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FORMACION MEDICA CONTINUADA

El proceso metastasico. I: invasion local de la matriz

extracelular®

Resumen.—La capacidad de metastatizar es una de las
caracteristicas esenciales de los tumores malignos. La
implantaciéon de una célula o de una colonia metastdsica
implica indefectiblemente la respuesta combinada de las células
tumorales y de las normales y es la consecuencia final de un
proceso activo, continuo, complejo y multiescalonado
denominado «cascada metastdsica», la cual, en sintesis, estd
constituida por los siguientes pasos: invasién local de la matriz
extracelular, penetraciéon de los vasos sanguineos y/ o linfaticos,
diseminacion por el torrente circulatorio, detencién de las
células a nivel de los capilares del érgano diana, extravasaciéon
de las células tumorales, infiltracién del parénquima
circundante, y evasion de las defensas del huésped.

En la primera parte de esta revision nos ocupamos de los
mecanismos mediante los cuales las neoplasias malignas
modifican la matriz extracelular: de adhesién, de degradacion,
yde locomocidén. En el primer mecanismo intervienen los
factores de adhesividad o glicoproteinas de unién como la
laminina o la fibronectina estando mediada esta unién por
receptores de las células tumorales como las integrinas; las
cadherinas, moléculas de adhesion celular, tienen un efecto
inhibidor en el proceso metastdsico. Una serie de proteinasas,
principalmente catepsina B, colagenasas instersticiales, y sobre
todo el sistema plasmina/ activadores del plasmindgeno y la
colagenasa tipo IV, parecen estar claramente implicadas en la
degradacién de la matriz extracelular y ligadas a la capacidad
invasiva tumoral. En la motilidad celular individual intervienen,
ademds del imprescindible citoesqueleto, con la emision de
pseuddépodos y el movimiento ameboide, la quimiotaxis y los
factores autocrinos inductores de la migracion, derivados de las
propias células tumorales.

Palabras clave: Metastasis. Proceso metastasico. Invasion local.
Matriz extracelular.
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INTRODUCCION

La capacidad de metastatizar, entendiendo por ello la
posibilidad de producir depdsitos tumorales secundarios
a distancia del foco primitivo, constituye una de las ca-
racteristicas esenciales de los tumores malignos (1-3).

En el momento actual, con losavances terapéuticos
tanto quirdrgicos como radio, quimio, hormono e in-
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munoterdpicos, se pueden eliminar la casi totalidad
de los tumores sélidos primitivos, quedando por lo
tanto el prondstico de los pacientes condicionado a la
existencia o no de metastasis. En consecuencia, la com-
prensién de todos ycada uno de los mecanismos que
intervienen en el proceso metastdsico ha adquirido
unarelevanciainusitada en lasdltimas décadasycons-
tituye, junto con los estudios de carcinogénesis o ge-
nética del cancer, uno de los pilares fundamentalesde
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FIG. 1.—Cascada metastasica. Modifi-
cado de Schirrmacher (1985) (8).

la investigacién oncoldgica, mds atin si tenemos en
cuenta que entre un 50 yun 60% de los pacientes por-
tadores de neoplasias sélidas (con excepcién de las
dermatoldgicas distintas del melanoma) presentan ya
metdstasis clinicas o subclinicas en el momento del
diagndstico (4-6).

Laimplantacién de una célula o de una colonia me-
tastdsica esun fenémeno complicado, que implica in-
defectiblemente la respuesta combinada de las célu-
las tumorales y de las normales, y se considera hoy
como la consecuencia final de un proceso activo, con-
tinuo, complejo ymulti-escalonado denominado «cas-
cada metastdsica» (5-10) que, en sintesis, tomando co-
mo modelo la via de diseminacién hematégena, esta
constituido por los siguientes pasos (Fig. 1).

