fuerza de unién en esta reaccién es menor que la del Cat™*
con el virus. La inhibicién solamente se inicia a partir de concentra-
ciones de CaCl,, mayores que 5 X 107® M. La activacién maxima
por el Ca*™ tiene lugar cuando la concentracion es una décima de
la citada. Los iones monovalentes necesitan concentraciones todavia
més altas para competir eficazmente con el virus activado en la union
a los sitios de fijacién X de la célula.

El experimento hecho con radioisétopos como trazadores ha
demostrado que es posible inhibir la invasién del virus bloqueando
los puntos de fijacién celular con exceso de catién. Es mmportante
seiialar que la cantidad de virus fijado a la célula en presencia de Na*
es menor que la fijada a concentraciones Sptimas de Ca*+ 6 Mgt ;
esto indica que los iones monovalentes inician su fijacién a los pun-
tos de unién de “segunda clase” antes de que hayan sido saturados
todos los de “‘primera clase™; esto es, los iones monovalentes actua-
rian sobre la bacteria neutralizando las cargas antes de que se hu-
biese activado el mayor nimero posible de particulas de virus.

De todo lo expuesto se deduce que podemos considerar al vi-
rus como una molécula en la que estan distribuidos por su superficie
agrupaciones especificas que son capaces de unirse reversiblemente
con los iones de la solucién. El nimero de iones, de cualquier cla-
se, que se fijan en un momento dado con el virus es una funcién de
la energia de unién de los distintos puntos en que es posible esta
fijacién y de la concentracion de estos iones en el medio.

La especificidad de los virus para las diferentes células hués-
pedes dependeria de la distribucion geométrica en su superficie de
los puntos de union con los iones y de la energia de unién de estos
sitios con los lones especificos.

Cuando se mezclan varios virus en el mismo medio se establece
en su superficie diferentes configuraciones electrostaticas que deter-
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minan su capacidad para fijarse a una determinada bacteria. Por
ahora se ha estudiado con detenimiento e| papel que juegan ciertos
cationes en la reaccién. No obstante, hay datos suficientes para sos-
pechar que también los iones participan activamente en ella.

El valor de esta interpretacién general que acabamos de expo-
ner no lo aminora la existencia de cepas de virus que necesitan la
presencia de un cofactor organico, del tipo del L-triptéfano, para que
tenga lugar la fijacién del virus a la bacteria. Es probable que la
accién de estas moléculas consista en facilitar 1a fijacién de los iones
a los puntos adecuados. El triptéfano pierde su funcién cofactora
si se eliminan sus grupos de unién, representados por el grupo alfa-
amino o el carboxilo. El indol inhibe la accién del triptéfano en esta
reaccion; contiene el mismo anillo aromatico condensado que el co-
factor normal, pero le faltan las cadenas laterales, altamente pola-
res, a las que se unen fuertemente los iones. Probablemente la fija-
cién inicial del triptéfano al virus tendria lugar por medio de los ele-
mentos estructurales del anillo, que son comunes al triptéfano y al
indol. En el caso del primero la estructura que resulta de la unién
de un clerto nimero de lones a su grupo amino y carboxilo tendria
la configuracién adecuada para que se verifique a continuacién la
fijacion a las células huéspedes. Por el contrario, en el indol la es-
tructura que resulta de la unidn con los lones no es la conveniente
para esta segunda fijacién.

Esta teoria exige que los virus que han mutado deficientemente
necesiten, cuando esta en presencia de un exceso de triptéfano, de-
terminadas caracteristicas salinas, antes que se verifique la fijacién
a las bacterias; hecho confirmado por PUcK y sus colaboradores.

También se han descrito fenémenos analogos a los anteriormen-
te dichos en los virus de los animales.

DAVENPORT y HORSFALL han observado recientemente que las
soluciones que contienen bajas concentraciones de electrdlitos inhi-
ben la fijacién de los virus de la neumonia del ratén y de la influen-
za a los eritrocitos y a las particulas de pulmén. En estas soluciones
el primero de estos virus se redisociaria de las particulas del pulmén
que lo habian adsorbido, pero se retarda la elucion del de la in-

fluenza.
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En realidad la elucién del virus de la influenza A estd en re-

lacién con la concentracién salina de la disolucién.

~ Los autores anteriormente citados interpretan estos hechos su-
poniendo que la fijacién del virus de la neumonia del ratén a las cé-
lulas seria debida a la formacién de un complejo labil andlogo a
una sal débil.

Para el virus de la influenza el mecanismo de fijacién seria
diferente, al menos parcialmente, por ser distinto su comportamien-
to en la elucién. La diferencia del comportamiento entre estos dos
virus seria debida a la distinta naturaleza de la reaccién electrosta-
tica. La elucién por concentraciones salinas altas ocurre siempre que
la fijacién e invasién del virus es debida a mecanismos analogos a
los que intervienen el cloruro de calcio y cuando es posible la fija-
cién de los iones de la disolucién a los puntos de fijacién de segun-
da clase.

Si se acepta en el sistema virus-bacteria la existencia de dos
clases de puntos de fijacién a los que pueden unirse los cationes, ten-
dremos que admitir que es posible haya cationes especificos capaces
de inhibir la invasién por el virus, por tener una energia de unién
para los puntos de *“segunda clase” mayor que la de los que pro-
mueven la invasién. Estos iones actuarian como competidores anta-
génicos de los iones que normalmente favorecen la fijacién; es el
caso del Zn**. Este ion bloquea especificamente la segunda fase
de la reaccién de naturaleza enzimética en la lisis de la E. coli B
por el virus T-1, al favorecer la fijacién del fago a las células del
E. coli B, lo mismo que lo hacen los iones Ca** ¢ Mg*™*; pero
con una diferencia: que la reaccién no prospera, cesa, y queda en la
fase primera reversible. Esta interrupcién de las fases por el Znt+
también es efectiva cuando se realiza la fijacién por los iones Ca*+
6 Mg*+. La presencia de Zn*+ protege a las células contra la des-
truccién. El virus puede fijarse a la parte externa de la célula, pero
no intervenir en el metabolismo celular.

Los experimentos con el isétopo radioactivo Zn” demuestran
que para que éste bloguee la segunda fase de la reaccién es nece-
sario que la célula de E. coli B fija 4 X 107 dtomos de Zn.
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También actuarian sobre la segunda fase de la reaccién las ra-
diaciones ultravioleta.

La accién del triptéfano como cofactor de la mutante de] fago
T-4 es sobre la primera fase de la reaccion, favoreciendo la fijacién
del virus a la bacteria.

Las interpretaciones teéricas de las observaciones expuestas re-
cuerdan el mecanismo de la accién catalizadora del metal en la unién
enzima-substrato, estudiada de modo especial por SMITH, con la di-
peptidasa. L.a mayor diferencia entre los dos sistemas consiste en
que la activacién por metales del sistema virus-célula huésped es una
reaccién extraordinariamente rapida, en tanto que la del sistema péc-
tido-peptidasa es lenta. Esta diferencia puede ser debida a que en el
primer sistema predominan las interacciones ionicas, y en el segundo,
la coordinacién de fuerzas.

El mecanismo propuesto por Puck para explicar la especifi-
cidad y primeras fases de la interaccién virus-célula es diferente de
la explicacién fisioquimica utilizada, con éxito, para interpretar la
especificidad biolégica de la reaccién antigeno-anticuerpo.

La gran velocidad de reaccién en el sistema virus-bacteria no
puede explicarse por la accién de fuerzas de union muy débiles, como
las de VAN DER WAAL, porque la accién de fuerzas muy débiles
serviria para explicar las reacciones en modelos que tienen un alto
grado de especificidad, y en las que la atenuacion por la distancia
estd compensada por la mds exacta correspondencia geométrica en-
tre sus dos superficies, que facilita, en grado mayor y suficiente, los
contactos atémicos necesarios para que se formen uniones estables.
Esta estricta adaptacién estéreométrica exige que sélo se efectie un
pequefio numero de colisiones casuales.

Para evitar esta dificultad, ANDERSON ha propuesto la exis-
tencia en el virus y célula huésped de pequefios “‘elementos especi-
ficos proyectantes” que pueden dar lugar a una reaccién rapida y
especifica.

Por ahora no hay dato experimental alguno que abogue en
favor de la existencia de esta estructura. En las uniones de caracter
iénico la especificidad virus-huésped esta controlada por la relacion
de fuerzas electrostaticas que dan lugar a la fijacién de pequeiios
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iones a los puntos especificos de ambas superficies. Una alta coli-
sién estaria facilitada, primero, porque las fuertes fuerzas electrosta-
ticas orientarian las dos configuraciones complementarias durante un
periodo de aproximacién en el curso de una colisién; segundo, por-
que aunque en la primera colisién intervenga sélo una fraccién del
nimero maximo de grupos capaces de reaccionar de las dos superfi-
cies, las fuerzas de unién son lo bastante fuertes para mantener los
cuerpos uno junto a otro el tiempo suficiente para que se realice un
ajuste mas favorable de las estructuras iénicas de las superficies.

Variaciones y muta- A las formas que se separan del virus ori-
cién de los virus. ginal, algunas no infecciosas, se conside-

ran como mutaciones. Se aprecian por las
modificaciones de los sintomas producidos en el huésped como con-
secuencia de las acciones de la virulencia, que con frecuencia con-
sisten en un aumento de la misma. Las variaciones de los virus han
sido atribuidas a la situacién en un medio no habitual. Es proba-
ble que los virus varien constante y espontaneamente al azar, y que
los tratamientos a los que se atribuye el cambio de las caracteris-
ticas del virus actien, mas que por modificar la estructura de una
determinada particula, por variar la produccién de las diferentes
categorias de éstas. El cambio de la virulencia, por ejemplo, se
mantiene en pases sucesivos, y de aqui que se considere razonable
la denominacién de mutacién, por tratarse de un cambio perma-
nente y hereditario; por otro lado, los tratamientos para provocarla
no hacen otra cosa que seleccionar una mutante preexistente. La
tendencia a producir variantes con propiedades patogenas dife-
rentes puede ser debida a la constitucién quimica y al comporta-
miento fisico. Es posible que los virus cuyas particulas se aglutinan
no estén expuestos intrinsecamente a cambiar, pero su poder de com-
binaciéon con las otras proporcionaria la posibilidad de reconstruir
unidades que no ocurre con los virus, cuyas particulas permanecen
independientes. Segiin éstos, los cambios que se consideran como
mutaciones no serian debidos a la formacién de un nuevo grupo,
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sino simplemente a la combinacién de grupos preexistentes antes
separados.

