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LA PROGRESION TUMORAL

Hace aproximadamente 30 afios, Foulds (1954), acuiié con el término progresion tumoral
la hipétesis de que el cdncer probablemente se desarrolla como una serie de cambios secuenciales
y heredables. Segiin su concepcion, la progresién tumoral era el proceso de evolucién gradual
mediante el cual un tumor iba hacia la autonomia incrementada, mediante una serie de cambios
escalonados y bloques, o unidades, de caracteristicas multiples tales como velocidad de creci-
miento, invasividad, metdstasis, dependencia hormonal, etcétera, que conforman ‘“‘etapas” en
este proceso. Uno de los elementos fundamentales de esta concepcién es la postulacion de la
existencia de progresion inzlependiente para las diferentes unidades de caracteristicas, es decir,
la posibilidad de rearreglos en combinaciones distintas, segiri las cuales cada forma de neoplasia
auténoma puede evolucionar a lo largo de una variedad de alternativas (tabla 1, Foulds, 1969).

Tabla 1
PRINCIPIOS DE LA PROGRESION TUMORAL (segin Foulds 1969)

1. La progresién ocurre independientemente en diferentes tumores de un mismo animal.
2. La progresion ocurre independientemente para diferentes caracteres del mismo tumor.

3. La progresién es independiente del crecimiento del tumor, es decir, en su primera manij-
festacion clfnica el tumor puede estar en cualquiera de los estadios de la progresién y
esta es independiente del tamafio del tumor o de su duracién clinica,

4, La progresién es continua o discontinua y ocurre por cambios graduales o saltos abruptos.
5. La progresion puede seguir una o varias vias alternativas de desarrollo.

6. La progresion no siempre llega a un punto final en el marco de la vida del hospedero.
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Pese a que Foulds se basé esencialmente en evidencias experimentales indicativas de la exis-
tencia de estadios histolégicamente distintos en el desarrollo de cdnceres de la piel, el tracto
urinario, las gldndulas mamarias, el tracto respiratorio y el higado (1975) y, por tanto, sus
definiciones de “unidades” de caracteristicas reflejan su perfil de trabajo en la patologia,
los resultados de un conjunto de estudios subsecuentes, de indole experimental, clinica y
epidemiolégica, han ido reafirmando la idea de que todos los tumores pudieran pasar por un
proceso secuencial de progresion, quizds de manera muy condensada en algunos casos, y que
probablemente la malignidad no resulte de un tnico gambio “‘universal’ en las células.

Entre estos se encuentran:

a) La existencia de al menos dos etapas discretas para la carcinogénesis quimica in vivo
(Beremblum, 1978 ; Farber y Cameron, 1980 ; Farber, 1982, 1984).

b) La adquisicién progresiva y secuencial de propiedades que caracteriza la transformacion
celular in vitro, inducida o espontdnea (Mondal et al., 1976, 1977; Barret et al, 1981
Borek, 1982 ; Pérez-Rodriguez et al., 1981, 1982 ; Evans y DiPaolo, 1975 ; Thomassen et al.,
1985).

¢) Las evidencias de malignizacion por etapas derivadas de modelos experimentales in vivo-
in vitro, en los cuales algunos pasos se inducen en el animal, y otros después de la manipu-
lacién in vitro del érgano, tejido, o las células (Hard et al., 1980 ; Laerum y Rajewsky, 1975
Nettesheim et al., 1981 ;Gavilondo et al., 1982, 1982a).

d) La existencia de cambios muiltiples para el desarrollo de tumores humanos, que ocurren a
una alta frecuencia en individuos con predisposicion genética (Ashley, 1969 ; Knudson, 1977).

e) La consistencia de los resultados del andlisis matemdtico en la incidencia de cdncer edad-
especifica, con la idea de la naturaleza multietapas del desarrollo neopldsico (Doll, 1978 ;
Peto, 1977).

f) Las recientes evidencias sugestivas de la necesidad de la activacién de dos o mds oncogenes
para la transformacion y su mantenimiento en sistemas celulares (Land et al., 1983 ;Newbold

y Overell, 1976 ; Ruley, 1983 ; Balmain, 1985 ; Klein y Klein, 1984).

Cambios celulares y seleccion en el hospedero como bases de la progresion

Luego de los procesos de “‘iniciacién” y “promocién” que caracterizan en los modelos
in vivo las etapas iniciales de la carcinogénesis (Prehn, 1976 ; Farber y Cameron, 1980 ; Farber,
1984); las lesiones persistentes progresan hacia un cdncer compuesto por subpoblaciones
tumorales con caracteristicas biologicas y bioquimicas diversas. La esencia de la progresion se
basa en la postulacién de la existencia de cambios en las propiedades de las células del tumor,
y no necesariamente en un hospedero alterado (Prehn, 1976). La aparicion de variantes celu-
lares con propiedades nuevas y ventajosas con respecto al resto de las células del tumor y los
tejidos normales, conduce a su *‘seleccion” en el ambiente tisular y el consecuente enriqueci-
miento progresivo del tumor en estas variantes gracias a su proliferacion. No existe atn sufi-
ciente informacién para precisar cémo las lesiones proliferantes locales que persisten evolucio-
nan hacia un cdncer, y coémo se genera, en términos temporales, la diversidad fenotipica que
caracteriza a los tumores avanzados. Empero, estos pasos subsiguientes parecen estar regidos
por cambios esporddicos, “‘al azar”, y de naturaleza clonal, que conducen a la aparicion de
variantes celulares estables en la poblacién tumoral, en el marco del microambiente especifico,
que en definitiva los selecciona como ventajosos (Farber y Cameron, 1980 ; Farber, 1984).
Estos y otros elementos, derivados de evidencias experimentales, favorecen la idea de que
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la progresién ocurre por un proceso selectivo y no por adaptacion fenotipica rdpida de toda la
poblacién tumoral, independientemente de si los cambios esporddicos (“eventos raros™) tienen
base genética o epigenética, de lo que se discutird mds adelante. Esencialmente, puede conside-
rarse que cualquier propiedad de las células tumorales puede estar sujeta a cambios fenotipicos
y seleccién en el hospedero.

