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INTRODUCCION

La propuesta de que el cáncer tiene una base gg
nética está sustentada por una amplia variedad de obser
vaciones. En efecto, se ha encontrado que la mayoría de
los carcinógenos son también mutágenos, que pacientes con
síndromes de inestabilidad cromosómicao con desbalances
génicos o cromosómicos tienen un riesgo aumentado de con
traer cáncer, que la mayoría de los tumores son manifieg
tamente clonales en origen, que anomalías cromosómicas
específicas están asociadas con cánceres específicos,
Oue determinados cromosomas están involucrados en tumori
genicidad y oue ciertos tipos raros de cáncer se heredan
con modalidad mendeliana. Además, el descubrimiento de
los oncogenes y de los antioncogenes o genes supresores
de malignidad refuerza dicha propuesta (Heim, 8., Mitel
man, F., 1987).

Mediante el uso de métodos perfeccionados para
cultivo de células tumorales y técnicas de bandeo de alta
resoluciónsetfinIndúk>damxïrar defectos cromosómicosen
la gran mayoría de las neoplasias; en muchas, esos defeg
tos son consistentes y,a menudo, son compartidos por di
Ferentes tipos de malignidades. Ademásde los defectos
propios de la iniciación en el desarrollo de un tumor,
puede haber, en la etapa de promoción, otros defectos
cromosómicos que potencian el proceso maligno llevando a
la expansión tumoral. (Yunis,J.J., 1983).

La Citogenética pone en evidencia la correlación
entre inestabilidad génica y potencial maligno. Apoyan
este criterio estudiosrque relacionan cambioscariotípi
cos con progresión maligna. (Nicolson,G.L., 198H,a).

La progresión tumoral depende de las variantes
que se producen a causa de anomalías genéticas y de 1a
selección por parte del huésped de aquellas más aptas.
(Nowell P.C., 1986).



La información deriVada de estudios-citogénéti
cos demostró ser de gran utilidad en áreas clínicas y de
investigación. Las contribuciones clínicas son:
(a) 1a demostración de un cariotipo cromosómico anormal

en células de biopsia de tumor sólido puede confirmar
o establecer un diagnóstico de malignidad más tempra
no que lo que es posible sin tales estudios.

V ciertos patrones cromosómicosespecíficos pueden ser
indicadores confiables del curso clínico incluyendo

(b

1a sensibilidad a terapia.
Otro punto de gran importancia en el estudio de

la evolución clínica de los tumores es 1a presencia en
los mismosde poblaciones celulares heterogéneas (Jackson,
L.G., 1978).

Durante la formación inicial de un tumor primario,
ya sea de origen monoo policlonal, el nivel de diversidad
subpoblacional será bajo. Esta carencia de diversidad pue
de, entonces, actuar comoun estímulo para la formación
rápida de variantes, y de allí aumenta la diversidad celu
lar que no será indefinida sino que alcanzará una fase
"plateau" en la cual la tasa de formación de variantes se
rá más lenta. De aquí, que los tumores deben considerar
se como entidades complejas en las que el número de subpg
blaciones celulares y sus propiedades están cambiando cong
tantemente, no sólo en relación a presiones de afleccfimisino
también comouna consecuencia de interacciones entre las
mismassubpoblaciones (Fidler, IQJ., et al., 1985).

Los neoplasmas malignos son heterogéneos para
una variedad de propiedades, incluyendo histología y mor
fología celulares, antigenos,glicolípidos y glicoproteínas
de la superficie celular, componentesdeadhesión y recong
cimiento celulares, enzimashidrolíticas y de síntesis,
locomoción celular, despegue, invasividad, y capacidad
metastatizante. Tambiénhay variabilidad célula a célula
en cuanto a sensibilidad para agentes terapéuticos, tales



comodrogas, radiación e hipertermia, y mecanismos de reg
puesta hacia el huésped. Tal diversidad de propiedades
en la población celular también ocurre, pero no a tal al
to grado, en células y tejidos normales que, a pesar de
mantener fenotipos celulares relativamente estables, tam
bién son heterogéneos para la expresión de componentes
particulares. (Nicolson G.L., 198M,a).

La inestabilidad genotípica por si sola no pue
de, ciertamente,explicar las tasas extremadamentealtas
de variación fenotípica de la célula tumoral porque las
tasas más altas demutación génica espontánea que se cono
cen (tal como5-7 X'10-5/cél/generación,encontradas por
Cifone y Fidler (1981))son órdenes de magnitud menores
que las tasas de variación fenotípica. Unaexplicación
podria ser que la mutación génica ocurra en sitios géni
cos regulatorios, generando asi rápida heterogeneidad
fenotípica celular. Esto se evidencia por el hecho de
que la mayoría de los cambios en los productos génicos
asociados con el fenotipo maligno son más cuantitativos
que cualitativos (Nicolson, G.L., 1985).

Ademásde las ya descriptas hay oue considerar
también de gran importancia las modificaciones epigené
ticas que, se piensa, alteran la expresión génica sin
alterar las secuencias génicas del ADN(=DNA:deoxyribo
nucleic acid). Unade tales modificaciones es el grado
de metilación del ADNen residuos citosina que, se sabe,
puede alterar la transcripción mientras que la hipometi
lación puede dar por resultado la activación de genes
específicos(Nicolson, G.L., 198“, b). Tambiénel micro
ambiente del huésped púede ejercer profundas influencias
en la estabilidad de las células tumorales. La variabi
lidad de lasconcentraciones de nutrientes, oxígeno, fac
tores de crecimiento, hormonas, enzimas, iones, inducto
res y otros reguladores pueden jugar roles complejos, ig
teractuantes, para determinar la susceptibilidad a modi



ficaciones genéticas y epigenéticas. Las interacciones
con la matriz extracelular normal son importantes en
mantener estados de activación y diferenciación de las
células y tejidos normales. Las células tumorales pue
den también responder a sus microambientes del estroma
pero no siguiendo los mecanismos normales. Además, los
tumores muestran, a menudo, infiltración por células
normales del huésped tales comolinfocitos, granuloci
tos y macrófagos, que pueden tener profundos efectos
sobre el crecimiento tumoral, invasión y diseminación.
(Nicolson, G.L., 1985).

A pesar de-que 1a discusión acerca de los‘cro
mosomasen cáncer concierne principalmente a los posibles
efectos de los desórdenes estructurales,las anomalías
numéricas son también hallazgos muy frecuentes en la ma
yoria de las enfermedades tumorales. (Heim, 8., et al.,
1986). En efecto, la aneuploidia es un cambio importante
en 1a carcinogénesis.

Se entiende por aneuploidía toda desviación del
número cromosómicode aquel característico de la especie.
Números cromosómicos altos pueden obtenerse por un dobla
je del complemento completo a través de varios mecanis
mos. Tumores con números modales en la región triploide
o tetraploide tienen, a menudo, marcadores que no están
presentes en duplicado; esto puede incluir la presencia
de un número impar de cromosomas en uno o más de los gru
pos normales, indicando que deben haber ocurrido cambios
subsecuentes a1 doblaje. (Sandberg, A.A., 1980).

La aneuploidia puede estar asociada con un-eVento
primario en algunos cánceres y con un cambio tardío en
otros tumores. (Conti, C.J., et al., 1986; Tsutsui, T.,
et al., 1983;Bigner,S.H.,et al.,1986).

Hay un número de posibles mecanismos que pueden
llevar a aneuploidia incluyendo: efectos sobre los micro
tfibulos; daño a elementos esenciales para la función org



mosómica comoson los centrómeros, los orígenes de repli
cación y los telómeros; reducción en la condensación o
el apareamiento de los cromosomas; inducción de intercam
bios cromosómicos;persistencia delnucleolo durante la
división celular; daño a los centriolos o a los quinetg
coros; deterioro del alineamiento de los cromosomas;al
teraciones en las concentraciones de iones durante la mi
tosis; daño a la membrananuclear; y una desorganización
física de la segregación cromosómica (Oshimura, M., et
al., 1988).