Los virus se comparan y asemejan a los genes porque muchos
de los efectos que producen en las plantas son analogos a las de és-
tos. L.a comparacién no es buena, porque sabemos con certeza que
las cepas de un virus pueden diferir unas de otras por varios carac-
teres y que cada diferencia puede transmitirse independientemente
de las demas. Por ejemplo, la cepa del virus del mosaico del tabaco
que produce la bigarrue amarilla del tabaco es poco patégena y, sin
embargo, para que produzca efecto es necesario emplearla a con-
centraciones bajas. Parece, pues, que las particulas de virus son por-
tadoras de diversos factores hereditarios, cada uno de los cuales pue-
de considerarse legitimamente como el equivalente de un solo gene,
por poder variar mientras los otros permanecen constantes.

Las variaciones de los virus afectan principalmente a la viru-
lencia, transmisién por insectos, punto isoeléctrico, tipo cristalino,
constitucidén antigénica y contenido en acidos aminados.

No han arrojado ninguna luz sobre la naturaleza de los gru-
pos activos de los virus las tentativas hechas para producir mutacio-
nes y cambios quimicos de las particulas del virus.

Es posible modificar por tratamientos quimicos la virulencia de
un virus frente a determinado huésped.

Otra orientacién de trabajo para determinar las diferencias de
las cepas de virus es el estudio de las propiedades y composicion
quimica. Los valores en diversos acidos aminados del virus del mo-
saico del tabaco han experimentado una serie de modificaciones en
el curso de los anos. De las investigaciones tltimas parece estar bien
establecido que algunos acidos aminados varian en sus proporciones
en las distintas cepas naturales; existen diferencias notables entre los
acidos aminados que entran a formar parte de los virus. Eis muy pro-
bable que puedan ocurrir cambios importantes de la estructura qui-
mica sin que se modifique aparentemente la virulencia de las par-
ticulas.

Como ocurre con frecuencia en la interpretacion de los feno-
menos biolégicos, se ha exagerado también aqui la importancia de
la presencia o ausencia de determinados acidos aimnados en uno u
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otro virus. STANLEY, discutiendo la constitucién del virus del mosai-
co del tabaco y de la cepa Rib-Grasas, afirma que la diferencia “de-
muestra de manera perentoria que la mutacién de un virus puede es-
tar acompanada de la introduccién de varios centenares de molécu-
las de histidina en su estructura”. Como indica muy bien BAWDEN,
esto podria aceptarse si la cepa Rib-Grass fuese una mutacién de la
del virus del mosaico del tabaco; pero no es prudente hacerlo cuan-
do los origenes de los dos virus son distintos y todavia desconocidos.

Las pruebas inmunolégicas demuestran las diferencias antigé-
nicas de ambos virus. .

STANLEY afirma que los analisis de los acidos aminados nos
proporcionan datos claros sobre el tipo de cambio de la estructura
quimica que tiene lugar en la mutacién de un virus.

En el estudio de los fagos llama la atencién la gran especifi-
cidad entre la bacteria y el bacteriéfago que la lisa. Se ha analogado
el fenémeno de adsorcion del fago por la bacteria al que tiene lugar
entre antigenos y anticuerpo.

La especificidad de la reaccién virus-bacteria es notable en las
mutantes de una cepa de bacteria receptible, que, por otra parte, son
resistentes a uno o mis virus. Veamos un ejemplo: Si en una placa
de agar se siembra una mezcla de bacteria de la cepa B de Sche-
richia coli a una concentracién de 10° con un exceso de virus Tj,
veremos cémo son lisadas la mayor parte de las bacterias, no todas.
Estas bacterias que sobreviven son mutantes resistentes capaces de
crecer en medios con virus T;. Aparecen en la misma proporciéon
en todos los cultivos de la bacteria receptible (LURIA y DELBRUCK,
1943).

Estos mutantes resistentes son de varias clases. Se han llegado
a distinguir seis u ocho mutaciones resistentes al T, producidas a par-
tir de cepas puras de B. L.a mutante B-1,5, por ejemplo, es resistente
a los virus T, y T, a pesar de no existir diferencias de cultivo o
serolégicas de la cepa original B. I.a mutante B-1 foerma colonias pe-
quenas y es resistente solo al T;; ademas, necesita para su desarro-
llo triptéfano y nitrégeno aminico (ANDERSON, 1944). Algunos mu-
tantes de esta clase no necesitan triptéfano.

Es interesante sefialar las diferencias en el tamafio de las di-
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versas cepas y, sobre todo, el hecho notable de que algunas de ellas
varien de nuevo a formas receptibles al Th.

Indudablemente que la receptividad o resistencia al virus T,
estd determinada por diferentes factores genéticos de la bacteria.

La necesidad de triptéfano, sefialada anteriormente como re-
quisito de algunas cepas B-1, hace pensar que existe alguna rela-
cién metabélica entre la capacidad de las bacterias para sintetizar
triptéfano y la de formar el componente de la superficie celular ne-
cesario para la adsorcién del T, (ANDERSON, 1944).

Otra interpretacién es la que hace depender la unién del virus
a la bacteria de alguna peculiaridad accidental del aparato genéti-
co de la célula, de modo analogo a lo que sucede al enlace genético
entre el sexo y la hemofilia en el hombre (STURTEVANT y BEALLE,
1939). Es posible que la fijacién del virus a la bacteria se haga por
estos dos mecanismos. Las bacterias pueden presentar formas de re-
sistencla a varios virus que entre si no tienen relacidn morfolégica
o antigénica; esto sucede, por ejemplo, con las parejas de virus
T1 T5 y T3 Ti.

Por otra parte, es raro encontrar formas de resistencia para uno
o mas virus del mismo grupo, aunque éstos estén intimamente rela-
cionados, como sucede con el T», T, y T\, (HERSHEY, 1946). Tam-
bién existen mutaciones de los virus, y asi vemos cémo un mutante
de T (LuUriA, 1945) es capaz de lisar bacterias resistentes al T,
y poseer ademds un grado de actividad idéntico que el Ts.

Todos estos hechos sirven para explicar una regla general, a
saber: La mutacién, que supone un ligero cambio en la estructura
del virus, puede proporcionarle una nueva especificidad hacia el
huésped y separarle del grupo a que pertenecen, para relacionarlo,
por lo menos aparentemente, con otros virus de diferente origen.

Recientemente se han realizado estudios sobre las variaciones
de las bacterias y fagos, en los que se demuestran que cuando se
mezclan dos cepas bien definidas por dos o mas caracteres peculia-
res a cada una de ellas, se obtiene cierta proporcion de cepas mix-
tas o “recombinadas”. Si dos cuerpos caracterizados por las pro-
piedades AB y C D, respectivamente, se mezclan y en el cultivo
se obtienen cepas con caracteres A D o B C, es logico admitir que
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ha tenido lugar una recombinacién, siempre que las cepas cultivadas
solas no den lugar a recombinados.

Para esta clase de experimentos es necesario disponer de cepas
puras y distintas de virus, diferenciables unas de otras, ya sea por la
capacidad para aglutinar hematies de diferentes especies animales
o por la funcién enzimatica de los virus frente a mucoides solubles
o celulares; peculiaridades que reflejan la actividad de un gran nu-
mero de particulas de virus.

En sus trabajos sobre la transformacién del virus de influenza
A en O, BURNET y colaboradores encontraron repetidas veces que
esta ultima forma puede mantenerse en pases seriados cuando se ha-
cen las inoculaciones con diluciones infectivas limite o préximas a
ellas. Este hecho, no comprobado, por otra parte, en ningiin otro la-
boratorio, proporciona la demostracién de que la variacién de la fase
O a la D es un proceso equivalente a una gran mutacién con predo-
minio selectivo, por mayor crecimiento, de la forma mutada y no un
efecto del nuevo medio sobre el virus.

LLa mutacién para BURNET de la cepa A a la B puede explicar-
se de dos maneras: una, porque la reproduccién repetida en un nuevo
medio intracelular modifica progresivamente la calidad de las particu-
las del virus hasta adquirir los caracteres de la cepa B. Otra, por-
que entre las mutantes, que constantemente se producen de la cepa
original, hay algunas que al adaptarse mejor al nuevo ambiente pro-
liferan mas cuantiosamente y prestan al material virico alantoideo,
del que se obtienen, las caracteristicas de la fase B.

LLa mutacién se reconoce con una frecuencia del orden de 10°.
La forma original se multiplica mucho mas rapidamente que las de-
mas y no da lugar al predominio de la mutante cuando se hace la
inoculacién de una particula de virus y se practica la recoleccién a
las cuarenta y cuatro horas. En este caso, la mayor parte de las par-
ticulas del liquido alantoideo son del tipo original.

La pureza de la cepa se mantiene si se siguen los pases con di-
luciones del orden 102, por inocularse solo de una a cinco particu-
las de virus original. Por el contrario, si los pases se hacen con virus
diluido al | por 100 se observa una variacién de los caracteres, por
inyectarse, ademas de las particulas del virus tipo original, una can-
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tidad bastante grande de formas mutantes, que, al multiplicarse mas
rapidamente, predominarin sobre ellas.

La obtencion de variaciones de un virus por el método de las
diluciones es un buen procedimiento para estudiar la influencia del
ambiente intracelular sobre el virus, al producirse aquéllas por la
accién de ésta.