Aun asi, existen ejemplos en los cuales el mecanismo de seleccién de variantes preexistentes
de ocurrencia esporddica no se adecuan a las observaciones.

Prehn (1976), ha discutido recientemente el fenémeno llamado de Barret-Deringer que
consiste en la existencia de un cambio en la capacidad de un tumor trasplantable para crecer
a pesar de una barrera de histocompatibilidad moderada: la proporcién de ratones en los
cuales crece el tumor, originados por un retrocruce de una cepa parental resistente y 2 cepas de
ratones, una permisiva y otra no permisiva a un tumor, se incrementa con respecto a lo esperado
si el tumor se pasa primero por la F, en lugar de ser trasplantado directamente del hospedero
isogénico permisivo. Esta alteracion es estable y no se recuperan las caracteristicas originales
del trasplante; el cambio no es explicable sobre la base de la seleccion de variantes celulares
tumorales preexistentes de ocurrencia esporddica, y mds bien su naturaleza parece ser una
rdpida adaptacion de la mayoria de la poblacion.

En ocasiones, la manipulacién experimental de lineas y clones celulares durante procesos
de seleccion de variantes con propiedades metastdsicas y malignas conduce a valorar el meca-
nismo de una rdpida adaptacién fenotipica. Bosslet y Schirrmacher (1982) encontraron que
las células del linfoma ESb experimentaban rdpidos cambios fenotipicos in vivo. Luego de la
inyeccion subcutdnea de clones de células de este linfoma en ratones isogénicos, estos autores
recuperaron las metdstasis esplénicas y aislaron las células ESb ; se encontré que tenfan resis-
tencias significativamente superiores a células T citotéxicas que las células ESb obtenidas de
forma similar a partir de los bazos de ratones desnudos. Las células ESb resistentes a células T
no pudieron ser obtenidas de la poblacion clonal original utilizando técnicas de subclonaje y
parecian ser generadas muy rdpido in vivo bajo las presiones inmunolédgicas del hospedero.
Bosslet y Schirrmacher calcularon que las células ESb resistentes aparecian con una frecuencia
de 1073 /c¢élula/generacién en los animales inmunocompetentes, Como que las variantes resis-
tentes a células T aparecian a estas altas frecuencias, se estimé que era poco probable que
estuvieran implicados mecanismos de seleccién secuencial progresiva.

Gavilondo ¢t al. (1982), al comparar los resultados de la seleccion de variantes tumorigénicos
de fibroblastos L929 mediante el pase alterno in vivo-in vitro, o el trasplante seriado in vivo en
ratones C3HA, encontraron que la dosis tumoral 50 por ciento (DT50) exhibida por las pobla-
ciones resultantes en solo tres selecciones sucesivas por la via alterna, era de un orden de magni-
tud menor (DTS0 = 10* células) que aquella obtenida por el trasplante seriado in vivo del
tumor durante unas 60 generaciones (DTS0 = 10* células). Este rdpido incremento en la
tumorigenicidad no podia ser explicado aduciendo Gnicamente a una seleccién de variantes
precxistentes, mds ain. cuando el clonaje de poblacién parental solo generd poblaciones exhi-
biendo DTSO0 del orden de 10%.

Todo ello conduce a analizar que, aun cuando la gran mayoria de las evidencias experimen-
tales favorecen la teoria de la seleccion de variantes generadas al azar, es posible que en las
poblaciones tumorales ocurran adaptaciones estables de gran parte de la poblacién tumoral
inducidas por el microambicnte especifico.
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La heterogeneidad fenotipica de los tumores malignos

Aun cuando estd bien establecido que las neoplasias espontdneas e inducidas se desarrollan
a partir de células tnicas (origen clonal ; Fialkow, 1979), lo cierto es que los tumores avanzados
estdn compuestos por poblaciones celulares que manifiestan una diversidad fenotipica para una
variedad de caracteristicas que incluyen morfologfa, antigenos de superficie celular, glicolipidos
y glicoprotefnas, componentes relacionados con la adhesividad y el reconocimiento celulares,
enzimas hidroliticas y sintéticas, locomocion, invasividad y capacidad de metastizacion. La
variabilidad célula-célula también ocuire en su sensibilidad a agentes terapéuticos tales como
drogas, radiacién e hipertemia, y en los mecanismos de la respuesta del hospedero (Fidler y
Hart, 1982 ; Hart y Fidler, 1981 ; Nicolson, 1982 ; Nicolson et al., 1982a; Nicolson y Poste,
1983 ;Poste, 1982).