La inducción de un estado aneuploide en una cé
lula preneoplásica o neoplásica podrá tener cualquiera
de los siguientes efectos biológicos: un cambio en el dg
saje génico, un cambio en el balance génico, la expresión
de una mutación recesiva o un cambio en la estabilidad
genética que podría,secundariamente, llevar a neoplasia.

En lo que concierne a cambios en el dosaje y bg
lance génicos hay dos razones por las cuales estos pue
den ser importantes en la regulación del crecimiento ce
lular:

- las concentraciones de productos génicos críti
cos parecen ser muyimportantes en el control del ciclo
normal, y la distribución del material genético en la mi
tosis es uno de los componentes de ese control.

- la super-expresión de proto-oncogenes puede ser
un paso importante en la transformación celular y esto
puede también estar relacionado a cambios en el cariotipo
(Holliday, R., 1989).

En cuanto a 1a expresión fenotípiCa de una muta
ción recesiva, estudios moleculares sobre retinoblastoma
indican que éste es el mecanismoresponsable en el desa
rrollo de este tumor (Cavenee, W.K., et al., 1983).

Hay varios métodos para la determinación de ADN
ploidïa:
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(a) Análisis citogenético.
(b) Citofotometría de absorción.
(c) Citometría de flujo, sobre material fresco

(Melamed, M.R., et a1., 1977).
(d) Citometría de flujo, sobre tejido incluido

en parafina (Hedley, D.w., et a1., 1985).

Un rasgo general de las células tumorales es la
pérdida de la precisión en la disyunción cromosómica, lle
vando a aneuploïdía.

El centrómero se separa según una secuencia espe
cïfica de especie, no al azar, genéticamente controlada,
que no depende del tamaño del cromosoma ni de la posición
del centrómero. Tal secuencia seria también independien
te del tejido o de las condiciones fisiológicas bajo las
cuales crecen las células (Vig, B.K., 1983).

La rara no disyunción o rearreglo de, por lo mg
nos, un cromosomaespecifico puede, por si mismo, ser el
evento desestabilizador inicial. La replicación de uno
o más genes críticos aumentaría el nivel de producto gÉ
nico de aquél que es óptimo para la precisa separación
del centrómero y 1a función normal del huso mitótico.
Así, en el ciclo celular siguiente habrá super- ó sub-eg
presión del importante producto génico y de esta manera
aumentaría la probabilidad de error en la disyunción crg
mosómicaen la siguiente y subsecuentes mitosis (Holliday,
R., 1989).

En células de tejido maligno se observa frecuen
temente el fenómenode endomitosis que incluye duplicacig
nes c-mitóticas y ¡endomitóticas. En las primeras los
cromosomasduplicados'no se distribuyen a las células hi
jas sino que se incluyen en el mismo núcleo debido a fa
lla del aparato cinético. Se forma, a menudo, un huso
multipolar, llevando a distribución irregular de cromosg
mas dentro de varios núcleos, y a la formación de células
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micronucleadas. Por contraste, las duplicaciones endomi
tóticas ocurren durante la interfase dentro de 1a membra
na nuclear y no involucran al huso. Estas anomalías,
que llevan a doblaje cariotipico exacto, ocurren regular
mente en muchos organismos dando cuenta de la presencia
de células tetraploides en tejidos normales. Una forma
bien conocida de endomitosis es 1a endorreduplicación,
en la cual ocurre la duplicación adicional de los cromo
somas antes de la condensación cromosómica. Puede reco
nocerse solamente si es seguida por una mitosis. Un ras
go de endorreduplicación es la presencia durante 1a meta
fase, de diplocromosomas, siendo éstos cromosomas con
cuatro cromátides.. Después de laSeparación de los di
plocromosomas, 1a mitosis sigue un curso normal y se for
man dos núcleos hijos con complementos dobles de cromosg
mas. Parecería que un bloqueo en la fosforilación de
componentescelulares tales comohistonas, necesarios pa
ra la condensación cromosómica y mitosis venidera, puede
serinfluyente en la endoreduplicación.(hndzzafih,et dL,198HL

La fusión de células tumorales que puede ser
con células del huésped (fusión heterocariótica) o entre
ellas (fusión homocariótica), con un aumento consecuente
en el número cromosómico es una manera por la cual puede
aumentar el grado de malignidad. La fusión celular se
visualiza, citogenéticamente,por lo que se llama "propha
sing", fenómeno que ocurre cuando una célula en metafase
se fusiona con otra, que puede estar en cualquier fase
del ciclo celular (G1, S, GZ, y M) y causa 1a disolución
de 1a membrananuclear de esta última célula, a través,
aparentemente,de una sustancia (o sustancias) que sólo
1a célula en metafase segrega, obligando a la otra célu
la a entrar en profase y seguir la mitosis. Las estruc
turas nucleares representan, meramente, la apariencia
"normal" de la etapa del ciclo celular afectada por
"prophasing": típicos cromosomassi el núclaaestá al fi
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nal de G2; largas fibras simples si en G1; cromatina de
sorganizada si en S. (Sandberg, A.A., 1987). A este fe
nómeno llaman también, condensación prematura de cromosg
mas, ó pulverización cromosómica, aunque, junto con Sang
berg, consideramos más apropiado el de"prophasing".

Se ha visto que la frecuencia con la que las cÉ
lulas de subpoblaciones de tumores mamarios se fusionan
unas con otras es muchomás alta que la descripta para
varios otros tipos celulares (Miller, F.R., et al., 1988).

La fusión heterocariótica es un mecanismocuali
tativo que permite la distribución genética entre un ge
nomatumorigénico y uno normal, generando así varibilidad
genética más alta y, por lo tanto, una mayor probabilidad
de segregación maligna. Másaún, los híbridos de células
tumoral y normal de diferentes linajes de desarrollo pue
den permitir la expresión simultánea de proto-oncogenes
diseñados para trabajar sólo en tipos específicos de cé
lulas blanco. (Larizza, L., et al, 198M). Además, la
fusión de células neoplásicas con células normales podría
proveer al tumor con un medio para reducir cualquier anti
genicidad específica de tumor y, por lo tanto, permitirle
escapar de los mecanismosde vigilancia inmunológica.
(Goldenberg, D. M., et al., 197M).

Por otro lado, y comose dijo anteriormente,
los tumores son infiltrados, a menudo,por linfocitos,
granulocitos, y macrófagos, que pueden jugar un papel im
portante en el crecimiento, invasión, y diseminación tu
morales. Hay indicaciones de que los linfocitos B y los
macrófagos poseen el potencial intrínseco para fusión,
que puede ser mediada por factores secretados (Lagarde,
A.E., 1986). Además, los linfocitos comparten un número
de propiedades con las células metastásicas, tales como
el potencial para migrar a localizaciones anatómicas di
ferentes, penetrar los vasos, infiltrar diferentes teji
dos, y alojarse preferencialmente en ciertas regiones de
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distintos tejidos. La fusión de tales células con célu
las malignas puede conferir tales propiedades a las célu
las del híbrido dando por resultado una alta capacidad
metastásica (De Baetselier, P., et a1., 1981).

Todos estos procesos pueden causar una fase de
poliploidización seguida por pérdida de cromosomaslo
que originará una mayor heterogeneidad e inestabilidad
genética que llevará,muy probablemente, a1 surgimiento de
subpoblaciones con potencial metastásico.