El medio influye también sobre el tipo de variacién o mutante
que se forma. Bastan pequeiias diferencias en los embriones de pollo
para que prevalezca la formacién de una determinada mutante sobre
las demas.

Analogamente a lo que sucede con las bacterias, podemos ad-
mitir que en la multiplicacién de los virus se desarrollen también cier-
to mimero de formas mutantes que al multiplicarse en los pases su-
cesivos aumentan extraordinariamente y llegan a sobrepasar e incluso
reemplazar a la forma original.

Un procedimiento para obtener estas cepas es el de diluir el
material de inoculacién hasta que la infeccién sea sélo de un peque-
fio nimero de ammales o inocular especies muy receptibles, con
objeto de que la infeccién se inicie por una sola unidad de virus.

Cuando las formas mutadas estan en pequeiia cantidad, enton-

es es conveniente pasar la cepa por células huésped en las que la
mutante se multiplique mds favorablemente que al virus predomi-
nante, y una vez conseguido el predominio de aquéllas sobre éste, ais-
lar la forma mutante por el empleo de diluciones crecientes. Otro pro-
cedimiento es el hacer uso de agentes fisicos, quimicos o biolégicos
para los que la forma mutada es mas resistente que la original.

Los fenémenos de recombinacién seiialados plantean el proble-
ma de si la division del virus de la influenza es por fision binaria o
por otro mecanismo. En favor de la primera hipotesis tenemos el que
en ciertas condiciones dos particulas de virus pueden dar lugar a un
tipo primitivo de unién sexual, con redistribucién de los caracteres en
la forma haploide, anilogamente a lo que sucede en la recombina-
cién bactérica con la E. coli cepa K 12 (TATUMLEDERBERG, 1947).

También es posible que una cepa adaptada a crecer en un me-
dio intracelular, cerebro por ejemplo, puede facilitar la transforma-
cién rapida de otro virus en una forma capaz de hacerlo en medio
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desusado. Este fenémeno es analogo, en cierta manera, al del sin-
trofismo de las bacterias, que consiste en que dos variantes de bac-
terias incapaces de sintetizar dos metabolitos esenciales pueden cul-
tivarse mezcladas en un medio en el que solas no lo harian.

La divisién del grupo de los colifagos T., T, y T tendria lu-
gar porque las particulas de virus se romperian en 30-50 subunida-
des (genes) al penetrar en la superficie de la bacteria. Estas particu-
las mas pequeiias se dividirian independientemente, y hacia el final
de la fase del desarrollo intracelular se reconstruirian de ellas las
particulas infecciosas de virus que se liberan en la lisis de la bacteria.

La viabilidad de esta interpretacién esta basada en los estudios
de Luria (1947) sobre la infecciosidad de los virus tratados con
luz ultravioleta, en los que se aprecia que mientras una particula de
virus no es infecciosa, una alta proporcién de ellas dan lugar a la
multiplicacién y lisis. Abogan, ademas, en favor de esta opinién las
recombinaciones que tienen lugar en el colifago T. (HERsBEY y
RotMaN, 1948, y DeBRUCK y BAYLEY, 1946).

Estas consideraciones hechas acerca de los virus de las bacte-
rias son adaptables también a los virus animales.

HovLE (1948) ha comprobado la desaparicién del virus de la
influenza pocas horas después de la infeccién de ]a alantoides. Por
nuestra parte, hemos demostrado que el cultivo de la cepa SK de
poliomielitis en membrana alantoidea, pierde a veces su infecciosi-
dad inmediata, para reaparecer a los catorce o quince dias de per-
manecer el material de inoculacién en helera a + 4° C.

BAUER (1949) sigirié ya que la multiplicacién de los virus ani-
males tendria lugar segin el mecanismo expuesto. HOYLE cree que
la desaparicién de virus demostrable en la membrana alantoidea es
debida a la desintegracién de las particulas infecciosas en otras no
infecciosas. L.a existencia de esta forma puede demostrarse por la
presencia en los tejidos de antigenos solubles que fijan el comple-
mento antes de que aparezcan la infecciosidad y hemoaglutinacién
del virus.

Han confirmado también la desaparicion temporal del virus:
HenLe y HencE (1949) e Isaacs y Epney (1951).

BURNET no acepta que el virus se desintegre en una fase solu-
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ble compuesta de particulas uniformes. Para el investigador austra-
liano las unidades producidas serian unidades genéticas individuales
correspondientes al tipo, en tanto que las unidades equivalentes de
cepas de virus relacionados pero distintas, serian alelomérficas reci-
procas.

Cree que esta interpretacion es mas logica que la de que el vi-
rus se desintegre en una fase soluble compuesta de particulas en-
fermas.

En las combinaciones de virus es mas importante el tipo serol6-
gico de los recombinados que cualquier otro caracter,

Los trabajos de genética que se realizan con el virus de la in-
fluenza, tienen e! inconveniente de no haberse podido aislar una cé-
lula infectada por las dos cepas; esto es, con infeccién cruzada. El
tnico procedimiento que tenemos, por ahora, es el hacer las inocula-
clones con cencentraciones altas, para dar lugar a que puedan mul-
tiplicarse las formas normales y las mutantes, y una vez conseguida
esta multiplicacién inhibir el crecimiento de las originales para que
prosperen, lo mds posible, las recombinadas. Para esto es necesario
poder diferenciar serolégicamente las cepas de los virus que se inocu-
lan para, una vez identificadas, inhibir la cepa con los anticuerpos
especificos y dejar en libertad las otras formas.

La existencia de formas filamentosas del virus descritas recien-
temente (CHU, DAwsoN y ELFORD, 1949), hacen suponer que sus
particulas se forman de una mezcla de unidades mas pequefias que
se automultiplican. De esta manera se explicaria la produccién de
unidades infecciosas esféricas a partir de filamentosas.

Basado en todos estos argumentos, BURNET, que ha dedicado
estudios muy detenidos a las variaciones del virus de la influenza,
admite que las particulas del virus de la influenza son compuestas y
se rompen al penetrar en las células en unidades mas pequenas, que
se dividen separadamente y dan lugar a una mezcla de material vi-
rico, de la que pueden reconstruirse las unidades infecciosas. El mis-
mo sefiala que es una hipétesis todavia no demostrada.



Inmunldad El empleo de las reacciones serolégicas para ca-

racterizar los virus, comprobando en el suero de
los enfermos la presencia de substancias inmunes, ha contribuido no-
tablemente a su mejor conocimiento.

Al principio, ¢l no disponer de la cantidad de antigeno nece-
saria para practicar las reacciones, dificultaba notablemente su apli-
cacién. Los progresos realizados en el cultivo de los virus, entre los
que merece destacarse el método de Goodpasture en huevo de ga-
llina incubado, proporcionaron cantidades de material antigénico bas-
tantes para la purificacién y, por ende, para el empleo en la serolo-
gia de las virosis.

El estudio de la capacidad antigénica de los corpiisculos ele-
mentales ha dado lugar al descubrimiento de los antigenos solubles.
En inmunologia reciben esta denominacién un grupo de substancias,
especificas serolégicamente, que no son el propio agente infeccioso y
se encuentran en ciertas enfermedades producidas por virus o rickett-
sias. Los antigenos solubles no infecciosos difieren entre si por sus
propiedades quimicas y fisicas; se parecen por ser todos de pequefio
tamafio, comparado con el del agente al que estdn asociados y po-
seer algunas, no todas, de las propiedades inmunolégicas del agente
intacto.

El que el antigeno soluble tenga menor tamafio que el virus o
rickettsias que le orginan, hace pensar que se trata de productos o
fracciones de los mismos. Son mas frecuentes en los virus mas com-
plejos y las rickettsias. El antigeno soluble fué descubierto por CRAI-
GIE (1932), en suspensiones histicas ricas en virus vacunal. Esta subs-
tancia no infecciosa se separa facilmente de los corpisculos elemen-
tales filtrando a través de un filtro Seitz, o por centrifugacién a alta
velocidad. Es demostrable por la reaccién de desviacién del com-
plemento.

En colaboracién con WisHART (1936) encontré que la subs-
tancia soluble (AS) consta de un factor 1abil (L) y otro estable (S),
intimamente combinados en las soluciones (L, S) que entran a for-
mar parte de la superficie del corpisculo elemental,

Trabajos posteriores dan a conocer un método sencillo de con-
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centracién y purificacién parcial del antigeno L. S., por precipita-
cién isoeléctrica.

Los antigenos L. S. purificados poseen las propiedades de una
molécula proteica con un peso molecular de 240.000 (SHEBLOVSKY
SMADEL, 1942).

Una caracteristica importante de estos antigenos es que son es-
pecificos de los virus de que proceden ¢ independientes del animal
o medio de cultivo de los que se obtienen. »

La proteina L.. S. presenta, desde el punto de vista inmunolé-
gico, un gran interés, a pesar de no producir inmunidad ni anticuer-
pos neutralizantes del virus. Su importancia radica en que el antige-
no L.. S. es la primera molécula de proteina nativa capaz de provo-
car la produccién de dos anticuerpos distintos. Por otra parte, los
dos factores de la molécula pueden degradarse rapida e independien-
temente. El resultado de tal degradacién demuestra que las partes
del antigeno, serolégicamente activas en la primera fase de la degra-
dacién, se combinan con el anticuerpo, pero no forman un precipita-
do visible; esta relacién antigeno-anticuerpo puede demostrarse por
la reaccién de inhibicién, que consiste en que el anticuerpo combina-
do no puede reaccionar con el antigeno inactivo que se afiade a la
mezcla.

Cuando la degradacion del antigeno es completa, entonces no
reacciona con el anticuerpo. Los virus de la viruela y vacuna aglu-
tinan los glébulos rojos, y esta propiedad eritroaglutinante parece es-
tar unida a los antigenos solubles, y no a las particulas del virus
(BURNET y BoakE, 1946; BURNET y STONE, 1946).