Tal diversidad poblacional de propiedades también ocurre en las células y tejidos normales,
aunque usualmente no al mismo grado. Los tejidos normales mantienen fenotipos celulares
relativamente estables, pero pueden manifestar heterogeneidad en la expresion de componentes
particulares (Griffin et al., 1981;;Peterson et al., 1981). Aun asf, la hieterogeneidad fenotipica
es mds pronunciada en las neoplasias malignas que en sus contrapartidas celulares normales.

Segiin los principios de la progresién tumoral, las frecuencias en las cuales puede ocurrir
la diversificacién fenotipica para las células tumorales es también variable, esperandose que
algunas neoplasias malignas ganen heterogeneidad temprano, después de la transformacion, para
proceder luego mds lentamente, y otras diversifiquen tardiamente en la historia natural del
tumor. Las alteraciones externas, tales como aquellas producto del tratamiento y a las que
seguirdn nuevas interacciones celulares, pueden provocar cambios en las frecuencias de diversifi-
cacién fenotipica de los tumores (Kerbel y Davis, 1982 ; Woodruff, 1982, 1983 ; Nicolson, 1984a).

No obstante, algunos de los cambios encontrados en los tumores malignos no parecen estar
relacionados con sus estados de progresiéon y malignidad. Algunas propiedades poco esenciales
para la supervivencia de las células tumorales pueden perderse en los estadios finales de la pro-
gresién tumoral, lo que ha sido interpretado en ocasiones como una “pérdida de diferenciacion”;
aun asf, la relacién entre tales cambios y la diferenciacion, la progresion y la malignidad es ain
poco clara (Nicolson, 1984).

Los elementos anteriormente expuestos indican que el estudio de los mecanismos de la
diversificacién fenotipica y heterogeneidad poblacional de los tumores constituye un elemento
esencial para la comprension de la biologia del cdncer y para enfrentar su tratamiento.

LA INESTABILIDAD DE LAS CELULAS TUMORALES

La progresién tumoral, tal como ha sido propuesta por Foulds (1975) y Nowell (1976),
destaca el importante concepto de que el incremento en las alteraciones genéticas es generado
por eventos mutacionales somdticos azarosos que permiten la eventual progresion de aquellas
subpoblaciones celulares tumorales que emergen con alteraciones en su malignidad y otras
propiedades fenotipicas (Nowell, 1976). La rdpida diversificacion estd representada por sub-
poblaciones con inestabilidad genética incrementada y la posibilidad de adquisicion de propie-
dades mds favorables para su sobrevida, crecimjento y malignidad, frente a las presiones selec-
tivas del hospedero (figura 1).
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FIG. 1. Diversificacién del fenotipo tumoral, progresién y efectos de la terapia antitumoral. La transforma-
¢ién de una célula normal (N) a una célula tumoral (T) puede llevar a la diversificacion celular en las neopla-
sias malignas. Algunas de estas células tumorales variantes mueren (simbolos solidos), debido a mutaciones
letales o la respuesta del hospedero. Otras devienen latentes y son incapaces de proliferar, mientras que las
restantes células resultan competitivas'y mds malignas a medida que experimentan la diversificacién fenotipica.
La terapia citotdxica resulta en la muerte de la mayoria de las células tumorales (simbolos sdlidos) y en la
restriccién de la diversidad fenotipica. Aun asi, algunas de las células malignas escapan al azar o debido a
resistencia y contindan el proceso de diversificacién. Eventualmente surgen subpoblaciones malignas que
poseen las propiedades fenotipicas correctas para la metdstasis.

Inestabilidad genotipica

La hipdtesis de que los tumores malignos que exhiben crecimiento progresivo, invasion y
metastasis poseen inestabilidad genética incrementada, se apoya fundamentalmente en datos
genéticos y citogenéticos. La comparacion entre células altamente malignas y sus contrapartidas
normales o aquellas de baja malignidad, para la presencia de alteraciones cromosomicas groseras,



Garth L. Nicolson y Jorge V. Gavilondo Cowley

errores mitéticos y frecuencias espontdneas de mutacion, indica que las primeras son genética-
mente menos estables, y que a medida que estas evolucionan, las alteraciones cromosomicas
pueden incrementar progresivamente en frecuencia (Nowell, 1983 ; Poste, 1982 ; Rowley, 1973 ;
Rowley, 1975 ; Wolman, 1983).

Durante la progresion de los tumores malignos experimentales también se detectan cambios
cromosdmicos ; estos han sido reportados para clones de tumores mamarios malignos de rata
(Pearce et al., 1984) y en la progresién de fibroblastos transformados por el virus del Sarcoma
de Rous (Mitelman, 1974).

En los cdnceres humanos, los incrementos en la ploidia celular se relacionan frecuentemente
a estados de marcada progresion y pobre pronéstico (Wolman, 1983 ; Barlogie et al., 1982),
por ejemplo la enfermedad metastdsica se presenta mds frecuentemente asociada con hiper-
ploidia que las neoplasias primarias (Barlogie et al., 1982 ; Kusyk et al., 1981 Testa et al.,
1979). Todo ello sugiere que algunos cambios cromosémicos especificos podrdn tener una
mayor importancia en la determinacion de propiedades de la diversidad fenotipica y la malig-
nidad (Nicolson, 1984a ; Wolman, 1983).