A pesar de los notables avances en el tratamien
to quirúrgico de los neoplasmas primarios y de las agre
sivas terapias adyuvantes, la mayoria de los pacientes
con cáncer mueren de enfermedad metastásica por el hecho
de que las lesiones en sitios secundarios ya son bastan
tes grandes en el momentodel diagnóstico. Una masa tu
moral al limite más bajo de detección radiográfica, 1 cms,
puede contener unas 10g células; la erradicación del 99,9%
de ellas, un logro terapéutico notable, aün deja 106 célg
las para proliferar proveyendo asi una gran base‘para pos
terior generación de heterogeneidad biológica.

Diferentes subpoblaciones de células tumorales
actuarian para estabilizar sus proporciones relativas e
imponer asi un equilibrio sobre la población combinada.
La remoción del efecto estabilizante, aislando clones o
aplicando una fuerte presión de selección tal comola qui
mioterapia, lleva a la rápida diversificación en las po
blaciones resurgentes. Unavez que estas poblaciones se
hacen relativamente heterogéneas se estabilizan otra vez,
alcanzando un equilibrio. El mantenimiento de la hetero
geneidad celular puede'tener las ventajas de la multifor
midad sin las desventajas de la superespecialización. Los
tumores, por lo tanto, sacan provecho de los beneficios
de la diversidad. (Fidler, I.J., et a1., 1982).

El único tratamiento exitoso de la enfermedad
metastásica será uno que evada los diferentes fenotipos
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de las células tumorales dentro de metástasis individua
les de un paciente y probablemente requerirá múltiples
agentes y modalidades terapéúticas. (Talmadge, J.E., et
al., 198M).

Los factores que determinan los patrones de di
seminación metastásica son complejos. Dos teorías han
suscitado considerable controversia por varias décadas:
la hipótesis "suelo-semilla" de Paget (Paget, 8., 1889),
y la"teoría mecánica" de Ewing (Ewing, J., 1928). Paget
consideraba que el microambiente de un órgano podía favg
recer la siembra y crecimiento de células tumorales lle
vadas por la sangre,sobre otro órgano. Bwing, en cambio,
establecía que "la mecánica de la circulación explica,
sin duda, la mayoría de estas peculiaridades; porque no
hay un órgano parenquimatoso más adaptado que otros para
el crecimiento de células tumorales embólicas".

La dümminacióntumoral requiere que las células:
(a) que han crecido para formar la masa primaria in

vadan localmente con la penetración activa o pasiva de
los pequeños vasos sanguíneos y linfáticos.

(b) despegue desde el sitio de penetración ya sea cg
mo simples células o pequeños émbolos.

(c) sobrevivir a eventos traumáticos potencialmente
letales y a defensas del sistema inmune del huésped tan
to específicas comono específicas durante el pasaje a
través del sistema circulatório.

(d) arresto ya sea en las paredes de vasos sanguíneos
menores o dentro de nódulos linfáticos drenantes.

(e) extravasarse y moverse dentro del parénquima del
órgano circundante, supuestamente utilizando las mismas
propiedades celulares que le permitieran invasión e intra
vasación, y

(f) proliferar en un sitio secundario para dar origen
a metástasis clínicamente manifiestas que pueden, en sí
mismas, metastatizar subsecuentemente.
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Desde hace ya algunos años se observa creciente
interés en el significado clínico y biológico del conteni
do celular de ADNde los cánceres humanos. La aneuploi
día es ahora un fenómeno bien reconocido ya que una serie
considerable de estudios informa una incidencia del 70 al
90%para tumores sólidos. Puede decirse que, en general,
aquellos pacientes cuyas neoplasias exhiben un contenido
de ADNdiploide o cercano a diploidía, tienen un pronós
tico muchomás favorable que los portadores de malignida
des con niveles más altos de ploidïa. Pocas excepciones
se han informado respecto de esto; una de ellas 1a consti
tuye la leucemia linfocïtica aguda de la niñez, en que
se observa un pronóstico relativamente favorable para la
submfiegnfiahiperdiploide, (Smets, L.A., et al., 1987);
otra excepción la constituye 1a tumorigénesis hepática
químicamente inducida, en que se observa predominancia de
hepatocitos diploides; cabe señalar aquí que los hepato
citos normales de la mayoría de los mamíferos sonpoliploi
des principalmente tetraploides (Saeter, G., et al.,1988).
Ademásde su importancia acerca del pronóstico, el estu
dio de los niveles de ADNploidía de los tumores comple
menta,frecuentemente, los estudios histopatológicos, ayu
da en algunos casos para profilaxis y diagnóstico temprg
no, y está relacionado, muchas veces,con el potencial me
tastásico de los tumores primarios. Para documentar lo
aquí expresado, de la muyamplia bibliografía disponible,
hemosseleccionado sólo algunos trabajos: (Tribukait, B.,
et al., 1979; Barlogie, B., et al., 1980; Fu, Y.S., et al.,
1982; Wolley, R.C., et al., 1982; Friedlander, M.L., et
al., 198M;Doseva, D.,‘et al., 198M;Erhardt, K., et al.,
198M;Frankfurt, 0.8., et al., 1985; Hstmark, J., et al.,
1985; Smith, H.S., et al., 1985; Iversen, 0.E., et al.,
1385; Ljungberg, B., et al., 1986; Fallenius, A.G., et al.,
1988; Ljungberg, B., et al., 1988; Baba,H., et al., 1989).

Para algunos tipos tumorales un contenido de ADN
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mayormentecercano a triploidía o hipotetraploidía, es in
dicativo,de peor pronóstico (Atkin, N.B., et al., 1979;
Tribukait B., et al., 1982; Wijstrom, H., et al., 198M).
Por otro lado, la combinacióndiploide-tetraploide, se
ha visto, frecuentemente, relacionada con menor maligni
dad. (Zetterberg,A.,et al.,198H).

Quizás uno de los aportes más importantes que
presta el estudio de la ploidía del ADNde los tumores
malignos es que constituye,en muchos casos, un valioso
parámetro en la elección de conducta terapéutica ya sea
quirúrgica, quimioterápica, o de radiación. (Brhardt, K.,
et al., 198M;Johnson, T.S., et al., 1985; Liunpberg, B.,
et al., 1986; Korenaga, D., et al.,1988)

Hay poca ó ninguna evidencia cariotïpica para
diferencias consistentes entre cánceres primarios y sus
metástasis; la información está relativamente esparcida
y las fluctuaciones en cualquier sitio hacen extremadamen
te difíciles las interpretaciones. La pregunta de si di
ferencias identificables entre las células de cánceres
primarios y metastásicos se debe a diferencias pre-exis
tentes o se desarrollan durante el crecimiento de las mi
crometástasis a macrometástasis es difícil de contestar;
los dos diferentes procesos no son mutuamente excluyentes.
(Weiss, L., 1980). En efecto según lo que se ve en la
clínica, en algunos casos hay correlación entre tumor pri
mario y sus correspondientes metástasis (Summers,J.L.,
et al., 1983; Auer,C., et al., 198M;Ljungberg, B., et al.,
1986), y en otros no se observa dicha correlación (Smith,
H.S., et al., 1985; Volm, M., et a1,, 1987).

En el Departamento de Investigaciones del Insti
tuto de Oncología "Angel H. Roffo", el Dr. Lucas L.Colom
bo ha obtenido un modelo experimental, a partir de un ade
nocarcinoma mamario murino espontáneo, en cepa BALB/c (C2
lombo,L.L.,1986). Las diferentes líneas tumorales que
conforman dicho modelo tienen capacidad para metastatizar
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en diferentes órganos y lo hacen con distintas potenciali
dades. Hemosconsiderado, por lo tanto, de gran utilidad
el estudio de dichas líneas tumorales desde el punto de
vista citogenético. Además,nos interesaba saber si alga
nos fenómenosobservados en 1a clínica tienen su parale
lismo en nuestro modelo.
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DESCRIPCION DEL MODELO EXPERIMENTAL DEL DR.LUCAS L.COLOMBO

Sobre este modelo realicé los estudios cromosómi'

El tumor original surgió en un ratón hembra BALB/c,
que estaba en reproducción forzada en el Bioterio del Ins
tituto de Oncología "Angel H. Roffo". El tumor fue diag
nosticado comotumor de mamade tipo histológico: adeno
acanto-carcinoma, y rotulado como "M3". No tenía metásta
sis visibles a1 sacrificio.