Otro antigeno soluble extraido de los corpisculos elementales
de vacunas es el antigeno N. P. de naturaleza nicleoproteica, con
un 6 por 100 de acido timonucleico {SMADEL, RIVERs y Hoa-
GLAND, 1942). Este antigeno provoca la formacién de precipitina
y aglutininas especificas; a estas ultimas se las denomina aglutini-
nas X. Los sueros con estos anticuerpos N. P. no neutralizan al vi-
rus, ni hacen a los animales resistentes a la infeccién. Al igual que
el L. S. formaria parte de la superficie de los corpusculos elementales.

Se ha encontrado también antigenos solubles en el grupo de
virus de la psitacosis-linfogranuloma venéreo (LLAzARUs y MEYER,
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1939; HiLLEMAN y NicG, 1946). El antigeno del linfogranuloma
seria una substancia de naturaleza glucolipida.
, Hoy dia se emplean antigenos solubles en clinica humana para
el diagnéstico de varias enfermedades producidas por virus: corio-
meningitis linfocitica, rabia, viruela, vacuna (alastrina), psitacosis,
linfogranuloma venéreo, mfluenza A y B, etc.

La mmmunologia de las virosis es compleja. Los anticuerpos que
producen y pueden comprobarse son varios y especificos. Con fre-
cuencia se emplean en la identificacién de los procesos virésicos, las
reacciones de neutralizacién, desviacién de complemento, cada vez
mas utilizable en clinica con fines diagnésticos, aglutinacién y preci-
pitacion. Modernamente se usa la eritroaglutinacién a 37° C. y a
baja temperatura. Entre estas reacciones merece especial aiencién la
eritroaglutinacién o reaccién de Hirst, por ser de uso frecuente en
la metédica de los virus.

Eritroaglutinacién. En 1942 di6 a conocer HIRST la reac-

cién de la aglutinacién de los hematies
de pollo por el virus de la influenza. El mecanismo de ésta consiste
en la fijacién del virus al receptor del hematie y en su destruccién
por el virus. El virus se libera después espontaneamente y puede fijar-
se de nuevo a otros hematies y aglutinarlos. El hematie en el que
se f1)6 el virus, por el contrario, pierde la capacidad de ser aglutina-
do por el mismo virus.

La capacidad de los hematies de varias especies de animal de
adsorber y eluir diversos tipos de virus, como el de la influenza,
parotiditis, peste aviar, etc., tiene especial interés por proporcionar-
nos un buen método para el estudio del problema del mecanismo de
la infeccion virica y las relaciones entre el virus y el huésped. La
elucidn de virus de los eritrocitos que lo fijaron lleva consigo la des-
truccién del substrdtum del receptor al que se fij6 el virus para aglu-
tinarlos.

Es posible que la destruccion del receptor por el virus tenga
lugar por un proceso enzimatico, sin restitucién del receptor una vez
destruido.
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Para aclarar el mecanismo por el que el virus destruye el re-
ceptor del eritrocito se han seguido distintos procedimientos. Unas
veces se ha aislado el receptor del virus; otras, se han tratado eritro-
citos intactos, con reactivos que Inactivan el receptor, medio que nos
proporciona algunos datos sobre su naturaleza quimica, y, por ulti-
mo, se han buscado substancias analogas a las del receptor en otras
fuentes biologicas.

El descubrimiento de que el virus de la influenza después de
ser adsorbido por los hematies puede eluirse facilmente, hace pensar
que posee un enzima capaz de inactivar una substancia receptora del
eritrocito.

Los estudios de HIRST sugieren que el receptor es un mucopro-
teido, y que tanto ]a proteina como el nicleoproteido son necesarios
para la combinacién con el virus. En el suero normal existen también
considerables cantidades de substancias receptoras que pueden ad-
sorber el virus.

Los resultados obtenidos, por la accién del peryodato sobre las
substancias receptoras, indican que en su composicién intervienen los
carbohidratos. BURNET y colaboradores estudiaron las reacciones de
las mucinas con el virus de la influenza, logrando demostrar que una
seudomucinasa y las substancias del grupo O inhiben notablemente
la aglutinacién de los hematies por el virus de la influenza; esta n-
hibicién se reduce cuando se incuba el virus y la substancia O.

GREENE vy WooLLY han encontrado, por otra parte, que los
polisacdridos naturales, principalmente la pectina de manzana, inhi-
ben la eritroaglutinacién por el virus de la influenza y son capaces de
prevenir la infeccién con este virus en embriones de pollo. Por nues-
tra parte, hemos podido comprobar, con nuestros cclaboradores To-
LEDANO v MARZAL, este efecto inhibidor de la pectina de manzana.
Posteriormente, SNIBER, HUELER y HOSFLALL encontraron que el
polisacdrido capsular del bacilo de FRIEDMAN, de tipo B, bloquea la
eritroaglutinacién por el virus de las parotiditis, pero no la de los
virus A o B de la influenza. Los eritrocitos tratados con carbohidra-
tos conservan su aglutinibilidad aun lisados. En este caso, la accion
tiene lugar entre los carbohidratos y los erntrocitos, bloqueando los

53



primeros, de una manera especifica, los puntos receptores de los se-
gundos.
' La accién entre el virus y el carbohidrato no demuestra que la
pectina de manzana, en concentraciones altas, favorezca la aglutina-
cién de los eritrocitos por los carbohidratos. No es probable que los
receptores sean del tipo de los polisacaridos.

Cuando se diluyen los eritrocitos en sueros con factor inhibidor,
no se aglutinan por el virus si se lavan antes de que adsorban al inhi-
bidor del suero.

Ha sido posible extraer de las células la substancia inhibidora
del virus que es destruida en presencia de éste. Posiblemente se trata
de la substancia receptora en solucién (FRIEDEWALT, MULLER,
WHATELEY y BovarNICcK).

Son muy semejantes la substancia receptora del virus y la de
los grupos sanguineos, en lo que se refiere a su insolubilidad en el
agua. Las formas solubles en agua pueden encontrarse por doquier.

La propiedad descrita de destruccién del inhibidor por el per-
yodato, hace que éste se emplee para eliminar, en la eritroaglutina-
cién, el poder inhibidor del suero.

El procedimiento de mhibicién de la eritroaglutinacién por la
pectina o la substancia inhibidora del suero, ha hecho posible el de-
mostrar, titulando el poder de inhibicién, que el virus sin calentar es
capaz de destruir ripidamente al inhibidor del suero. Queda induda-
blemente por aclarar si no intervienen otros factores en la destruc-
c16n de la inhibicién del virus.

De los estudios de HIRST se deduce, ademas, que el virus de la
influenza calentado a 56° C., durante treinta minutos, pierde parte
de su capacidad para aglutinar eritrocitos y su poder para eluirse de
los mismos cuando ha sido adsorbido. El virus inactivado por el ca-
lor pierde la capacidad de destruir el inhibidor del virus del suero
normal del conejo.

El virus, al fijarse a los hematies, lo hace en los receptores de
éste, y su accién es fija.

Posteriormente se ha demostrado que el virus de la enfermedad
de Newecastle y el de la parotiditis se eluyen espontaneamente de los
eritrocitos.
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BURNET ha llamado la atencién sobre las diferencias en la
capacidad e intensidad de la fijacién en los receptores de los virus
de la influenza, Newcastle y parotiditis. Estas diferencias permiten
establecer una escala continua que denomina “gradacién de recepto-
res”. Un aspecto de esta gradaciéon es que expresa la labilidad de
los receptores cuando son atacados por dos virus o por una substancia
presente en los filtrados de bacterias. Cuando se tratan los eritrocitos,
durante poco tiempo, con un filtrado de vibrién colérico, no son
aglutinados por los virus situados en las zonas bajas del gradiente y
si por los que estan en las mas altas.

Otro aspecto del gradiente es que los virus destruyen sus recep-
tores y los de los que estan situados por debajo de él, pero no los
de los que estdn por encima. Esta gran especificidad sugiere que los
receptores son complejos y estan formados por varios componentes.

Relacion entre los virus FEl problema de las particulas gené-
y las unidades biolégicas ticas citoplasmicas, se ha desarrolla-
autorreproductivas. do plenamente cuando se han defi-
nido las funciones del ntcleo y cons-

truido el esquema de la herencia cromosémica.

Segin DARLINGTON, desde el primer momento ha existido un
desacuerdo entre los genetistas europeos y los americanos; estos ulti-
mos partidarios decididos de la teoria cromosémica, y aquéllos, de-
fensores de la participacién del citoplasma en la herencia. CORRES
proporcioné ejemplos que no podian explicarse sélo por la herencia
nuclear. BAUR explicaba las mezclas hibridas por un reparto des-
igual de plastidos. Los hibridos del ratén de Wettstein daran lugar
a la nocién de plasmona. En 1933, DARLINGTON proporciona su
concepcién de que todos los agentes autoplasmicos reproductores
participan en la herencia, por ser capaces de transmitirse a través
de las células germinales; propuso para todos ellos el término de
“plasmagen”.

Las relaciones con los virus son estrechas, por ser mas semejan-
tes a éstos que a los genes nucleares, y originarse con frecuencia de
aquéllos, por un accidente de trasplantacion. En realidad, serfan
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proteinas desplazadas mis que a enemigos primitivos de la Natura-
leza. Su evolucién estaria sometida al equilibrio quimico, a la repar-
ticién mecanica y a las mutaciones genéticas caracteristicas de los
elementos citoplasmicos.

El descubrimiento en el citoplasma del Paramecium, por SoN-
NEBORN (1944), de una entidad capaz de autorreproduccién que no
es de naturaleza plastida, hace posible la generalizacién de esta teo-
ria y su aplicacién al problema de la etiologia virica del cancer.

Las diferencias en la velocidad de propagacién son debidas a
los plasmagenes.

El estudio de las particulas citopldsmicas como elementos bio-
légicos dotados de autorreproduccién y continuidad genética, inicia
una época en las relaciones entre los plasmagenes, microsomas, gra-
nulos ribontcleoproteicos y virus.