1. Invasion local de la matriz extracelular, comprendiendo
la disolucién de la membrana basal y la progresién a
través del estroma intersticial, en la que tienen un pa-
pel predominante las enzimas proteoliticas, funda-
mentalmente las metaloproteinasas (5, 6, 10, 11).

2. Penetracion en los vasos sanguineos y/ o linfdticos que
se realiza mediante la adhesidn, en el caso de los ca-
pilares sanguineos, a la membrana basal por recepto-
res especificos de superficie, lisis de aquélla por diso-
lucién enzimadtica y migracién celular al interior de
los vasos, habitualmente mediante movimientos ame-
boides (3, 4, 12).
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3. Diseminacion de las células tumorales por el torrente
circulatorio donde deberdn sobrevivir al sistema de-
fensivo del huésped y al trauma condicionado por la
turbulencia sanguinea a la que estdn sometidas, lo que
s6lo es conseguido por menos del 0,001% de las cé-
lulas tumorales que se introducen en él (10), fend-
meno conocido como inéeficiencia metastdsica (13, 14).

4. Detencion de las células a nivel de los capilares del or-
ganodiana, mediada por receptores de membrana or-
ganoespecificos existentes en las células tumorales (8)
y/ o por factores quimiotdcticos derivados del parén-
quima del érgano a invadir (5).

5. Extravasacion de las células tumorales mediante un
proceso similar, aunque en orden inverso, al utilizado
para la penetracion en el torrente circulatorio.

6. Infiltracion del parénquima circundante y progresivo
crecimiento de la poblacion metastdsica a dicho nivel,
para lo cual serd necesaria la presencia de factores de
crecimiento tanto locales (paracrinos) como autocri-
nos (segregados por las propias células tumorales), fac-
tores hormonales producidos por el huésped yla exis-
tencia de una angiogénesis tumoral que asegure el
aporte de nutrientes, entre otros (10, 15-18).

7. Evasion de las defensas del huésped, mediante resis-
tencia a los macréfagos, células natural-killer y linfoci-
tos T activados, junto a un defecto en la expresién o
bloqueo de antigenos especificos tumorales y resisten-
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cia al tratamiento a través de la amplificaciéon de la re-
sistencia genética a las drogas antitumorales (4, 6).

Se postula que todos y cada uno de los pasos son
esenciales y que el fallo en cualquiera de ellos deter-
minaria el fracaso de dicho proceso (3); sin embargo,
de forma excepcional en ciertos tipos tumorales (fi-
brosarcomas), algin paso puede ser omitido mientras
otros necesitan ser reduplicados (19).

Se comprende que ante tal multiplicidad de variables
losdistintos gruposde investigadores hayan centrado su
trabajo en cada uno de los diferentes pasos. Asi, Folk-
man ysu grupo (15, 16, 20-22) han dirigido sus in vesti-
gaciones hacia la angiogénesis tumoral mejorando os-
tensiblemente la comprensiéon de dicho proceso y
llegando al descubrimiento de los dos primeros facto-
res antiangiogénicos conocidos: la protamina (23) yla
combinacién heparina-cortisona (24). Liotta y su equi-
po (5, 10, 2528) han centrado su trabajo en el proceso
de invasién tumoral estudiando de forma detenida las
interacciones entre las células tumorales y la matriz ex-
tracelular, con especial énfasis en los mecanismos bio-
quimicosque acontecen a dicho nivel, ademéasde haber
contribuido al descubrimiento y estudio de genes su-
presores de metdstasis como el nm 23 (29-34). Fidler y
su grupo han incidido, por una parte, en el papel lleva-
do a cabo por la inmunidad celular en el proceso me-
tastdsico (9, 35-39) y, por otra, en un hecho de tanta tras-
cendencia como la heterogeneidad tumoral, aportando la
primera evidencia experimental de que en las neopla-
sias malignas existen subpoblaciones celulares con di-
ferente capacidad metastdsica (3, 4046). Schirrmacher
y sus colaboradores han centrado su atencién en el po-
sible papel que el microambiente tumoral desempefia
en la generacidn de dicha heterogeneidad (8). En el la-
boratorio de Honn se trabaja en la relacién existente
entre mecanismos hemostaticos y metdstasis, incidien-
do de forma especial en el papel jugado por las plaquetas
(4749). Constituyen éstos algunos de los grupos que,
junto con otros no menos importantes, trabajan en di-
ferentes campos de la investigacién metastdsica en un
intento de llegar a una perfecta comprensién de tan
complejo proceso, lo que a su vez puede permitir la ob-
tencién de nuevas alternativas terapéuticas y, con ello,
el control de la enfermedad metastasica (8, 50).