Alteraciones de genes reguladores y oncogenes

Nowell (1983), ha recopilado un conjunto de mecanismos posibles para la generacion de
inestabilidad genética incrementada ; estos incluyen: a) defectos hereditarios en la reparacion
de ADN o en genes de “mantenimiento”; b) defectos adquiridos en genes especializados, tales
como genes “mutadores” o aquellos implicados en la sintesis de ADN; c) alteraciones cromo-
sémicas tales como aneuploidia, translocaciones, intercambios anormales de cromdtidas herma-
nas, regiones de amplificaciones cromosémicas (conocidas como “de tincién homogénea” o HSR)
y cromosomas ‘‘diminutos dobles” (DM); d) integracion de secuencias virales u oncogenes;
¢) efectos de agentes mutagénicos tales como radiacién o drogas quimioterapéuticas f) altera-
ciones microambientales relacionadas con diferencias nutricionales. Puede predecirse que cada
uno de estos mecanismos pudiera generar resultados finales diferentes.

Uno de los mecanismos mds interesantes y actuales por los cuales puede ser generada la
inestabilidad genética es aquel relacionado con la incorporacion de genes reguladores virales
(oncogenes o v-onc) o sus prototipos celulares (protooncogenes o c-onc) (Cooper, 1982).
Aun cuando se conoce que la insercién de oncogenes en genomas hospederos puede llevar a la
transformacién neopldsica o su mantenimiento (Blair ez al., 1981 ; DeFeo et al., 1981 ;Klein y
Klein, 1984 ; Weinberg, 1984), las relaciones de tales alteraciones a la diversificacion/progresion
del fenotipo tumoral no es clara. En algunos estudios, la ligazén de genes c-onc a secuencias
promotoras transcripcionales de origen viral induce la transformacién neopldsica, mediante su
activacién (Hayward et al, 1981). También puede afirmarse que cambios cromosomicos
groseros pudieran estar relacionados a alteraciones genéticas inducidas por la insercion o activa-
cién de oncogenes (Schwab et al, 1983). Sin embargo, el que la progresion tumoral esté
asociada al incremento de la expresién de los oncogenes. todavia no ha sido demostrado;
recientemente Rotter ef al. (1984), al comparar la expresién de los productos del onc abl en
lineas celulares de alto y bajo potencial metastdsico de un linfoma murino, no encontraron dife-
rencias. No obstante, existe la posibilidad de que la insercion de oncogenes cn lugares apropia-
dos del ADN pudiera activar genes previamente cripticos (Hayday er al., 1984) e iniciar el
proceso de progresién.
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Inestabilidad fenotipica

La inestabilidad genotipica, por si sola, ciertamente no explica las extremadamente altas
frecuencias de variacién fenotipica de las células tumorales. Una de las formas de demostrar
la inestabilidad genética de los tumores m4s malignos ha sido la de determinar las frecuencias
espontdneas de mutacién génica; Cifone y Fidler (1981), estudiaron la frecuencia de mutacion
a la resistencia de drogas utilizando lineas celulares y clones de melanoma y fibrosarcomas
murinos, y encontraron que las células mds metastdsicas poseen frecuencias incrementadas
(6-7 veces) de mutacion espontdnea. Aun asi, las mayores frecuencias de mutacion génica
espontinea halladas por Cifone y Fidler (1981) son menores en érdenes de magnitud compa-
radas con las frecuencias de variacion fenotipica calculadas. Ello pudiera quizds ser explicado
aduciendo que la mutaciéon génica ocurriera en sitios reguladores, generdndose de esta forma
una répida heterogeneidad fenotipica celular. El hecho de que la mayorfa de los cambios en
los productos de los genes asociados con el fenotipo maligno parecen ser cuantitativos, mds que
cualitativos, apoya esta idea (Nicolson, 1982 ; Nicolson, 1983).

Otros autores, como Peterson ¢f al. (1983), Chow y Greenberg (1980), Stackpole (1983),
Talmadge er al. (1979), Nicolson et al. (1983), Bosslet y Schirrmacher (1982), Harris et al.
(1982) y Raz (1982), han reportado altas frecuencias de diversificacion fenotipica en sistemas
tumorales para propiedades que van desde la capacidad de metdstasis hasta la sensibilidad a
drogas.

La inestabilidad fenotipica para una variedad de propiedades celulares ha sido examinada en
el laboratorio de uno de los autores empleando clones del adenocarcinoma mamario de rata
13762NF (Neri y Nicolson, 1981 ; Neri et al., 1982). Los cambios experimentados por estas
células durante su crecimiento in vitro para propiedades metastdsicas (Welch et al., 1983) se
producen en paralelo con cambios en una variedad de otras caracteristicas, entre las que estdn
las glicoproteinas de superficie (Neri ¢ al., 1981 ; Steck y Nicolson, 1983), morfologia celular
y tisular (Neri y Nicolson, 1981 ; Neri et al., 1982), marcadores cromosémicos (Pearce et al.,
1984) y sensibilidad a agentes terapéuticos (Tomasovic et al., 1982 ; Welch et al,, 1983 ; Welch
y Nicolson, 1983). Uno de los elementos mds importantes demostrados es que el cambio feno-
tipico ocurria para algunas, pero no para todas las propiedades, a un nimero predictible de
pases en cultivo, indicando que las variaciones fenotipicas pueden ser no azarosas y reproduci-
bles, y pueden ocurrir a frecuencias especificas.