DARLINGTON clasifica las particulas citoplasmicas en tres gru-
pos de distinto rango y significacién biolégica. El grupo superior je-
rarquicamente es el de mayor tamafio y estd formado por las par-
ticulas de las plastidas de las plantas; centrosoma de los animales,
etcétera. El segundo grupo comprende las particulas del tipo del ge-
noide de la Drosophila y el factor “Kappa™ del Paramecium, cuya
velocidad de multiplicacién puede controlarse por la temperatura y
ser contada y medida.

Al tercer grupo, integrado por las particulas de menor tamano,
corresponden las moléculas libres, invisibles, tnicamente demostra-
bles por las experiencias de cruzamiento.

CLAUDE, por centrifugacién a diferentes velocidades, ha sepa-
rado de las células hepaticas de los mamiferos tres grupos de gra-
nulos morfolégica y bioquimicamente distintos: 1.° Granulos gran-
des, de tamano aproximado de 0,5 a 2,0 ¢ de diametro, que co-
rresponden a los granulos de secrecién y mitocondrias. 2.° Los micro-
somas, granulos pequeifios de un tamano entre 50-200 m# de didme-
tro. 3.° El sobrenadante, con particulas menores de 50 my¢ de dia-
metro. La fraccién que mds nos interesa, por su relacién con los vi-
rus, es la segunda. Loos microsomas se analogan a los granulos ribo-
nucleoproteicos, a los virus y a los plasmagenes.

El estudio de las diferenciaciones embrionarias ha permitido a
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BRACHER analogar los granulos riboniicleoproteicos del citoplasma a
los plasmagenes, e incluso a los virus. Con estos tltimos estima tie-
nen un estrecho parentesco, por contener siempre acido nucleinico y
ser de talla semejante. Por otra parte, CLAUDE obtiene también mi-
crosomas al tratar de purificar, por centrifugacién a gran velocidad,
el virus del sarcoma de Roux. Las particulas que obtenia a partir
de embriones de pollo normales o inoculados con el virus de Roux,
solo se distinguian por ser o no infecciosas.

Los granulos ribontcleoproteicos tienen gran importancia bio-
légica sobre todo, y ademds de su participacién en el proceso respira-
torio, por ser eslabones en la sintesis de las proteinas. Como el &cido
ribonucleinico es uno de los principales constituyentes de los granulos
y por si sélo no es capaz de elaborar proteinas, es probable que en la
elaboracién de éstas participe toda la molécula. I.a composicién qui-
mica de los granulos encuadra perfectamente con las modernas teo-
rias sobre el mecanismo bioquimico de la sintesis de las proteinas ex-
puestas principalmente por COHEN y CHANTRENNE.

El estudio detenido de los granulos citoplasmicos ha dado como
resultado admitir en el protoplasma gréanulos de diferente grosor. Los
mas pequenos son ricos en acldo ribonucleinico y pobres en enzimas;
los voluminosos, 1dentificados con las mitocondrias, son mayores, con-
tienen numerosos fermentos y poco acido ribonucleinico. CHANTREN-
NE admite que los grdnulos mas pequefios son casi puros de ribond-
cleoproteidos. La complejidad va aumentando con la talla; los gra-
nulos que no contienen mas que fermento respiratorio son los mas pe-
quefios y se relacionan mucho con los virus; incluso se cree son ca-
paces de automultiplicarse. Una diferencia clara con los virus seria
el aumento constante de la talla en su evolucién.

Si los granulos nbontcleoproteicos poseen caracteres analogos
a los de los plasmagenes, habrd que admitir la posibilidad de autorre-
produccién de los mismos. Los microsomas de CLAUDE son capaces
de multiplicarse. .o demuestra la presencia de racimos y cadenetas
en la observacion hipermicroscopica. Este tipo de experimentacién
tiene el inconveniente de que el tratamiento drastico que se da a los
preparados produce artefactos que complican la imagen y dificultan
las conclusiones. Para evitar esto, BRACHER y colaboradores han
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empleado dos métodos; con uno demuestran la multiplicacién de los
granulos, inyectando una suspensién de éstos en un huevo de rana al
principio de la segmentacién, y buscando, después, la basofilia de las
células aisladas del blastémero. El otro tipo de experiencia, mas en
relacién con las técnicas empleadas en el cultivo de virus, consiste en
depositar una gota de una suspensiéon de granulos sobre la superficie
de la membrana corioalantoidea de un embrién de pollo. En el exa-
men de la membrana, después de la inoculacién, se aprecia la presen-
cia de un espesamiento considerable del epitelio, cuyas células pre-
sentaban un notable aumento de la basofilia del citoplasma y del
nucléolo.

Hoy dia es dificil precisar si los granulos riboniicleoproteicos
son analogos a los plasmagenes, e incluso si deben llamarse asi. Se
consideran como productos de actividad nuclear, de pequefo tama-
fo, ricos en acido ribonucleinico, pobres en enzimas y capaces de
multiplicarse, como los virus, y aumentar de volumen por la adicién
de fermentos. Los granulos mas grandes, pobres en enzimas respira-
torios, serian los agentes de proteinas especificas, y, por consecuencia,
de la diferenciacién embrionaria.

DARLINGTON sugiere que existe una analogia entre sus particu-
las, los genes nucleares y los virus, los cuales se diferencian por estar
combinados con el dcido desoxirribonucleinico, en oposicién a la ri-
bosa. Esta distincién no puede aplicarse a los plasmagenes, por la
falta total de acido ribonucleinico cromosémico en el citoplasma.

Las diferencias entre los virus y los otros componentes celulares
se evidencian cuando las proteinas viricas manifiestan la propiedad
de reproducirse y modificar la fisiologia de la célula huésped. No se
sabe el mecanismo intimo del proceso; los virus no poseen sistemas
enzimaticos y actdan, probablemente, influenciando los de la célula
huésped, cuyo metabolismo desvian. Los virus como entidades con
continuidad genética, se diferencian claramente de las proteinas que
no se reproducen. Segin BAWDEN, esta distincién estd desprovista
de valor, porque en la escala de los constituyentes celulares submi-
croscopicos no podemos distinguir entre produccién y reproduccidn,
y la dnica distincién real entre los virus y algunos constituyentes ce-
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lulares es que los primeros pueden desarrollarse en células en las que
normalmente no son habituales.

Segilin este investigador, no existe ninguna prueba positiva del
origen de los virus a partir de los componentes normales de la cé-
lula; la identificacién con éstos es pura especulacién. Los virus como
agentes patdégenos se comportan exactamente igual que las bacte-
rias y los hongos, pero esta analogia no autoriza a admitir que, como
éstos, poseen sistemas que les hacen capaces de tener un metabolismo
independiente. Parece mas légico pensar que la célula infectada es
el sistema reproductor y las particulas de virus uno de los determi-
nantes que deciden el comportamiento global de la célula. A pesar
de no conocerse bien el mecanismo de multiplicacién de los virus, es
un hecho indudable que la penetracién de virus en las células recep-
tivas provoca su formacién. L.a mayor parte del virus neoformado es
igual que el que causa la infeccién, aunque no siempre es asi, por ser
a veces diferente,

Es dificil la distincién entre plasmagenes y virus. DARLINGTON
distingue virus y provirus. Las particulas viricas se caracterizan por
ser infecciosas naturalmente y, por tanto, por adaptacién. Los pro-
virus serian infecciones experimentales y no puede distinguirse de los
plasmagenes (DARLINGTON, 1948, y DARLINGTON y MATHES,
1949) . En el grupo de los provirus se encuentran agentes que existen
a la vez en las plantas, animales y bacterias. En las primeras apare-
cen Unicamente por injerto, como en la patata King Edward. En las
bacterias son los bacteriéfagos y los agentes lisgenos de los estafilo-
cocos, y en los protozoos estan representados por las propiedades in-
fecciosas de los plasmagenes Kappa de los Paramecios. La repro-
duccién de estas particulas depende de las especies en que las encon-
tramos y se seleccionan por las ventajas que proporcionan al huésped
y no por las suyas propias,

La aplicacién de esta clasificacion a la etiologia del cancer se
ha hecho como sigue: En la formacién de los tumores intervienen
también las tres categorias de factores que lo hacen en la herencia,
desarrollo e infeccién, demostrables por su comportamiento en el ci-
toplasma y sin relacién con la formacién de los tumores. La catego-
ria naturalmente infecciosa, el virus verdadero esta representado por
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el del papiloma de Shope en el conejo, y las verrugas en el hombre.
El provirus, o categoria experimentalmente infecciosa seria el sarco-
ma de Roux. Otra categoria sin poder infeccioso conocido seria el
plasmagen puro, a la que corresponden la mayor parte de los tumo-
res espontaneos e inducidos de los mamiferos.

El virus genuino asienta en el citoplasma. El virus plasmagen
proviene de ]a mutacién de éste por los cancerigenos. El grupo pro-
virus establece el puente de unién entre las anteriores. La posibilidad
de una transmisién experimental demuestra que el agente causal esta
en el citoplasma; por otra parte, la ausencia de transmisién natural
prueba que este agente debié aparecer, en su origen, en el organismo
en el que se descubrié por primera vez.

Una situacién intermedia corresponderia a los canceres espon-
taneos de mama del ratén, cuya aparicion estad condicionada por la
herencia y la infeccién (factor licteo).

Los cancerigenos quimicos producirian los tumores por muta-
cién citopldsmica y no por su accién sobre el niicleo, porque las ra-
diaciones débiles capaces de provocar cambios de los genes nuclea-
res no producen tumores (DARLINGTON, 1948). Las nuevas expe-
riencias de RoPP y GAUTHERET (1948) sobre las plantas propor-
cionan un argumento irrebatible del origen por mutacién de los tu-
mores y Vvirus.