Desde hace tiempo se conoce la existencia de pa-
trones metastasicos selectivos, es decir, la tendencia de
ciertostumores, bien definidos histoldgicamente, a me-
tastatizar preferentemente en un tipo determinado de
6rgano. Exceptuando la implantaciéon yatrégena, los
factores que rigen los otros tipos de diseminacién no
son todavia bien conocidos. Dos hipdtesis emitidas ha-
ce tiempo, la de terrenoy semilla, por Pageten 1889 (51),
que considera que el lugar especifico de la metdstasis
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es la consecuencia de la provisién de un medio fértil
(el terreno) en el que las células tumorales compati-
bles (la semilla) pueden proliferar, y la reoria mecani-
cista, enunciada por Ewing en 1920 (52), que afirma
que los lugares preferidos para metastatizar se deben
unicamente a factores anatémicos y hemodinamicos,
se han mantenido durante aflos cada una con sus res-
pectivosdefensores. Lasinvestigaciones actualesen es-
te tema apuntan a que, si bien las metdstasis en zonas
proximales parecen estar regidas por criterios hemo-
dindmicos, las producidas en érganos muy distantes
parecen regirse, entre otros, por receptores de mem-
brana organoespecificos existentes en las células tu-
morales (8) y/ o factores quimiotacticos derivados del
parénquima del 6rgano a invadir (5, 53, 54).

ANALISIS DEL PROCESO METASTASICO.
CASCADA METASTASICA

Invasion tumoral

La invasién primaria constituye la etapa inicial del
proceso metastdsico y consiste en la migracién activa
de células tumorales desde su lugar de origen, a tra-
vés de las matrices extracelulares, hasta alcanzar los
vasos. La invasiéon secundaria comprende desde la ex-
travasacion de las células tumorales hasta la implan-
tacion de un nucleo metastasico (19).

Las matrices extracelulares, que separan los diferentes
tejidos de los mamiferos, pueden dividirse en dos ca-
tegorias: membranas basales (MBs) y tejido conectivo in-
tersticial o estroma intersticial. Mientras las MBs poseen
una estructura acelular, el tejido conectivo intersticial
es celular y puede ser dividido en varias subclases que,
como estroma, hueso, cartilago ytenddn, difieren res-
pecto a la funcién, tipo celular y composicién quimi-
ca (72). Las células tumorales atravesardn varias veces
las matrices extracelulares durante los diferentes esta-
dios del proceso metastdsico; asi serdn invadidas tanto
la MB del 6rgano de origen, como las MBs subendo-
telialesen los procesosde intravasacion yextravasacion
tumoral y, en ocasiones, las MBs de nervios, muisculos
y diferentes estructuras encontradas a su paso. Debe-
rdn asimismo penetrar en el estroma intersticial tanto
del 6rgano de origen como del 6rgano diana, antesde
colonizar el parénquima de éste. En los tumores desa-
rrollados a partir de las células del estroma, como los
fibrosarcomasentre otros, se obviard la penetracién de
la MB del 6rgano de origen por no poseerla, presen-
tando el mismo comportamiento que elresto de lostu-
mores con relacion a la invasion de las otras MBs y del
estroma intersticial (5, 6, 10, 11, 27).
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COMPOSICION YESTRUCTURA
DE LAS MATRICES EXTRACELULARES