La existencia de altas frecuencias de cambio fenotipico en subpoblaciones celulares tumora-
les puede resultar en la generacion de células que ganen o pierdan propiedades metastdsicas
(Fidler y Nicolson, 1981 ; Kerbel, 1979 ; Neri y Nicolson, 1981 ; Nicolson et al., 1982; Poste
et al., 1981 : Welch y Nicolson, 1983). Pero,, por otro lado, Dennis et al. (1981) y Lagarde
(1983), utilizando variantes celulares del tumor MDAY resistentes a lectinas, demostraron que
las células malignas que revierten a un fenotipo mds benigno son mds susceptibles al micro-
ambiente del hospedero y a la vigilancia inmunoldgica y no inmunolégica; asi, estos clones
disminuyen con el tienipo en la poblacién celular tumoral a causa de la dominancia de fenotipos
mds malignos.

Modulacion de la inestabilidad fenotipica

Las frecuencias de cambio fenotipico observados en sublineas, clones y subclones tumorales
sugiere que la presencia de diversas poblaciones celulares tumorales puede resultar eventual-
mente en la estabilizacion de propiedades fenotipicas. Ello ha sido demostrado en diferentes
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sistemas. En el melanoma B16, los clones individuales generan rdpidamente subpoblaciones
celulares con diferentes propiedades metastdsicas (Poste et al., 1981 ; Fidler y Nicolson, 1981 ;
Miner ef al., 1982 ; Nicolson, 1983) y es posible estabilizar el fenotipo con mezclas de clones,
a diferencia de cuando estos se crecen individualmente (Poste et al,, 1981).

La modulacion de la estabilidad fenotipica puede también ser alcanzada mediante la fusién
de células neopldsicas y normales (Goldenberg et al,, 1974 ; De Baetselier ef al., 1981 ; Lagarde
et al., 1983). El rol de la fusién celular en las modificaciones del genoma in vivo estd solo
ahora comenzando a apreciarse y pudiera constituir un importante mecanismo para la gene-
racion de ploidia incrementada y progresion.

DIVERSIFICACION DEL FENOTIPO CELULAR TUMORAL

A medida que ocurre in vivo la diversificacion fenotipica tumoral, la capacidad de la terapia
antitumoral disminuye al no poder eliminar completamente las subpoblaciones celulares alta-
mente malignas que existen, o que aparecen rdpidamente en un tumor o en sus lesiones metas-
tdsicas. Esta capacidad de las células a cambios fenotipicos rdpidos puede tener entonces
importantes implicaciones para la terapia anticancerosa y ser la responsable de una fraccién
importante de fracasos terapéuticos (Goldin y Johnson, 1977). Se conoce que los tumores
malignos poseen sensibilidades heterogéneas a la radiacién (Revesz y Norman, 1960 ; Welch
et al., 1983), drogas citotdxicas (Dexter et al., 1978 ; Heppner et al., 1978 ; Miller et al., 1981 ;
Tsuruo y Fidler, 1981 ; Welch y Nicolson, 1983) y citostdticas (Lotan, 1979 ; Lotan y Nicolson,
1979 ; Nicolson, 1982) y a la hipertermia (Tomasovic ef al., 1982), lo que puede resultar en la
emergencia de subpoblaciones resistentes, luego del tratamiento. Esta heterogeneidad existe
también con respecto a las cantidades de receptores hormonales (Baylin ef al., 1978 ; Brennan
etal, 1979 ; Sluysen y VanNie, 1974), inmunogenicidades (Gavilondo ef al., 1984 ; Fidler et al.,
1979 ; Kim et al.,, 1975; Olsson y Ebbeson, 1979) y sensibilidades a la citolisis o citostasis por
células asesinas naturales (Gorelik ef al., 1982; Gorelik et al., 1979 ; Hanna y Fidler, 1981);
células T citotdxicas (Gorelik et al,, 1979 ; Miller y Heppner, 1979 ; Schirrmacher y Bosslet,
1982) y macréfagos (Miner et al., 1983 ; Miner y Nicolson, 1983).

Interacciones entre subpoblaciones celulares tumorales

Se conoce que la presencia de ciertas subpoblaciones celulares tumorales en una poblacién
tumoral policlonal puede llevar a la modulacién de la diversificacién fenotipica y restringir la
emergencia de variantes celulares (Poste et al., 1981 ; Poste et al, 1982). En el sistema de
tumor mamario desarrollado por Heppner ef al. (1978) las interacciones entre las subpoblacio-
nes celulares tumorales han sido estudiadas con respecto a la regulacién del crecimiento celular.
Algunas subpoblaciones celulares del tumor mamario también pueden influir en la sensibilidad
a las drogas (Miller ef al,, 1981), asi como las propiedades metastdsicas (Miller, 1983) de otras
subpoblaciones.