GAUTHERET ha descubierto en 1948 que si se trata el tejido de
diversas especies de plantas por héteroauxinas o se infectan por el
Phytomonas tumefaciens, se produce una modificacién del estado de
las células, que se transmite en la multiplicacién celular y algunas
veces por contacto. Esta modificacién podria interpretarse segin
GAUTHERET como una mutacién o por la formacién interna de un
virus nuevo. DARLINGTON es mds decidido y no duda interpretarlo
segln su concepcién del provirus. Esto es, la bacteria y el tratamien-
to por la héteroauxina no hacen mas que transformar, por mutacién
genética, una proteina celular normal, o plasmagenen, en un pro-
virus.

El estudio de la desdiferenciacion citoplasmica de las células
tumorales es apropiado para aclarar la diferenciacion en el desarro-
llo normal. En la célula tumoral parece como si gran nimero de pro-
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teinas celulares fuesen incapaces de mantener el nuevo ritmo de cre-
cimiento, por escasear, al proceder directamente del nicleo y no po-
der producirlas éste en cantidad bastante, al sustraerle los plasma-
genes mutantes parte de los materiales citoplasmicos que el niicleo
aprovecha para formarla.

Para terminar, diré las recientes experiencias de LETTRE, con
homogeneizados de tumores, en los que establece la participacién de
las granulaciones citoplasmicas en las trasplantaciones positivas de
tumores.

Lo mas interesante de los trabajos de LLETTRE son las experien-
cias con células tumorales libres de granulacién citoplasmica. Este
investigador elimina las mitocondrias de las células tratdndolas con
agua destilada.

Las células tumorales, asi tratadas, contienen todavia el micleo
y citoplasma, pero éste sin granulaciones. La trasplantacién de estas
células no da lugar a tumores, por no ser capaces de crecer ni rege-
nerar sin las granulaciones citoplasmicas. Con las mitocondrias solas,
tampoco se consiguen tumores, pero si se mezclan las células sin gra-
nulaciones con sus granulaciones citopldsmicas aisladas, entonces se
obtienen de nuevo tumores. Las granulaciones pueden unirse a las
células sanas y proporcionarles capacidad de crecimiento, probable-
mente por ser portadoras las mitocondrias de mmportantes fermentos
para el metabolismo celular. Estas experiencias demuestran que estos
componentes citoplasmicos son imprescindibles para el crecimiento y
divisién de la célula; tienen gran importancia para aclarar la etiolo-
gia virica de los tumores. Las granulaciones solas no son patégenas,
los virus si. Las granulaciones se comportan como patdgenas frente
a las células de las que proceden, proporcionindoles un crecimiento
sin limite. , )

Una situacién analoga es la de los virus tumorales. El virus, al
penetrar en la célula, le proporciona el impulso necesario para crecer
ilimitadamente. Otra analogia entre el modo de comportarse las gra-
nulaciones aisladas y los virus la tenemos en su especificidad. l.as
primeras s6lo pueden completar a las células de las que proceden; los
virus demuestran su caracter patégeno frente a las células especifica-
mente receptibles.
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Estos experimentos son un modelo que demuestra el comporta-
miento viroide de las granulaciones citoplasmicas. L.a mayor dificul-
tad que encontramos para establecer, con claridad, la génesis virica
de los tumores, es la falta de un criterio para caracterizar los virus.

En algunos casos es indudable su existencia, pero ésta no per-
mite una generalizacién, sin mas. El desconocimiento sobre la rela-
cién entre la multiplicacién de las mitocondrias y las células, hace
imposible deducir si la multiplicacién celular ilimitada se realiza se-
gtin la hacen los virus en el interior de las células.

Consideramos de gran interés los hechos que demuestran la po-
sible transformacién de las granulaciones citoplasmicas en productos
capaces de producir alteraciones que se manifestaran en enfermeda-
des, con las que habra que hacer un nuevo grupo.

He dicho.
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SENORAS Y SENORES:

La eficacia del verbo. Si D. Julidn Sanz Ibanez, que ingresa
hoy en esta Real Academia, no fuera,
como es, conocido y admirado en el mundo cientifico, bastaria el
discurso que acabamos de oir para considerarle indiscutiblemente
merecedor del sillén para el que ha sido elegido. Arduo por todo
extremo el asunto de su disertacién, lleno de zonas confusas, como
tantos otros capitulos recién abiertos a la poderosa investigacién de
nuestros dias, acaba de darnos una leccién patente de la profundi-
dad de sus conocimientos, y de su magistral aptitud para exponerlos.
La vida cientifica del nuevo académico, relativamente breve
porque apenas ha transpuesto los limites de la madurez, es, sin em-
bargo, copiosa en sazonados frutos y en eficaces actividades. Sanz
Ibafiez es aragonés, de la promocién de grandes investigadores que
nos ha dado aquella tierra, después de haber dado a Espana y al
mundo a D. Santiago Ramdén y Cajal. Gran ejemplo que demuestra
hasta qué grado se extiende la influencia del hombre de excepcién
sobre el medio en que vive y en el tiempo que le sigue. En otra oca-
sién he hecho este mismo comentario, que me es grato repetir cada
vez que la ocasién se presenta porque reafirma mi fe en la eficacia
del verbo humano, cuando en él alienta el desinterés y la pasién por
la verdad.

La propaganda artificiosa, la que fia el éxito a la perfeccién
de las técnicas de difusién, tal como hoy se realiza en tantos aspectos
de la vida, con fines industriales o politicos, puede producir efectos
sorprendentes; pero estan irremisiblemente condenados a morir. Es
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mas, el monstruoso auge que la propaganda ha alcanzado en la so-
ciedad actual empieza a mostrar su contrafilo; es decir, empieza a
marcar desde el primer momento al objetivo de sus ruidosas apolo-
gias con un estigma de presunta vacuidad. Los que organizan las
propagandas cuentan con la inferioridad mental de las multitudes.
Pero es de esperar que pronto, hasta las multitudes se convenzan de
que la verdad digna de regir nuestra conducta es sélo la que elabora
la razén, y no la que se nos da manufacturada en una oficina.

Lo que un hombre genial o simplemente honesto, bien intencio-
nado y entusiasta, crea con su palabra y con su accién, es siempre
fructifero; pero sobre todo es perdurable. Y asi, cuando tantas otras
cosas que arrebataron de entusiasmo, en su dia, a las gentes se nos
aparecen hoy sepultadas en la lejania del recuerdo, Cajal y su obra
continian enhiestos, no sélo manteniendo su vigencia inicial sino acre-
centandola de dia en dia.

Aparte del sentido universal de su obra, Cajal dej6 un fermento
creador, humano, de misteriosa virtud, en Aragon. Como Menéndez
Pelayo en Santander o Leopoldo Alas en Asturias o Unamuno en
Salamanca. Por qué y cémo ocurre esto, no lo sabemos; pero no
puede ser casual el hecho de que, aparte de su hermano, hayan sido
coterraneos de Cajal, Tello, Lorente de N6, Sanz Ibaniez y alguno
mds de los que han contribuido e ilustrado su obra de creacién bio-
logica.

Vida cientifica del Desde los comienzos de su carrera, din-
Profesor Sanz Ibafiez gi6 Sanz Ibanez su actividad preferente a

la Histologia y Anatomia Patolégicas,
primero como interno de esta asignatura, en Zaragoza, donde se hizo
médico; y después, ya en Madrid, como ayudante de practicas, como
profesor auxiliar (1932) y como Catedratico de Anatomia Patols-
gica, en la Central, desde 1945, tras haberlo sido en Santiago de
Compostela. Aifiadiré, para ser exacto, la consabida coletilla enfati-
ca de que fué todo esto “por oposicién”, aunque para mi esto de la
oposicién no agregue nada a su merecido ascenso a las alturas pe-
dagdgicas.
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Completé sus estudios en el extranjero, aprendiendo con el pro-
fesor Fischer la técnica de los cultivos de tejidos, en el Instituto Kai-
ser-Wilhem de Berlin (1929), pensionado por la Facultad de Me-
dicina de Zaragoza, y, a continuacién (1932-33), en el Instituto
Neurolégico de Viena con el Profesor Marburg. A su regreso a
Espaiia, fué Jefe del Servicio de Histopatologia y cultivos de virus
en el Instituto de Rockefeller, en Madrid, y Jefe del Servicic de
Oncologia de la Direccién General de Sanidad. El propio Cajal le
designé para Jefe de Seccién del Instituto de su nombre, y de él es
actualmente Director, a partir de 1945. Desde 1946 dirige, en fin,
el Instituto del Cancer.

De su labor en todos estos puestos son exponentes decisivos los
frutos pedagégicos de su gestion y sus publicaciones, sélidas, varias
de entre ellas consideradas ya como autoridades, cuya enumeraciéon
se vera al final de estas palabras mias.

D. Juan Marcilla. He aqui el retrato del hombre de ciencia,

lleno de méritos y de posibilidades, que vie-
ne a colaborar en nuestras tareas, ocupando el sillén que dejara va-
cante D. Juan Marcilla Arrazola, de cuyos méritos acabamos de
oir cumplido y merecido elogio. Quisiera yo sumarme a él, con la
maxima cordialidad. Marcilla fué prototipo de esos hombres de cien-
cia cuya vida transcurre en una penumbra provechosa, inaccesible al
grato pero siempre peligroso y a veces letal halago de la popularidad.
Y, precisamente por eso, debemos adherirnos todos en esta solemni-
dad, que en parte lo es porque la ilumina su recuerdo, al fervoroso
homenaje que el Dr. Sanz Ibaniez le acaba de dedicar.

L.a gente de la calle identifica la ciencia y sus progresos con
los hombres seferos, con los grandes descubridores cuyas frentes, or-
nadas de laurel, ascienden, como los altos picos de los montes, hasta
alcanzar las nubes. Pero, como gustaba de decir Cajal, cuyo recuer-
do, vivo en todas partes lo esta especialmente aqui, esas cimas en-
hiestas no brotan porque si de la llanura, sino de la masa de las cor-
dilleras, hechas de montafias menores, sin nombre de resonancia uni-
versal. Esas cordilleras que sirven de sustento al genio rarisimo, es-
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tan formadas por el sabio modesto, de callada labor, que crea en
torno suyo sugestiones e intereses accesibles a todas las mentes y que
transmite su afan a los discipulos innlimeros, que formaran el am-
biente cientifico, sin el cual el mismo genio tiene sélo esporadica

utilidad.