La línea tumoral M3se obtuvo trasplantando tro
zos de 1x1x1 mmdel tumor original en el subcutáneo de ra
tones BALB/Cnormales y asi, mediante trasplante de tumor
subcutáneo en el subcutáneo de nuevos ratones se mantiene
de rutina esta línea que desde el segundo trasplante se
encuentra estabilizada en todos los parámetros biológicos
medidos, e histológicamente se mantiene como "adenocarci
noma de mamasemidiferenciado".

Los trasplantes fueron hechos por medio de un
trócar largo, en el flanco izquierdo, entrando por la zo
na inguinal y los fragmentos tumorales fueron depositados
a mitad de camino entre 1a axila y la ingle, en forma es
téril.

A partir de la línea M3se obtuvieron todas las
demás según el esquema nue se muestra en la Figura 1.

Sc-sc: significa trasplante de fragmentos de tu
mor subcutáneo al subcutáneo de nuevos ratones.

Pulmón-sc;ganglio-sc; hígado-sc: significa tras
plante de teñido tumoral de metástasis pulmonar, ganglio
nar, o hepática,respectivamente, al subcutáneo de nuevos
ratones.
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CARACTERISTICAS FBNOTIPICAS DE LAS DISTINTAS LINEAS

(Colombo, L.L., 1986).

Los tumores que componentodas las líneas del
modelo son adenocarcinomas semidiferenciados.

Línea M3-Tumorsubcutáneo.

Tiempo de latencia: 6 j 2 días.

Tiempo de duplicación del diámetro tumoral: 13 días.
25 dias post-trasplante, el tamaño tumoral es de 25 mm,
con “0%de incidencia de metástasis pulmonares (6 nódu
los por pulmón). Los ratones mueren debido a la masa tu
moral subcutánea (10-15 g).
Tiempo medio de sobrevida de los portadores: 50 días.
Nuncametastatiza en ganglios drenantes ni en el higado.

Línea MNB-pulmón-sc. Tumor subcutáneo.

A1iniciarse la línea:
Tiempode latencia: 12-1u días.
Después de 25 días post-inóculo el diámetro tumoral era
de 12 mm, con 55%de incidencia de metástasis pulmona
res y alto número de nódulos por pulmón (30).
Tiempomedio de sobrevida de los portadores: 75 días.
Incidencia de metástasis hepáticas: 15,5%de los ratones.
Con el tiempo, esta línea se hizo menos metastásica, en
pulmón,que la M3, que lo es moderadamente.

I I ILinea MM3-sc-sc. Tumor subcutaneo.

Tiempo de latencia: 12 días.
Tiempo de duplicación del diámetro tumoral: 22 días.
Tiempo medio de sobrevida de los portadores: 72 días.
95%de incidencia de metástasis pulmonares, 15 a 20 nódu
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los por pulmón.
Incidencia de metástasis en ganglios drenantes: u0%de
los ratones.
Incidencia de metástasis en hígado: 3%de los ratones.

Línea MM3-G.Tumor Subcutáneo.

Tiempo de latencia: 7 días.
Tiempo de duplicación del diámetro tumoral: 22 días.
Tiempo medio de sobrevida de los portadores: 85 días.
Incidencia metastásica en ganglios drenantes: 60%de los
ratones.
Conserva y aún exalta su capacidad metastásica en pulmón.
Incidencia metastásica en hígado: 9,2%de los ratones.

Línea MM3-H.Tumor Subcutáneo.

Tiempo de latencia: 12 días.
Tiempo medio de sobrevida de los portadores: 75 días.
Incidencia de metástasis hepáticas (mediana): 12.
Incidencia de metástasis en ganglios drenantes: 2,1% de
los ratones.
Gran preferencia de metástasis en hígado pero baja capa
cidad para metastatizar en pulmóny ganglios drenantes.

MM3-Lïnea Macho. Tumor Subcutáneo.

Tiempode latencia: 6,5 días.
Tiempo de duplicación del diámetro tumoral: 11 días.
Tiempo medio de sobrevida de los portadores: H5 días.
Muybaja incidencia de metástasis, sólo en pulmón.
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COMPARACION ENTRE DOS LINEAS CON MUY.DIFERENTE CAPACIDAD

METASTASICA EN PULMON. '

La linea MM3-sc-sc, con alto potencial metastá
sico en pulmón difiere de la linea M3, moderadamente me
tastásica en dicho órgano.

Se han establecido,en el Departamentode Investiga
ciones del Instituto "A.H.Roffo",varias pautas que permi
ten compararlas características propias de las dos lí

La línea MM3-sc-sc respecto de la línea M3preseaneas.
ta:
—Menor tamaño celular.
—Menor velocidad de crecimiento, in vivo e in vitro.
—Menor capacidad antigénica. (Colombo L.L., 1986).
—Mayorcapacidad invasiva in vitro. (Puricelli,L., et

a1.; 198M).
Mayorcapacidad de las células para quedar retenidas en
pulmónal pasar por su lecho capilar.
1982).
Menorgrado de Sensibilidad de las células para la for
mación de metástasis artificiales en presencia de M3(sc)
ó de MM3-sc-sc(sc) en el sitio subcutáneo. (Colombo,L.L.,
1986).
Menorcapacidad para evitar,desde el sitio subcutáneo,
la aparición de metástasis artificiales de MM3-sc-sc(sc);
y débil efecto
La incidencia de presencia de células en ganglio drenan
te es muyalta aún con tumores pequeños, mientras que
para M3va aumentando con el tamaño del tumor. (Colombo,
L.L., 1986).
Metastatiza en ganglios drenantes en un H0%y en higado

I

en un 3%de los ratones, mientras que M3nunca metasta
tiza en esos órganos.(Colombo,L.L., 1986).
Mayoractividad de colagenasa tipo IV. (G6mez,D.B., et
a1., 1989).

(Colombo,L.L.,et al.

sobre las de M3(sc). (Colombo,L.L., 1986).

’
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—Mayor producción de activador del plasminógeno. (Perey
ra-Alfonso,S., et a1., 1988).

—Mayorcapacidad angiogénica inducida por linfocitos.
(Míguez,M., et a1., 1986).

—Mayor cantidad de células Cu-positivas en los tumores.
(Fuchs, A.G., et a1., 1986).
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VENTAJAS DEL MODELO EXPERIMENTAL DEL DR.LUCAS L.COLOMBO

—Se basa sobre un adenocarcinoma de mama, es decir de
un tipo histológico comúnen la patología oncológica
humana.

- Es un modelo in vivo; por lo tanto, permite establecer
si las experiencias in vitro se corresponden con el
comportamiento in vivo, condición necesaria para ser
valederas.

—Son tumores trasplantables; éstos posibilitan la re
producibilidad de las experiencias, la estandarización
de la técnica y la fácil manipulación de los tumores.

—Es un modelo de trasplantes singeneicos, por lo que el
huésped reaccionará solamente contra aquello que ten
gan de diferente las células tumorales con respecto a
las normales, y se pueden repetir los experimentos en
condiciones siempre iguales.