El tratamiento de los tumores malignos mediante cualquier tipo de terapia puede resultar
en la diversificacion de las subpoblaciones celulares tumorales sobrevivientes (Poste, 1982).
En una serie de experimentos, Poste et al. (1981) examinaron los efectos de las drogas citotdxi-
cas sobre la diversificacién fenotipica de los clones celulares sobrevivientes del melanoma B16.
Estos autores demostraron que las drogas citotdxicas pueden depletar a las poblaciones celulares
B16 policlonales de células sensibles a drogas, originando clones que son resistentes, pero
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altamente inestables en sus propiedades biologicas. Estos subclones inestables generaron rdpida-
mente un nuevo panel de subpoblaciones celulares con propiedades metastdsicas y fenotipicas
diferentes. Asi, la modulacién de la diversificacion fenotipica por la terapia antitumoral puede
resultar en una poblacién celular mds restringida que subsecuentemente es capaz de diversifi-
cacién fenotipica ulterior. Estos resultados sugieren que las subpoblaciones celulares tumorales
que sobreviven en los tumores tratados pueden no experimentar los mismos tipos de interaccio-
nes celulares policlonales. Ello pudiera resultar en la diversificacién fenotipica durante la
expansion de las células tumorales sobrevivientes.

El éxito de las terapias antitumorales pudiera bien depender de las capacidades de diferentes
tratamientos para eliminar las escasas células altamente metastdsicas y para controlar las subpo-
blaciones celulares tumorales altamente inestables que poseen el potencial para llevar a cabo la
diversificacién fenotipica y resultar en una progenie altamente metastdsica (Nicolson y Poste,
1982 :Nicolson y Poste, 1983 ; Nicolson y Poste, 1983a ; Poste, 1982).

Efectos de los mecanismos epigenéticos

La rdpida diversificacion fenotipica celular de los tumores malignos no puede ser explicada
exclusivamente por mecanismos de mutacién genética y seleccién del hospedero. Esto ha
llevado a propuestas adicionales que implican modificaciones en los genes reguladores, altera-
ciones en los arreglos de genes o cromosomas (recombinacion), o la integracién de secuencias
virales (oncogenes). Estos cambios pudieran, colectiva o individualmente, modular o afectar la
inestabilidad fenotfpica. Un mecanismo adicional de generacién de inestabilidad fenotipica
es la posibilidad de que los mecanismos epigenéticos puedan resultar en modificaciones no
mutacionales del ADN (Foulds, 1975 ;Kerbel ez al., 1984).

Estas modificaciones epigenéticas alteran la expresion génica sin alterar las secuencias génicas
de ADN y pueden persistir por algunas generaciones antes de la regresion (Frost y Kerbel, 1983).
Se ha demostrado que modificaciones en la metilacion del ADN (metilacién de residuos de
citidina, hipometilacién), pueden resultar en la activacién de genes especificos y la modulacion
epigenética del fenotipo tumoral, de manera transiente (Frost y Kerbel, 1983 ; Christman et al.,
1977 ; Jones y Taylor, 1980 ; Razin y Riggs, 1980). Utilizando clones celulares no metastdsicos
del carcinoma mamario TA3, Kerbel ef al. (1984) pudieron obtener variantes metastdsicas a
altas frecuencias, luego de la hipometilacién con el nucledsido andlogo 5-aza-citidina. Estas
alteraciones fueron inestables y las células revirtieron finalmente a sus fenotipos originales,
concominantemente con la restauraciéon de los niveles normales de metilacién del ADN.

Una variedad de otros mecanismos pueden estar implicados en la expresién génica y la
actividad de los productos génicos, sin que ello lleve a modificaciones permanentes del ADN;
aun asi, el rol de estos procesos postgenéticos en la regulacion de la diversificacion fenotipica
permanente desconocido (Nicolson, 1984).

Efectos del microambiente del hospedero

El microambiente ‘de las células tumorales proliferantes parece ser importante en la genera-
cién de esta diversidad fenotipica, asf como en la seleccion de las variantes celulares tumorales
con ventajas de sobrevida y crecimiento.

Las células individuales en el marco de un tumor experimentan ambientes Gnicos debido a
la variabilidad de concentraciones de nutrientes, oxigeno, hormonas, enzimas, iones, inductores
y otras moléculas regulatorias (figura 2). La accidn de estos agentes sobre las células tu morales
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puede determinar en parte su susceptibilidad a modulaciones gendticas o epigenéticas, y por
tanto, su estabilidad fenotipica (Milas, 1984).

Las interacciones de las células tumorales con la matriz extracelular o los componentes del
estroma, pueden resultar en la activacion diferencial de genes especificos, similar a las experi-
mentadas por las células normales con su matriz extracelular (Bissell ef ¢, 1983). La matriz
extracelular o los componentes del estroma incluyen la lamina basal o membranas basales y la
matriz del tejido, asi como el estroma extracelular sintetizado por fibroblastos, células mesote-
liales y otras capaces de ejecutar “reacciones del hospedero™ de cardcter no inmune. Las
interacciones normales de la matriz extracelular son importantes en el mantenimiento de los
estados de activacion y diferenciacion de las células y tejidos normales (Bissell et al., 1983).
Las células tumorales pueden ser también capaces de responder a sus microambientes de estro-
mas en variado grado, aun cuando estas interacciones no tienen que ser necesariamente norma-
les (figura 2).
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FIG. 2. Influencias microambientales sobre las célujas tumoraies malignas. Las células tumoraies son afec-
tadas diferentemente por componentes solubles, la matriz extracelular, diversos fuctores y las propias células
del hospedero.