El ambiente cientifico. En este mismo recinto resonaron las
palabras del maestro en aquel su me-
morable discurso de entrada hace ya casi cincuenta afios, que sigue
siendo un decilogo y un guia para los estudiosos de Espafa. Su
principal preocupacién, entonces y siempre, era precisamente el se-
nalar la importancia del hombre de ciencia modesto como elemento
mprescindible a la creacién del ambiente sin el cual la creacidn, el
hallazgo, es, lo que nunca debe ser, una hazafia, y no lo que debe
ser, una noble rutina. Honramos la memoria del gran histélogo re-
novando su preocupacién, hoy, en esta Academia de la que yo le
oi decir que era la méas grata a sus simpatias; porque, acaso, en la
huella que Cajal ha dejado entre los espaiioles hay mas de culto
entusiasta a su genio, que de eficaz y colectivo propésito de alistarse
en esos batallones de técnicos, de hombres sencillamente preocupa-
dos por el trabajo cientifico, sin temor al anénimo, productores, como
se dice ahora, de una particula de la verdad que mas tarde el genio,
reuniéndola con otras muchas, convertira en resonante hallazgo.
Marcilla fué un gran investigador, y un gran maestro, y a sus
importantes hallazgos, principalmente en el terreno de la Viticultura
y Enologia, unié, para merecer el homenaje que hoy le tributamos,
esa generosa capacidad de contagio y emulacién en el afan de saber
que crea los adeptos numerosos; es decir, el ambiente, y, por lo tanto,
la futura posibilidad del descubridor excepcional.

La ciencia practica. Alabemos finalmente el aspecto practico

de su sabiduria. La verdadera grandeza
de la ciencia acaba siempre valorandose por su utilidad. El gran
descubridor parece un hombre distraido, para el que no cuentan las
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realidades de la existencia de cada dia. Pero de sus descuidos y de
sus distracciones surge, a la corta o a la larga, todo aquello que él,
el sabio, no echaba de menos, pero los demas, si: el viaje rapido, la
comunicacién instantanea con el Continente lejano, la desaparicién
del dolor o de 1a enfermedad, la muerte de los insectos que molestan
o inoculan; o, en fin, el buen vino, obra prodigiosa de Dios, de todos
modos perfecta, pero de excelencias afinadas por el ingenio y el tra-
bajo del hombre de ciencia. Marcilla, como el Dr. Sanz Ibanez
nos ha recordado, dedicé buena parte de su preocupacién y de su
talento a mejorar los vinos espanoles, divino don de nuestra Pen-
insula que nos llega con el sol, el cual, al acariciar las vides de nues-
tro viejo mundo parece traer en sus rayos una vitalidad contagiosa,
hecha de creadora antigiiedad. Los vinos excelentes de Espafia, que
hoy pueden exhibir sus cualidades con fortuna, en la mesa elegante
o en el mesén popular, deben, en gran parte, su situacién privilegia-
da, acabdis de oirlo, a las investigaciones de Marcilla.

Por esto y por todo lo demas que hizo y por la noble silueta
de su vida, afiado ahora un recuerdo mas, lleno de fervor, a los que

Sanz Ibanez acaba de dedicar a su memoria.

El tema de la termi- Y ahora, la tradicién aconseja, casi
nologia, antes y ahora. exige, que sea comentado por el aca-

démico receptor el contenido doctrinal
del discurso del académico que llega. Mas, en la ocasién presente,
son muchas las razones para que yo omita ese comentario, que suele
ser casl siempre forzado y un tanto pedantesco. Porque lo normal
es que el autor del discurso diga sobre el tema todo lo que se debe
decir; de suerte que el que contesta ha de limitarse a algunos alar-
des de su ingenio, cuando le tiene, y afadir algunos datos, faciles
de encontrar en los repertorios bibliograficos, a los expuestos por el
flamante académico. Con todo lo cual puede darse una impresién
de competencia no enteramente exacta que, aunque aceptable, en el
protocolo académico, que tiene mucho de artificiosa ceremonia, no
debe admitirse en esta Casa, consagrada a las Ciencias Exactas y
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a las Naturales, que no son exactas pero que viven en perpetua as-
piracién de serlo.

El problema de los virus, tal como la realidad lo plantea, hoy,
es uno de los de mas atrayente novedad en las ciencias biolégicas.
Esta la ciencia de los virus en pleno periodo de formacién; y con
tal acimulo de hechos nuevos y del inevitable acopio de hipétesis
que acompanan a los rapidos avances de la ciencia, que, como el
Dr. Sanz Ibinez dice, todo ese material se nos presenta con apa-
riencia, mas que compleja, tumultuosa.

Le falta ain a esta rama de la ciencia incluso una terminolo-
gia consagrada. Hablan los autores de virosis, viropatias y de viré-
palas y, en fin, de elementos viricos, virdsicos y viroides, etc.; voca-
blos todos que sera inttil buscar en los diccionarios corrientes, muy
rigurosos todos ellos en la cuarentena que imponen a las palabras
nuevas, esperando a que las sancione el lenguaje vulgar. Y aprove-
cho la ocasién para expresar mi convencimiento de que las Acade-
mias y Centros encargados de velar por el lenguaje no siempre pro-
ceden bien al hacerlo asi, porque, no pocas veces, y sobre todo en
el terreno cientifico, esa sancién del pueblo recae sobre vocablos de
notoria inexactitud.

El Diccionario oficial de la Lengua Espanola, glorioso por
tantos otros motivos, ostenta como lema uno que me atrevo a califi-
car de no enteramente oportuno, a pesar de haber alcanzado una
popularidad de sentencia, sin duda porque, como le ocurre a tantas
otras sentencias, proverbios y refranes, y como a los lemas de los an-
tiguos blasones, su aceptaciéon y su conversion en dogma se ha he-
cho no a favor del contenido sino a favor de la musica, de la eufo-
nia de las palabras. “Limpia, fija y da esplendor”, reza ese emble-
ma. Pero en realidad la principal funcién de los organismos que
velan por la correccién del idioma no es limpiar y fijar y sacar el
lustre al lenguaje establecido, en una actitud de ama de casa cui-
dadosa, sino crear a tiempo la palabra exacta que conviene a los
hechos y a las ideas nuevas. Adelantarse, en suma, a la sancién
empirica de la calle, la cual, repito, tiene mas en cuenta el garbo
de la palabra que su exactitud.

Es evidente que esta actitud activa, creadora y no sélo de vi-

70



gilancia pasiva, en los organismos responsables del idioma, adquie-
re particular importancia a medida que el mundo evoluciona; pues
uno de los signos de la crisis de nuestro tiempo es precisamente el
ocaso de la literatura, a la que corresponde el lema de “limpiar,
fijar y dar esplendor” a lo ya creado; y, frente a ese ocaso, el apogeo
de la ciencia, cuyo lema, en el orden lingiiistico, debe ser “‘crear con
exactitud”. Un tiempo llegard en que en las Academias de la Len-
gua el literato que antes era su casi Unico componente. sea sélo un
miembro no mds importante que el técnico en Fisica, en Matemati-
cas, en Ingenieria, en Ciencias Naturales. Y convendria que todo
esto se hiciera con rapidez, pues ya hoy uno de los grandes obstacu-
los para el progreso cientifico es la anarquia con que el vocabulario
técnico se ha creado y se ha admitido, aplicandole el mismo criterio
empirico que al lenguaje popular y a las creaciones de la retérica.
Con satisfaccién puedo decir que este espiritu es el que hoy empieza
a prevalecer en la Real Academia de la Lengua Espaiola.

Perdéneseme esta digresion no del todo inoportuna, ya que la
ciencia de los virus entra de lleno entre las actividades que necesi-
tarian una rapida ordenacién de su vocabulario; y ya que nos halla-
mos en un ambiente académico en el que, junto con la preocupacién
de sus disciplinas especificas, debe existir la preocupacién termino-
légica, que es también ciencia, y de la mas alta calidad.

El peligro de los La admirable exposicién doctrinal que acaba
temas nuevos. de hacer el Dr. Sanz Ibinez, merece, ante
todo, nuestro entusiasta elogio por su oportu-

nidad. Ahora, todo el mundo habla de virus, y son pocos los que
conocen el complejo montén de problemas que se esconde en esa
denominacién. Como es natural, somos los médicos los que con mads
entusiasmo, a veces tocado de ilusionada inconsciencia, nos hemos
entregado a las realidades y a las esperanzas de las nociones sobre
los virus. Los médicos vivimos en la perpetua tragedia, como hace
un momento decia, de querer dar un perfil de exactitud a nuestra
ciencia, radicalmente empirica y, por lo tanto, radicalmente inexacta.
Adviértase, ante todo, que abusamos todos del sentido peyo-
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rativo de la palabra “inexacta”. Lo inexacto tiene una realidad tan
digna como lo exacto. Una ciencia puede ser inexacta y levantar su
frente con el mismo orgullo que las engreidas ciencias que se titulan
exactas. Y eso, en primer término, porque la exactitud de las cien-
cias exactas esta siempre sujeta a revision; pero, sobre todo, porque
lo que cuenta en la ciencia, que es la investigacion de la verdad,
no es la exactitud de los resultados, sino el afan y la pulcritud del
esfuerzo; y este afin y esta pulcritud pueden ser atn mayores que
en las ciencias exactas en las inexactas, precisamente por los mismo
que lo son.