—El modelo proviene de un tumor "espontáneo" surgido en
BALB/cque, además de ser unas de las cepas de ratones
de más amplia difusión en oncología experimental, po
see una baja incidencia de aparición espontánea, ya que
estos tumores no son generalmente muy inmunogénicos,
comosi lo son los inducidos por carcinógenos quimicos
o virales, pero cue rara vez metastatizan, especialmen
te en pulmón.

- La característica de no inmunigenicidad lo asemeja a
los tumores humanos.

—Se trata de un modelo,de los llamados "variantes espe
cificas de órgano" obtenidas por presiones de selección
a partir de una población tumoral heterogénea.

Consta de líneas tumorales metastásicas y no metastási
cas derivadas de un mismotumor, importante para el es
tudio de.los mecanismosde la metástasis ya que permite
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la comparaciónentre células metastásicas sin tener que
comparar con células normales.

La línea MM3-sc-sc, además de metastatizar en pulmón,
lo hace también, a veces, en ganglios drenantes (algo
poco frecuente en ratones), característica que la ase

o /meja mas a los tumores humanos.
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MATERIALES Y METODOS

Son los Materiales y Métodos utilizados para to
das las experiencias presentadas en esta Tesis.

Ratones: Se usaron hembras y machos de cepas endocriadas
entre hermanos BALB/c de 3 a 5 meses de edad.

Tumores: Los estudios cromosómicos se realizaron sobre
tumores de todas las líneas que conforman el m9

delo experimental del Dr. L.L.Colombo, ya descripto. Las
experiencias se hicieron sobre un número importante de
ratones y se repitieron muchas veces para cada tipo tumg
ral a lo largo de varios años, no sólo para obtener una
cantidad de metafases estadísticamente válida sino tam
bién para detectar cambios en el comportamiento tumoral
que pudieran producirse con el tiempo.

Trasplante: Fragmentos de tumor (1 mms) sub-cutáneo ó de
metástasis fueron trasplantados subcutáneamen

te en el flanco izquierdo. Los tumores se dejaron crecer
hasta la muerte natural de los ratones ó hasta su sacri
ficio cuando estaban moribundos.

Cultivo de las células tumorales y procesamiento para es
tudio citogenético: para investigar si la metodología de
cultivo in vitro modifica el patrón cromosómico, Se pro
cesaron para estudio citogenético suspensiones monocelu
lares directamente de los tumores. No se encontraron va
riaciones resnecto de los cultivosprimarios, lo que su
giere que la utilización de estos últimos es válida y que
la heterogeneidad cromosómica observada se debe a los tu
mores per se y no al pasaje in vitro, pero esto sólo en
cuanto a cultivo primario ya que, a partir de cultivo se
cundario los patrones citogenéticos varían con los suce
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sivos pasajes. Entonces sólo se utilizaron cultivos cg
lulares primarios; éstos proporcionan mayor número de me
tafases que las suspensiones celulares no cultivadas.

Los tumores una vez limpios y libres de tejido
necrótico se cortaron en pequeños trozos que se sometie
ron,indistintamente, a disociación mecánica con material
ouirügico o bien a dos digestiones enzimáticas sucesivas
(Pronasa 0,01% - DNAsa0,0035% en medio de cultivo) du
rante 30 minutos a 37°C, en agitación, a fin de obtener
suspensiones monocelulares. Se ajustó la concentración
celular a 2,5 x 105 céls/ml. La viabilidad, determinada
por 1a prueba de exclusión de azul tripán, fue alta en
todas las experiencias. Las células se cultivaron a 37°C
en una atmósfera húmeda de 5% CO2—aire , en MEM(Cat.
N.H10-1500, Grand Island Biological Co., Grand Island,
NY)suplementado con 10% suero fetal bovino (Gibco), 2 mM
L-glutamina (Gibco) y gentamicina (8 ug/ml), sobre super
ficie de plástico o de vidrio.

Una vez que los cultivosestuvieron en crecimien
to exponencial, se incubaron durante 90 minutos a 37°C
con Demecolcine (Sigma) 0,2 ug/ml de medio, para arresto
de las células en metafase. Luegode tripsinización
(0,25% tripsina-FDTA 0,02%, en PBS (solución buffer fos
fato) libre de Ca++y Mg++)para despegar las células de
la superficie de crecimiento, éstas fueron sometidas a
tratamiento hipotónico con una solución 0,075 MKCl por
H5minutos. Las muestras se fijaron en metanol: ácido
acético glacial (3:1) por dos horas, se lavaron dos ve
ces y se resuspendieron en dicho fijador. Las células
fijadas, extendidas sobre portaobjetos, una vez secadas
a temperatura ambiente, se colorearon con H%Giemsa du
rante 10 minutos.

Aquellos extendidos a ser sometidos a bandeo crg
mosómicoG, fueron tratados con tripsina y posterior co
loración con Giemsa, según el método , ligeramente modifi
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cado, de M.Seabright (1971). El cariotipo de las células
normales de los ratones BALB/c consta de U0 cromosomas a
crocéntricos.

Cuando el tamaño del tumor así lo permitió se
cultivaron y estudiaron citogenéticamente, por separado,
células derivadas de fragmentos de diferente sitios del
mismo.

Para todas las líneas se compararon las medias
y patrones de distribución de los números cromosómicos
de los tumores subcutáneos que produjeron y de los que no
produjeron, metástasis visibles al microscopio estereos
cópico.

Estudio Estadístico: Incluye el análisis de la varianza
(ANOVA)y el método "t" (de Student)

para comparaciones planeadas.
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RESULTADOS

No se observaron diferencias estadísticamente
significativas para las medias y la distribución del nú
mero cromosómico para células de fragmentos de diferen
tes sitios de tumores grandes. Tampocopara los tumores
subcutáneos que produjeron o no produjeron metástasis.

Para cada línea, los resultados obtenidos a
partir de varias metástasis pulmonares juntas que, por
su tamaño, no permitieron el cultivo por separado, no
presentaron diferencias cromosómicassignificativas con
los de las metástasis oue pudieron ser cultivadas aisla
damente.

Para cada uno de los tipos tumorales, se suma
ron los datos obtenidos de los distintos cultivos sólo
cuando el análisis estadístico demostró que no había di
ferencias entre ellos en cuanto a las medias y patrones
de distribución del número cromosómico.

Los datos que se fueron obteniendo del seguimien
to de las líneas hasta los últimos cultivos realizados
no muestran diferencias significativas respecto de los ya
procesados estadísticamente cuyos n figuran en los histg
gramas correspondientes.

Para todos los tumores los cromosomas son acro
céntricos en casi el 99%.

Línea N3

Estudios cromosómicos: desde fines del año 1980
hasta 1989. I

La Figura 2 muestra los histogramas correspondien
tcs a tumor subcutáneo y metástasis pulmonares. No se ob
servan diferencias estadísticamente significativas entre
las medias del número cromosómico.

Cabe destacar que en estudios que realicé hasta
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1983 (Bal de Kier Joffé,B., et alq 1983) revelan que la
media del número cromosómico de las metástasis pulmonares
era significativamente mayor que la del tumor subcutáneo
(que se mantuvo invariable a traves del tiempo) y fue a
cercándose a ésta hasta no presentar diferencias signifi
cativas conla misma, permaneciendo así hasta ahora. No
se detectaron cambios fenotípicos acompañandoa esta va
riación en el plano cromosómico.

Línea MM3-pulmón-sc.

Estudios cromosómicos: desde fines de 1980 has
ta 1989.

La Figura 3 muestra los perfiles cromosómicos
correspondientes a tumor subcutáneo y metástasis. Hay
diferencias altamente significativas (p< 0,01) entre las
medias del tumor subcutáneo respecto de las correspondien
tes a las metástasis, y entre las de éstas.