Las células v los tejidos estdn sometidos a una variedad de microambientes que controlan
la diferenciacion celular normal. En algunos casos, la modulacién del fenotipo maligno pudiera
estar mediado por tales sefiales, resultando en la reversion de este a un fenotipo mds “‘normal”
o benigno. Sachs {1980), ha propuesto que a medida de que los tumores progresan, cambian
de vizs de diferenciacidn “inducibles” en la expresion génica a vias “constitutivas™ de esta
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expresion. En apoyo a esta posibilidad, algunas células de leucemia mieloide han sido modula-
das a fenotipos mds ‘“‘normales” con factores inductores de granulocitos y macréfagos o factores
estimuladores de colonias (Landau y Sachs, 1971; Metcalf, 1969). En el sistema del teratocar-
cinoma, las células pueden ser insertadas en blastocistos normales, y después de la implantacion
de estos, ellas pueden desarrollarse a células fenotipicamente normales (Mintz e Illmensee, 1975;
Pierce et al., 1979). Se piensa que el microambiente del blastocisto normal modula el proceso
maligno; aun asi debe tenerse en cuenta que no todas las células malignas implantadas en blasto-
cistos normales se desenvuelven normalmente (Pierce ¢t al, 1979), indicando que las células
tumorales pueden variar dramaticamente en sus capacidades de respuesta a las sefiales micro-
ambientales.

Los tumores presentan frecuentemente una infiltracion extensiva por células normales del
hospedero tales como linfocitos, granulocitos y macréfagos. Estas células, en proximidad a las
células tumorales, pueden ejercer profundos efectos sobre el crecimiento tumoral y otras pro-
piedades (Heppner er al., 1984). Los macrofagos pueden liberar sustancias mutagénicas capaces
de modular las frecuencias de mutacion espontdnea (Heppner ¢t al., 1984). Asi, la proximidad
de ciertas células normales a las células tumorales puede resultar la modulacion de las propieda-
des del fenotipo celular tumoral.

Finalmente, en sitios secundarios especificos, las células tumorales metastasicas pueden expe-
rimentar cambios fenotipicos en algunas propiedades que no estin necesariamente relacionadas
a la adaptacion de estas células a estos sitios secundarios (Harlos y Weiss, 1983; Nicolson y
Custead, 1982: Schirrmacher, 1980).

La generacion de la diversificacion del fenotipo celular maligno

No es de esperar que un modelo Gnico pueda explicar todas las ramificaciones de la genera-
cion de diversificacion fenotipica de las neoplasias malignas. Aun asi puede ser provechoso
especular y promover modelos para estimular el trabajo experimental ulterior de esta drea
(Nicolson, 1984a). Por-ejemplo, existen algunas similaridades entre las diversificacion fenoti-
pica de las células malignas y la generacion somdtica de la diversidad molecular en los linfocitos
normales. En este Gltimo caso, la diversificacion somatica de las células progenitoras linfoci-
tarias puede resultar en 107- 10% células B maduras diferentes, cada una de ellas sintetizando
moléculas tnicas de inmunoglobulinas compuestas de dos cadenas polipeptidicas ligeras idén-
ticas y dos cadenas pesadas idénticas (Hood et al., 1977, Wood et al., 1977a).

Las moléculas de inmunoglobulinas producidas por los linfocitos contienen una region
variable (V) de diversidad extensa en secuencias de aminodcidos (la porcion aminoterminal de
la molécula), y una region constante (C) de mucha mayor limitacion en la diversidad de secuen-
cia (porcidn carboxiterminal de la molécula).

La generacion de la diversidad molecular de las inmunoglobulinas ocurre a dos niveles:
a nivel genético, existen regiones génicas V' que son hipermutables y resultan en la diversifica-
cion en las frecuencias de ADN. En combinacion con los genes V hipermutables, existe diver-
sidad combinacional; esta es generada por los diferentes mecanismos de unidén que ponen juntos
a los genes de varias unidades de homologia de inmunoglobulinas. Asi, cada gen puede unirse
con el mismo gen C o con diferentes genes C. Esto permite que se amplifique la diversificacion
genética, o alternativamente, la mutacién génica puede ser amplificada a través de diversidad
combinacional para cambiar rdpidamente la estructura de las moléculas de inmunoglobulinas
(Tonegawa, 1983).
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Hood y sus colaboradores (1977a), han especulado que la generacion de diversidad en la
estructura, funcién y regulacion de las moléculas de superficie celular (llamadas moléculas de
“codigo por drea”) relacionadas con el desarrollo y el reconocimiento, puede ser explicado
también por este modelo. Como que muchas de las propiedades de las células malignas estdn
también determinadas por las moléculas de superficie celular (Nicolson, 1982; Nicolson, 1984;
Nicolson y Poste, 1983; Nicolson y Poste, 1983a) y posiblemente por ciertas moléculas de
“cddigo por drea”, la diversificacion de los fenotipos celulares tumorales pudiera estar mediada
por mecanismos similares a aquellos que controlan la diversificacion de las inmunoglobulinas.