Membranas basales. Con esta denominacién se cono-
ce a unas estructuras continuas, finas, extracelulares,
presentes en casi todo el cuerpo que separan 6érganos
celulares, epitelios yendotelios del tejido conectivo in-
tersticial. Constituyen el sustrato para un crecimiento
celular ordenado y son las responsables del manteni-
miento de la arquitectura tisular. Tienen una funcién
orientadora para las células proliferantes en los proce-
sos de diferenciacién embrionaria y diversos procesos
regenerativos como epitelizacién y reinervacién (72).

Los componentes exclusivos yespecificos de las MBs
son coldgeno tipo IV, laminina, entactina y proteoglica-
no BM1, encontrandose ademadsen ellaselementosque,
como fibronectina o coldgeno tipo V se hallan en otras
estructuras. Una red de coldgeno tipo IV forma el es-
queleto estructural al que se unen loscomponentes an-
tes citados. Dicha red es insoluble, distensible e imper-
meable para proteinas con peso molecular superior a
100 KD yno puede ser penetrada por las células tumo-
rales sin desintegracion previa mecanica o quimica (5).

El coldgeno tipo IV sintetizado por las células epite-
liales y endoteliales es el mayor componente estruc-
tural de las MBs, suponiendo un 60% del total de la
matriz proteica. En su estructura de triple hélice las
secuencias colagenosas estdn interrumpidas por otras
que no lo son, lo que dota de flexibilidad a la molé-
cula, pero a su vez la hacen mds susceptible al ataque
proteolitico. La adhesion de las célulasepiteliales a es-
te coldgeno, al que se unen de forma preferente, esta
mediada generalmente por la laminina (55).

La laminina, como el anterior, es un componente ex-
clusivo de las MBs producido por las células que descan-
san en ellas. Supone el mayor componente no coldgeno
de éstas y se trata de una glicoproteina de alto peso mo-
lecular (900-1.000 KD) con forma de cruz asimétrica, en
el centro de la cual se une a la superficie celular, mien-
trasque el brazo corto presenta mayor afinidad por el co-
lageno tipo IVyellargo se une preferentemente a lospro-
teoglicanos. Estimula la adhesion tanto de célulasepiteliales
como endoteliales y estd involucrada en los procesos de
diferenciacion, morfogénesis y migraciéon celular (19).

Los proteoglicanos hepardn y condroitin sulfato han
sido identificados en MBs. Son importantes compo-
nentes con carga anidénica y contribuyen a la funcién
de filtracién macromolecular de éstas.

La entactina (Nidogen) es un componente menor,
especifico de las MBs, que interacciona con la lamini-
na, pero cuya estructura y funcién no han sido preci-
sadas con exactitud.
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Otros componentes como fibronectina y coldgeno
tipo V también han sido hallados en las MBs. La pri-
mera se ha visto en las MBs embrionarias o reciente-
mente formadas.

Tejido conectivo intersticial. Consiste en una malla de
coldgeno y elastina incluida en una sustancia funda-
mental viscosa y eldstica que contiene proteoglicanos
y glicoproteinas a cuyo nivel se hallan diferentes tipos
celulares segtin el tejido de origen. Es una especie de
andamiaje tridimensional de apoyo que aisla los com-
partimentos tisulares, posibilita la adhesién intercelu-
lar ydetermina la arquitectura tisular (5). Estd presente
en diferentesestructuras como hueso, cartilago, fascia,
tendones, ligamentos y estroma que difieren tanto en
la composicién quimica como en la celular (55).