Cabe señalar que,en estudios cromosómicos que
realicé hasta principios de 1983, tanto en el tumor sub
cutáneo comoen las metástasis pulmonares, alrededor del
85% de las células estaban en el nivel'diploide, y las
medias del número cromosómicono diferían significativa
mente entre si (Bal de Kier Joffé, E., et al; 1983). Con
el tiempo fueron cambiando para presentar;desde aproxima
damente el año 1985 y hasta la actualidad, los perfiles
que se muestran en la Figura 3. Curiosamente,estos cam
bios en los patrones cromosómiCos se acompañaron por una
notable disminución en el muyalto potencial metastásico
en pulmón que exhibïa esta línea (alrededor del 95%de
incidencia y más de 20 nódulos por pulmón).

Línea MM3-sc-sc

Estudios cnmmmómioas:desde 1983 hasta 1989. La Ei
n a H muestra los patrones cromosómicos del tumor pmfinario y las
metástasis pulmonares.
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Las medias del número cromosómico difieren muy
significativamente (p< 0,01).

Los patrones se conservaron estables a través
de todo el periodo de estudio.

Línea MM3-G

Estudios cromosómicos: desde 198Mhasta 1989.
Los tumores subcutáneos de esta línea y de la

que le dio origen (MMS-sc-sc)son bastante similares
en cuanto a la distribución y las medias del número cro
mosómico,queno presentan diferencias estadísticamente
significativas (Figura 5).

En cuanto a las metástasis en ganglios drenan
tes (axilar y braquial), no puede sacarse conclusión a1
guna ya que los resultados son muy variados. La Figura
6 muestra las distribuciones del número cromosómico de A
y de B, metástasis en un solo ganglio drenante (el otro
no metastásico) de dos animales diferentes. Las medias
del número cromosómico de ambas no son significativamente
diferentes pero si lo es la de cada una respecto de 1a
del tumor subcutáneo (p< 0,01). En la Figura 7 se pre
sentan los patrones cromosómicos de dos pares de ganglios
drenantes pertenecientes a dos ratones. C1 y C2 muestran
perfiles muydistintos; aunque las medias del número crg
mosómicono son signfiïcativamente diferentes, si lo son
respecto de la del tumor primario. Los patrones D1 y D2
son bastante similares; aunque las medias del número crg
mosómicodifieren entre ellas (p <0,01), no es asi res
pecto de la del tumor ,suhCUtáneo.

La media del número cromosómico para las metás
tasis pulmonaresno muestra diferencia significativa res
pecto de la del tumor primario.

Dosratones presentaron metástasis hepáticas,
uno de ellos también metástasis en bazo. La media del
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número cromosómicode las metástasis en bazo difiere sig
nificativamente (p< 0,01) de la del tumor subcutáneo,
y de las correspondiente a metástasis pulmonares y hepá
ticas que, por otro lado,no exhiben diferencias signifi
cativas entreellas. La Figura 8 muestra los histogramas
correspondientes a las metástasis en pulmón, hígado y ba
zo.

Linea MM3-H

Estudios cromosómicos: desde 198Hhasta fines
de 1987.

La Figura 9 muestra el comportamiento cromosómi
co del tumor subcutáneo, el de VMB-pulmón-scque dio ori
gen a esta línea y las metástasis hepáticas. La media del.
número cromosómicopara las metástasis en higado difiere
significativamente (p< 0,01) respecto de las correspon
dientes.a los tumores subcutáneos de MM3-Hy MM3-pulm6n-sc,
que no presentan diferencias entre si.

En tres ratones se dieron escasas y pequeñas
metástasis pulmonares y en otro hubo metástasis de sólo
un ganglio drenante. Aunquelos resultados no fueron in
cluídos para el análisis estadístico debido al bajo nú
mero de metafases obtenidas, se muestran los histogramas
correspondientes en la Figura 10.

MM3-Línea Macho

Estudios cromosómicos: desde mediados de 1985
hasta 1989. I

Sólo fue posible estudiar el tumor subcutáneo
(Figura 11), pues esta línea posee un muybajo potencial
metastásico.

MM3linea Macho se estudió con dos objetivos:
(1) establecer comparaciones con su línea paralela en
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hembras kNM3-pulmón-SC).
(2) investigar presencia de cromosomasY en las células

tumorales.
Respecto de punto (1), como puede observarse en

los histogramas correspondientes (Figuras 3 y 11), los
tumores subcutáneos de ambas líneas exhiben su componente
principal diploide, con más del 30%de sus células, y hay
otro pico importante a nivel tetraploide. Las medias del
númerocromosómicomuestran diferencias significativas
(p <0,05).

En cuanto al punto (2), los estudios aplicando
bando G permitieron detectar la presencia de cromosomas Y
en un númerosuficiente de células tumorales (alrededor
del 6%), que evidencian fusión espontánea entre éstas y
células normales del huésped. La Figura 12 muestra el
cariotipo bandeado de una de tales células.

Para todas las líneas:
no se observaron cromosomas

cuyo tamaño excediera el de los del cariotipo normal v só
lo escasas metafases exhibieron presencia de dobles minu
ÍOS (DMs). Se vieron, aunque en muy baja proporción, nú
cleos endomitóticos y metafases con diplocromosomas.

r3 Cuando nos referimos a "nivel" o "región" de
una cierta ploidïa queremossignificar que las células
tienen un número cromosómicoalrededor de dicha ploidía.
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COMPARACION ENTRE LOS TUMORES PRIMARIOS

Comparando las medias de los números cromosómi
cos de los tumores primarios subcutáneos:

Línea M3, de la cue derivan todas las demás,difiere sig
nificativamente (p< 0,01) sólo de MM3-pu1món-scy de
MM3-H.

Línea MMB-Dulmón-sc, due da origen a MM3-sc-sc y a MM3-H,
sólo difiere significativamente (p< 0,05) de 1a primera.
Línea MMB-pulmón-sctambién difiere (p< 0,01) de su para
lela MMB-Línea Nacho. i

Línea MM3-sc-sc, que da origen a MM3-G,no difiere signi
ficativamente de esta.

COMPARACION ENTRE LAS DIFERENTES LINEAS OUE METASTATIZAN

EN PULMON

En 1a Figura 1Mse observan,ordenadas de abajo
hacia arriba según aumenta el potencial metastásico en
pulmón, los patrones de distribución del número cromosó
micocmrresponüentes a los tumores subCUtáneos y sus res
pectivas metástasis en dicho órgano. A medida que va
aumentando1a capacidad metastatizante de las diferentes
líneas, en los tumores subcgtáneos va cobrando importan
cia la componentea nivel tetraploide en detrimento de
la correspondiente a1 diploide. Tambiénen las metásta
sis pulmonares se observa la misma tendencia si bien, en
lo que concierne a la línea más metastásica hay, además,
un pico diploide importante.

METASTASIS EN HIGADO PRODUCIDAS POR TRES LINEAS DIFERENTES

Comose observa en la Figura 15, los perfiles
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cromosómicoscorrespondientes a las metástasis hepáticas
de la linea MM3-Hy de 1a oue le dio origen, MM3-pulm6n-sc,
son parecidas, con componenteprincipal a nivel diploide
y una, bastante importante, hipodiploide; las medias de
los números cromosómicosno son significativamente dife
rentes. Totalmente distinto se muestra el patrón corres
pondiente a las metástasis hepáticas de la línea MMB-G,
con más del 65%de las células en los niveles alrededor
del tetraploide con componente principal en éste (37%de
las células) siendo, comparativamentedespreciable la di
ploide; también la media del número cromosómico difiere
significativamente (p< 0,01) respecto de las correspon
dientes a las otras dos lineas.