Los oncogenes y la diversificacion ‘del fenotipo celular tumoral

El uso de rearreglos génicos, regulados durante la diferenciacién, para originar conjuntos
diversos de genes completos a partir de un nimero limitado de segmentos génicos heredados, es
un modelo atractivo para la generacién de diversificacion para el fenotipo tumoral. Durante
la diversificacion de las células B secretoras de inmunoglobulinas, la activacion de segmentos
especificos de genes ¥ ocurre cuando ellos son reubicados en la vecindad de elementos aumen-
tadores de la transcripcion (enhancers) que estén localizados upstream a los segmentos de la
region del gen C. La evidencia indica que los.segmentos del gen V son insertados entre los seg-
mentos de unién y la regién de interruptor (switch) en la familia de genes de inmunoglobulina
(Gillies et al.,, 1983; Tonegawa, 1983). Esto sugiere una posible relacion entre los rearreglos
génicos de la inmunoglobulina, elementos enkancer y la diversificacién fenotipica.

Estos cambios pueden también estar relacionados con la tumorigénesis. Estudios relativos
a la leucemogénesis del pollo, inducida por el virus de la leucosis aviaria (ALV), indican que
la integracién de tan poco como el promotor transcripcional del ALV o elemento enhancer,
adyacente al oncogene celular c-myc pueden llevar a la transcripcion incrementada de este
(Hayward ez al., 1981; Payne et al., 1982).

De hecho, los oncogenes celulares han sido implicados en la induccién y/o mantenimiento
de la transformacion neopldsica en una variedad de neoplasias animales y humanas (Blair et al.,
1981; Cooper, 1982; DeFeo et al., 1981; Klein, 1983; Perri, 1983; Schwab et al., 1983) y la
insercién de un oncogen celular cercano a un elemento enhancer en el genoma del hospedero
puede tener profundos efectos. Ha sido recientemente demostrado que el gen c-myc es traslo-
cado a un locus de inmunoglobulina en muchos tumores linfoides animales y humanos (Adams
et al., 1983; Crews et al, 1982; Dalla-Favera et al., 1983; Taub et al, 1982; Hayday ef al.,
1984). Este tipo de translocacion ha sido implicada en la activacion de otros oncogenes celulares
(Klein, 1983; Perry, 1983; Rowley, 1982).

En otros tumores, genes c-onc ‘‘silentes”, pudieran ser traslocados cercanos a elementos
celulares enfiancer resultando en su activacion. Otra forma en la cual la activacion de la trans-
cripcién de los genes c-onc pudiera ocurrir es por la acumulacion de mutaciones en regiones
regulatorias no necesariamente asociadas con los genes de inmunoglobulinas (Pincus et al., 1983).
Finalmente, los genes'c-onc pudieran, al menos en algunos sistemas tumorales, regular su propia
transcripcion luego de la translocacion, mediante el escape a los mecanismos de represion
(Hishikura et al., 1983).

El uso inadecuado de elementos enhancer celulares (Corcoran, 1985), regulados por el de-
sarrollo, que resulte definitivamente en la activacion de oncogenes celulares, pudiera ocurrir
en otras familias multigenes con mecanismos de diversificacion similares a la familia génica de
las inmunoglobulinas. La accion de genes normales hipermutables y sistemas génicos de
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diversificacion combinacional pudiera poner en movimiento la generacion de alteraciones cuan-
titativas y cualitativas en genes regulatorios o sus promotores, que resulten en la activacién
diferencial de un nimero de genes. De esta forma, la insercion de promotores derivados de
oncogenes o del hospedero en sitios especificos de tales regiones del genoma pudiera estimular
la rdpida diversificacion fenotipica (Nicolson, 1984).

Los productos ‘génicos de las células malignas parecen tener una cercana similitud con
aquellos que estdn implicados en la proliferacion, diferenciacion y desarrollo celular normal.
Probablemente no es un accidente que los genes que programan estos procesos celulares norma-
les puedan ser activados, amplificados o modificados junto con los genes que codifican los
constituyentes necesarios para el comportamiento maligno celular. Muchas de las propiedades
asociadas a la malignidad, si no todas, son probablemente importantes también durante ciertos
estadios normales del desarrollo, sugiriendo que eventualmente todos los cambios celulares
caracteristicos de las neoplasias malignas son codificados por genes normales y no cancerosos.

;Es que el incremento en la transcripcion de los genes ¢-onc y sus productos se correlacionan
con la diversificacion fenotipica y la progresiéon tumoral? La respuesta a esta pregunta no es
conocida, Segin las evidencias actuales (Rotter et al., 1984), la insercion de oncogenes en
sitios criticos del ADN puede desempefiar un rol mds importante en la iniciacion y manteni-
miento de la transformacion neoplasica que en el grado de malignidad. Aun asi existe la posibi-
lidad de que otros genes regulatorios normalmente “silentes” sean afectados con la insercién o
activacion de promotores en ciertos sitios del genoma y estos, a su vez, pudieran iniciar el
proceso de diversificacién fenotipica. Una vez que la diversificacion ha sido iniciada en las
células transformadas, cambios groseros ulteriores en el genoma pudieran ser innecesarios para
la produccion eventual de variantes celulares con fenotipos metastdsicos.
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