Es esto compatible con la preocupacién que el naturalista y,
desde luego, el médico tienen de resolver sus problemas segiin for-
mulas exactas; de donde el entusiasmo, a veces desorbitado, con que
acogemos los conocimientos nuevos que se presentan aureolados de
precision. Todo el esfuerzo de la Medicina del altimo siglo, siglo
al que debe un progreso tan grande casi a todo el resto de su his-
toria, se ha encaminado a convertir el arte de curar en una opera-
cién exacta, mecanica, casl matematica, cuyo arquetipo estaba re-
presentado por la clinica de las enfermedades infecciosas.

Ante una infeccién, en efecto, la aspiracién del médico consis-
tia en realizar un diagnéstico biolégico, una aglutinacién, una des-
viacién del complemento, un hemocultivo, que nos decia, sin otro
esfuerzo que el leer el boletin enviado por el laboratorio, el nombre
del microbio responsable y, a veces, el grado de su virulencia. Co-
nocidos estos datos, estaba ya implicita la eleccién del suero, de la
vacuna, del producto quimioterapico o del antibiético rigurosamente
correspondiente; a veces, hasta la dosis quedaba prefijada en los ana-
lisis. Y el médico no tenia mas quehacer que cubrir con su respon-
sabilidad los resultados del Laboratorio.

Alrededor de esta ilusion revolotean los afanes de los clinicos,
como mariposas, aproximandose unas veces a la luz de la supuesta
verdad y alejandose otras. Cada nuevo hallazgo reanima a los op-
timistas, rebasando casi siempre los limites exactos de lo que juicio-
samente se puede esperar. Y esto ocurre ahora con los virus, cuyo
conocimiento profundo requiere incluso una preparacién de la fisica
mas fina y de las matematicas. La humillacién que durante largos
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afios hemos experimentado teniendo que confesar ante un enfermo
febril que ignorabamos la causa de su mal; o la humillacién, adn
mas profunda, de colocar sobre un hecho clinico, un nombre rim-
bombante para ocultar nuestra ignorancia, se compensa ahora anun-
ciando, unas veces con clerta seguridad, otras con certeza prematu-
ra, que el enfermo que sirve de problema sufre de una virosis o vi-
ropatia.

Realidad y mito del virus. El virus es hoy una palabra magica,

que empieza por satisfacer al que
sufre, porque la curacién, en la que hay siempre un factor psicolé-
gico, se Inicia, muchas veces, tan sélo al poner un rétulo a la enfer-
medad; y satisface a la vez la conciencia del médico o cuando me-
nos su subconsciencia; o quiza, sélo su vanidad. Desde luego es ex-
cepcional el llegar a adquirir la prueba de que el virus que se ha
diagnosticado esta ahi. Pero esto no obsta para que sigamos atribu-
yendo a los virus todo lo que no se explica por las hipdtesis patogé-
nicas habituales. Y esto no lo digo con ironia o con sana, porque tal
actitud es casi siempre expresién, no de pedanteria o de cinismo,
sino de auténtico y respetable entusiasmo para sustituir una igno-
rancia por una verdad; y bueno es no olvidar que si el infierno esta
empedrado de buenas intenciones, las buenas intenciones son, en
cambio, material excelente e indispensable para la conquista de la
verdad.

Ademas, no sabemos después de todo si se ha exagerado el
papel patégeno de los virus o si, por el contrario, todas las exagera-
ciones son pocas para lo que ocurre en la realidad. Es posible que
esto ultimo sea lo exacto. Mas ello no invalida el que el clinico ten-
ga el deber de atenerse a la realidad, o lo que es lo mismo, que ha
de informarse rigurosamente de lo que en el estado actual de nues-
tros conocimientos representan los virus y de lo que légicamente se
presume que puedan representar en la patologia del porvenir.

Ningln texto serd mas ttil, como introduccién a este conoci-
miento que es el discurso del Dr. Sanz Ibanez. El tema, deciamos,
es arduo, dificil de sistematizar y, a trechos, dificil de comprender;
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y el autor de la disertacién que acabamos de oir, que es como un
apretado esbozo de un libro futuro, ha sabido realizar, de modo
perfecto, la conversién de tanto conocimiento insistematizado en una
leccion de diafana pedagogia.

Ojald que todos lo lean, porque el escollo actual ante el for-
midable avance de la Medicina no es que los asuntos sean compli-
cados, sino el que los médicos quieran resolverlos valiéndose, tan
sélo, de esas informaciones extractadas que se leen entre visita y vi-
sita, gracias a los noticiarios de estrictas conclusiones, que tanto abun-
dan hoy, porque la necesidad los exige, pero de los que abusan
los editores. Su principal peligro estriba en que suprimen la activi-
dad mas fecunda del pensamiento, que no es recibir las conclusiones
ya digeridas de los problemas, sino elaborar por el razonamiento in-
dividual las conclusiones que se desprenden de unos hechos que hay
que empezar por conocer a fondo.

La naturaleza del virus. En otro discurso mio de contesta-

: cién, en la Academia de Medicina,
a un querido amigo y compaiiero nuestro de esta misma Casa, co-
mentaba yo el asombro que produce el conocimientno del papel rec-
tor de las mas importantes funciones del organismo y de la vida
misma ejercido por los elementos infinitamente pequefios: los enzi-
mas, las vitaminas, las hormonas, los oligoelementos. A esta misma
admiracion induce la lectura de lo que son y de cémo actian los
virus. Todo cuanto se refiere a su naturaleza esta todavia en la pe-
numbra de esas soluciones que parecen inminentes pero que no aca-
ban de cristalizar. La Biologia actual esta llena de embarazos a tér-
mino cuyo desenlace se retrasa; y uno de ellos es el problema de
los virus, del cual dependen, a su vez, otros de fundamental impor-
tancia, como el de la naturaleza de muchas infecciones cuya causa
desconocemos y de no pocas otras enfermedades, viscerales, prin-
cipalmente del sistema nervioso, pero también de otros territorios; y
probablemente el misterio del cancer mismo. Pero cualquiera que
sea esa naturaleza ignota, es indudable la asombrosa capacidad de
accién de los virus, sean proteinas de alto peso molecular o no; mo-
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léculas dispersadas de las células o autéctonos elementos vivos.

El virus, diminuto ¢ invisible, se fija, por adsorcién, en las cé-
lulas vivas o en las mismas bacterias, y puede dar lugar a la enfer-
medad de aquellas células o a su curacién, por lisis de las bacterias
invadidas. Y todo este proceso, regulado por complejas leyes elec-
trostaticas, ocurre en zonas tan profundas del proceso vital que apa-
recen, a la mente del investigador clasico, como un mundo nuevo,
mucho mas alld de lo que se consideraba, todavia hace un siglo,
como finisterre de los conocimientos humanos. Mas a medida que
se profundiza en esa sima oscura y atrayente, en cuyo fondo se adi-
vina el origen mismo del misterio de la wvida, los fenémenos mas
complejos aparecen explicados no por abstrusas razones, sino por
nociones de un mecanismo relativamente elemental. Y asi, una de
las mas finas propiedades de los virus, que es su rigurosa especifici-
dad para fijarse en determinadas células vivas o en determinadas
bacterias, se debe, como acabamos de ofr, a que en la superficie mi-
nutisima del virus existen agrupaciones iénicas de nimero y distri-
bucién singular, capaces de unirse con las cargas idnicas de las cé-
lulas, de las bacterias, del medio, que corresponden exactamente con
aquellas agrupaciones y no con las demas. Cada molécula virica es,
pues, como una Invisible central que, en unién de todas las demas,
regula, alld en lo mas profundo, los trastornos vitales que a nuestros
ojos aparecen como enfermedades de sintomas llamativos y de tu-
multuosa evolucién.

Al lado de esto, parecen sucesos simplicisimos las manifesta-
ciones gigantescas de la vida de los mundos, en las que la mente
antigua reconocia, y s6lo en ellas, la presencia y el poder infinito

de la Divinidad.

Porvenir del problema No puede, en suma, extrafiarnos la im-
del virus, presion que hace la audicién o la lec-

tura de estudios como el que acaba-

mos de escuchar. Para cualquier espiritu maduro y no enteramente
frivolo, tienen la misma apasionante atraccién que las aventuras fan-
tasticas para la mente de los nifios. Y este interés se completa, en
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la disertacién que hemos escuchado, con la interpretacién de los fe-
némenos de eritrosedimentacién que tanta importancia, tedrica y prac-
tica, tienen ya y pueden tener mafana; con el estudio de las rela-
ciones entre los virus y las particulas genéticas de los citoplasmas,
los plasmagenes, que nos conducen a la consideracién de problemas
de tanta trascendencia biolégica como el origen nuclear o protoplas-
matico de los cromosomas que rectoran el proceso de la herencia;
como la relacién de los plasmagenes y los virus; y como la interpre-
tacién, a la luz de estos conocimientos, del magno capitulo, de la
Biopatologia actual, que es la génesis del cancer.

Sin recurrir al tépico, puede afirmarse que un mundo nuevo, el
mundo de los virus, se abre ante el afan del mvestigador. Las solu-
ciones que su estudio pueda aportar a conflictos que hoy afligen a
la vida de las plantas, de los animales y, sobre todo, del hombre,
no se pueden prever. Es seguro que seran muchas y trascendentes.
Pero con ser tan importante el aspecto pragmatico del gran misterio
que se empieza a descorrer, lo que a todos nos subyuga es que el
misterio deje de serlo; porque al fin el progreso humano no modifi-
cara lo esencial de nuestro destino material que es, de un modo o de
otro, vivir y morir; mientras que lo que nos eleva de lo inexorable
de ese destino y nos acerca sin limitaciones y sin medida al mas alla,
es la pasiéon de conocer y la alegria incomparable de conseguirlo.

Esta es la noble misién de tantos focos de hombres admirables
que nos hacen olvidar, esparcidos por todo el mundo, lo que en éste
hay todavia de injusticia y de dolor. Nuestra Academia es uno de
esos recatados y augustos lugares. Sea bien bienvenido a su recinto
nuestro nuevo e ilustre compafiero.
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