COMPARACION ENTRE LAS LINEAS MM3-PULMON-SC Y MM3-SC-SC

Comose observa en la Figura 13, para ambas lí
neas, MM3-pulmón-sccon mayor porcentaje de células a
nivel diploide y MMB-sc-sca nivel tetraploide, se obser
va un corrimiento hacia la izquierda para las metástasis,
que se manifiesta en la media y distribución del número
cromosómico.



-35

ESTUDIOS EXPERIMENTALES SOBRE HETEROGENEIDAD TUMORAL-I

Caracterización in vivo e in vitro de subpoblaciones de
diferente densidad celular de un adenocarcinoma mamario
murino.

Los tumores contienen poblaciones celulares que
difieren en muchascaracteristicas, entre ellas, morfo
logía, tasa de crecimiento, cariotipos, antigenicidad,
inmunogenicidad, tumorigenicidad, potencial metastásico,
etc.

Conel objeto de estudiar la heterogeneidad del
tumor M3(sc), subfraccionamos el mismo según gradientes
de densidad obtenidos por centrifugación con Percoll como
medio de separación. Se aislaron cuatro subpoblaciones
de distintas densidades celulares con diferente morfolo
gía y propiedades de crecimiento. Cuandose inocularon
subcutáneamente en ratones singeneicos, sólo la subpo
blación de menor densidad mostró menos tomas tumorales y
un período de latencia más largo llegando a un peso tumg
ral menor a los H5 días post-inóculo. No se observaron
diferencias significativas en 1a capacidad para producir
metástasis espontáneas en pulmón entre el tumor parental
y las subpoblaciones aisladas, salvo para la subpobla
ción de menor densidad que fue menos metastásica que las
otras. '

El análisis cariotípico de M3y de las subpobla
ciones mostró un modoaproximadamente tetraploide mien
tras que la media del número cromosómico aumentó con la
densidad celular (Figura 16). Así, en este tumor mama
rio heterogéneo 1a subpoblación de densidad más baja pro
bó ser menos tumorigénica.

Con el método empleado a partir del tumor M3 se
pudieron aislar cuatro subpoblaciones celulares diferen
tes en cuanto a densidad celular, morfología y distribu
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ción del número cromosómico. Sólo para el caso de la
subpoblación de menor densidad celular se observó un po
tencial metastásico diferente, en este caso menor, que
el del tumor parental.

In vivo and in vitro characterization of subpopulations
of different cell density from a murine mammary
adenocarcinoma.
Lydia Puricelli, María del CarmenC. Vidal, Elisa Bal de
Kier Joffé, Lucas L. Colombo.
J. Exp. Clin. Cancer Res., 3(2): 175-18u, June 198“.
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ESTUDIOS EXPERIMENTALES SOBRE HBTEROGENEIDAD TUMORALeII

Caracterización de una nueva variante tumoral murina con
diferente comportamiento in vivo seleccionada por sus pro
piedades de adhesión.

Para investigar si la selección por adhesión a
Fibronectina (PN) selecciona también para células con di
ferentes capacidades tumoripénicas y metastásicas, las
células M3se sembraron sobre sustratos plásticos cubier
tos con FN; las no adherentes fueron removidas a los 30
minutos y las adherentes se expandieron en cultivo en mg
nocapa. Las células tumorales seleccionadas se cosecha
ron e inocularon subcutáneamente en ratones singeneicos.
Fste procedimiento de selección se repitió tres veces.
Después del tercer ciclo, los tumores se mantuvieron por
transplante subcutáneo por trócar, y la variante obteni
da se llamó M3Ad. Esta variante tuvo idéntico comporta
miento de adhesión a FN que M3, a pesar de haber sido se
leccionada según esa caracteristica. Pero M3Adexhibió
un tiempo de latencia más corto, menor tiempo de sobrevi
da de sus portadores, una tasa de crecimiento más alta,
una menor incidencia de metástasis pulmonares espontáneas
y produjo significativamente más y mayores colonias pul
monares que M3, después de inyección iv. Los patrones
de distribución del número Cromosómicorevelaron que para
las células M3Adel modo (72 vs 82) y la media (Y Í FS =
62,0 Ï 2,0 (n=100); vs 75,8 Í 2,5 (n=100)) eran más ba
jos que para las células M3(p< 0,01); además, la compg
nente principal del histograma del número cromosómico en
M3Adestuvo más cerca del nivel triploide due el mismo
parámetro en M3, cercano a tetraploidía (Figura 17). Bs
te último resultado, junto con más altas capacidades tu
morigénica y de colonización en pulmón de M3Adpodría es
tar relacionado con la asociación,ya observada en tumo
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res humanos,entre una alta malignidad y un número cromosé
mico cercano a triploidïa debido, probablemente,a un mag
cado desbalance génico.(Barlogie, B.,et a1.1983;wijkstr5m,
H., et a1.198'4)

Characterization of a new murine tumor variant with
different in vivo behavior selected by its adhesive
properties.
Lydia Puricelli, Lucas L. Colombo, Daniel E. Gómez, María
del Carmen C. Vidal, Elisa Bal de Kier Joffé.
(enviado para su publicación).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los datos expuestos resulta que:
La línea M3

no exhibió diferencias significativas entre las medias
del número cromosómico del tumor primario y de sus metás
tasis (Figura 2). Además, es moderadamentemetastásica
y sólo en pulmón.

Contrariamente a lo que ocurre con 1a M3, la
línea MM3-pu1m-sc,a pesar de derivar directamente de
ella presenta diferencias significativas entre las medias
del número cromosómico del tumor subcutáneo respecto de
los de las metástasis pulmonares y hepáticas y entre las
de éstas (Figura 3). Comoesta línea se mantiene a tra
vés de trasplantes subcutáneos a partir de tejido metas
tásico de pulmón, es evidente que dicho órgano ha ejerci
do importantes presiones de selección sobre las células
del tumor M3(sc). Efectivamente, se observa:

Incidencia de metástasis pulmonares:
MM3-pu1m-sc: 95%

M3: u0%

Número de nódulos/pulmón:
MM3-pu1m-sc: más de 20

M3: 6

Además, el 15,5% de los ratones presentan metág
tasis hepáticas. 

La media del número cromosómico de las metásta
sis pulmonares de M3que era significativamente mayor,
fue acercándose a la del tumor primario y así se mantie
ne desde entonces. A través del tiempo las diferentes
subpoblaciones celulares que conforman el tumor subcutá
neo,habrían alcanzado un estado de equilibrio (Fidler,I.
J., et al., 1982; Poste, G., 1982; Cifone, M.A., et al.,
1981), que se vio reflejado en el perfil cromosómicode
las metástasis.
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Al igual que para la M3, la línea MM3-pulm-sc
presenta, a través del tiempo, modificaciones en la com
posición de su población celular. En efecto, la línea
MM3-pulm-sc,desde sus etapas iniciales y durante un lar
go período exhibió una incidencia del 95%de metástasis
pulmonares con alto numero de nódulos por pulmón; el per
fil cromosómicode las células del tumor primario y de
las metástasis presentaba el 85%de las células en la
región diploide. La pérdida considerable en la capaci
dad metastatizante que se produjo con el tiempo se acom
pañó con la aparición de subpoblaciones tetraploides e
hipotetraploides en detrimento de parte de las diploi
des, llegando a exhibir un perfil estable, que se mues
tra en la Figura 3. En este caso, la presión de selec
ción se hizo a favor de subpoblaciones celulares menos
metastásicas. Aqui cabe destacar que lo encontrado por
nosotros es coincidente con lo observado en la clínica
y en otros modelos experimentales, en que:
- tumores con la combinación diploide-tetraploide son

más estables y menos agresivos. (Zetterberg, A., et
a1., 198M).

—no siempre se seleccionan células con mayor potencial
metastásico sino también con igual y aún menor capacidad
metastatizante (Cifone, M.A., et a1., 1981; Fidler, I.
J., et a1., 1982).

La línea MM3-sc-sc(Figura H), Presenta diferen
tes patrones y medias del número cromosómico entre tumor
subcutáneo y metástasis. Esta línea se mantiene constan
te a través del tiempo, desde el punto de vista cromosó
mico y fenotípico, probablemente debido a su mantenimien
to mediante trasplantes a partir de tejido subcutáneo.
Esta linea deriva, comotodas las demás de la M3, pero
lo hace a través de MM3-pulm-sc,ya seleccionada median
te sucesivos pasajes por pulmón.

Comparando la línea MM3-sc-sc con la que le da
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origen, la primera muestra un mayor porcentaje de células
en la región tetraploide mientras que en MMS-pulm-sces
más importante la componente a nivel diploide. Las me
dias del número cromosómicoson diferentes para subcutá
neos y metástasis pero para estas últimas, en ambas li
neas, se nota un importante corrimiento hacia la izquier
da.

A partir de trasplantes de metástasis en gan
glios drenantes de la MM3-sc-sc se origina la línea MM3-G,
que no difiere cromosómicamente de la que le dio origen
(Figura 5). Las metástasis en ganglios drenantes (Figu
ras 6 y 7) presentan patrones y medias del número cromo
sómico de lo más variados. Se podria suponer que aquí
deben intervenir factores inmunológicos y liberación de
linfokinas que seleccionan poblaciones con distintas ca
racterísticas cromosómicas. Este hecho apoyaría más
bien la teoría del "suelo" dado que es evidente que las
células del ganglio pueden modificar o seleccionar prefe
rentemente distintas poblaciones entre las células tumo
rales que lo invaden. Se confirmaría esto, también, pa
ra las metástasis en bazo, otro órgano inmunocompetente,
en que difieren significativamente el perfil y la media
del número cromosómico con los del tumor primario y me
tástasis pulmonares y hepáticas que, por otro lado, no
difieren entre ellos (Figura 8).

Derivada de la linea MM3-pulm-sc,a través de
trasplante de tejido de metástasis hepática, surgió la
línea MM3-H. Los tumores subcutáneos de esta linea y de
la que le dio origen no difieren cromosómicamente(Figu
ra 9). En ambos existe preponderancia de la región di
ploide, si bien hay una componente importante a nivel
tetraploide que casi desaparece para las metástasis hepá
ticas en las que, alrededor del 90%de las células resi
de en la región hipodiploide/diploide. Cabe destacar
que en el higado normal de 1a mayoría de los mamíferos
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adultos hay sólo un 10%de hepatocitos diploides, siendo
el resto poliploides, principalmente tetraploides. Esto
reflejaría, fisiológicamente, grados crecientes de dife
renciación celular y la necesidad de hepatocitos diferen
ciados para grandes cantidades de muchos productos géni
cos diferentes para cumplir el rol metabólico multifun
cional del hígado. Por ejemplo, durante las tres prime
ras semanas de vida los hepatocitos de rata son exclusi
vamente diploides y ahí comienza el proceso de poliploi
dización con la aparición sucesiva de clases principal
mente tetraploides. Durante la transformación maligna
químicamente inducida, el hígado de rata incrementa fuer
temente 1a cantidad relativa de células diploides en de
trimento de las tetraploides que quedan en un muybajo
porcentaje. Comola poliploidización se sabe que es un
proceso irreversible, entonces cabe deducir que hay una
selección a favor de células diploides, o sea menosdi
ferenciadas, lo que dotaría al tumor con una mayor capa
cidad proliferativa (Saeter, G., et al., 1988). Esto es
lo que observamos en las metástasis hepáticas de esta li
nea, que ya provienen de un tumor primario en que gran
parte de las células residen en la región diploide.

La Figura lO muestra los distintos perfiles crg
mosómicos de las metástasis en pulmón y en ganglios dre
nantes de la MM3-Hque, a diferencia del comportamiento
en hígado, no presentan esa-prevalencia hacia diploidía.

Esta linea MMB-H,con el tiempo fue perdiendo
su potencial metastatizante.

Respecto a1 sexo de los portadores de tumor, com
parando la MM3-LíneaMacho con su paralela en hembras
(MM3-pulm-sc),se notan importantes diferencias: el tumor
primario tiene un menor tiempo de latencia, un crecimien
to más rápido, un mucho menor tiempo de sobrevida de sus
portadores, pero una baja incidencia metastásica, sólo en
pulmón. A pesar de que los perfiles cromosómicos del tu



-50

mor subcutáneo en ambas líneas exhiben más del 30%de sus
células en nivel diploide y hay otro pico importante te
traploide, las medias de los números cromosómicosdifie
ren significativamente. Pero el mayoraporte del estudio
de MM3-LíneaMacho fue 1a demostración de la presencia de
cromosomasY en los tumores, lo que evidencia fusión celu
lar heterocariótica.

La observación, aunque en un muy bajo porcentaje,
de núcleos endomitóticos, metafasesexhibiendo endoredg
plicación, el hallazgo de fusión celular heterocarióti
ca, y la probable existencia también de fusión homocarié
tica, indican que éstos serian junto con posterior segrg
gación selectiva de cromosomas, los mecanismos que expli
carian la aneuploidia y 1a gran variabilidad fenotípica
de las diferentes líneas tumorales de este modelo.

En estos tumores experimentales son raras las
translocaciones robertsonianas ya que alrededor del 99%
de los cromosomasson acrocéntricos. Esto se correspon
de con observaciones en tumores humanos. (Hecht, F., et
al., 1988).

Concluyendo, pudimos demostrar:
(1) la heterogeneidad de las células del tumor M3que

dio origen a las demás líneas. En efecto, se pudie
ron Seleccionar a partir de dicho tumor subpoblacio
nes celulares que difieren en morfología y densidad
celulares, tiempo de latencia, tasa de crecimiento,
capacidad metastásicav deóOhxúzmfiónen pulmón, tiem
po de sobrevida de los portadores de tumor y distri
bución del número cromosómico;

(2) que no siempre coinciden los perfiles cromosómicos
de los tumores primarios y de sus respectivas metás
tasis, en este modelo experimental,a pesar de que tg
das las lineas derivan de un tumor que no muestra di
ferencias significativas con sus metástasis;
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(3
V que hay un perfil cromosómicoparticularmente benig

no y otro más maligno coincidiendo el primero con la
combinación diploide-tetraploide, y el Segundo, con
niveles más altos de ploidía siendo los tumores más
agresivos los que tienen el mayor porcentaje de sus
células en la región triploide-hipotetraploide;

(u) que puede haber variaciones en el patrón cromosómico
durante las primeras etapas de los sucesivos tras
plantes tumorales, hasta equilibrarse con el tiempo;

(5) que los distintos órganos sitios de metástasis, im
primen sus caracteristicas sobre las subpoblaciones
que los invaden, siendo los órganos inmunocompeten
tes los que tienen mayorinfluencia sobre el perfil
tumoral;

(6 que es diferente el comportamiento cromosómico en liV

neas paralelas de trasplante en hembras y en machos.
En estos últimos se ha podido demostrar la fusión en
tre células tumorales y normales del huésped que,
probablemente, exista también en hembras.

Todas estas observaciones tienen una llamativa
coincidencia con lo que ocurre en 1a clinica oncológica
humana. (Spremulli, B.N., et al., 1983; Heppner, G.H., et
al., 1983; Buick, R.N., 198M;Fidler, I.J., 1985;Nicolson,
G.L., et al., 1986; Smith, H.S., et al., 1985; Volm, et
al., 1987; Atkin, N,B., et al., 1979; Tribukait, B., et
al., 1982; Wijstróm, H., et al., 198M;Kovacs, G., 1985).

¿3/ ' QC Safina
Autora Directora
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