Las fibras de coldgeno, que suponen aproximada-
mente el 90% del material que compone el estroma
intersticial, son a su vez las estructuras mas caracteris-
ticas de dicho tejido. Predomina a este nivel el cola-
geno tipo I que junto con el tipo IIl se encuentra prac-
ticamente en todas la clases de estroma intersticial
excepto en el cartilago donde se encuentra el colage-
no Il especifico de este tejido. Estructuralmente estan
formados por una triple hélice, al igual que el cola-
geno tipo IV, pero a diferencia de éste no presentan
interrupciones en las secuencias colagenosas lo que
los hace rigidos y mds resistentes a los enzimas prote-
oliticos. En menor proporcién se encuentran colage-
nosde lostipos 'V, VI, VII, VIII, IX y X, algunosde ellos,
de forma similar al coldgeno tipo IV, presentan se-
cuencias no colagenosas (5, 55).

La fibronectina, otro de los principales componentes
aunque no exclusivo del estroma intersticial que al igual
que lalaminina en las MBs juega un papel esencial en
la adhesividad celular, esuna glicoproteina de 440 KD
de peso molecular localizada ademds de en el estroma
intersticial en las MBs y superficie celular y, de forma
soluble, en el plasma yotrosliquidos corporales. Su im-
portancia en los procesos de adhesividad celular viene
dada por su capacidad de unirse a receptores celula-
res y extracelulares como proteoglicanos y coldgenos,
jugando ademads posiblemente un papel importante en
la reparacién de las heridas y en la homeostasis.

Los proteoglicanos'y glu cosaminoglicanos son componentes
de la sustancia fundamental, cuya misién principal con-
siste en el mantenimiento de la forma yvolumen del es-
troma intersticial. Retienen liquidosy, por su carga alta-
mente anidnica, juegan un papel en la permeabilidad y
fluido de flujo a dicho nivel. La molécula de proteogli-
cano estd compuesta por una cadena polipeptidica a la
que se unen varias cadenas de glucosaminoglicanos. In
vivoson degradadoslosproteoglicanos extracelularmente
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FIG. 2.—Interacciones entre la célula tumoral y la matriz extrace-
lular. Tomado de Liotta (1985) (5).

por proteinasas y, una vez que los glucosaminoglicanos
estdn ubicados intracelularmente, son degradados por
losenzimas lisosémicos. La lisisde éstos puede favorecer
el movimiento de las células tumorales (72).

La elastina esla proteina que esencialmente dota de
elasticidad al tejido conectivo. Ampliamente distri-
buida, constituye el mayor componente de la matriz
de los grandes vasos sanguineos, pulmoén y algunos li-
gamentos. Unicamente es sensible a las elastasas.

Otros componentes del estroma intersticial son la
osteonectina, proteina de 32 KD, que se encuentra en
hueso ydentina, se une al colageno tipo I yparece ju-
gar un papel en la iniciaciéon de la mineralizacién yla
condronectina, glicoproteina con un peso molecular de
180 KD sintetizada por los condrocitos ylocalizada en
cartilago y suero, que promueve la unién de los con-
drocitos al coldgeno tipo II.

Un hecho de importancia en el tema que nos ocu-
pa es que los componentes de la matriz producidos por una
célula reflejan generalmente el tejido de donde proceden, de
lo que se deduce que la identificacién de los compo-
nentesdel estroma intersticial segregados por una cé-
lula tumoral diferenciada, pueden ayudar al diagnos-
tico de las metdstasis en el caso de los tumores primarios
de origen desconocido (5, 27).

FORMAS DE MODIFICACION DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR

Lostumores, segtin Liotta (5), pueden modificar la

matriz durante el proceso invasivo de tres maneras di-
ferentes (Fig. 2).
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1. Mediante degradacion de los componentes de la
matrizen las zonas de invasién, lo que da lugar a frag-
mentacion ydesorientacidon del estroma y pérdida de
la membrana basal (25, 56).

2. Estimulando acumulaciones de los elementos de
la matriz (desmoplasia), producidos por los fibroblastos
o miofibroblastos del huésped, posiblemente como
respuesta quimiotactica a factores elaborados a partir
de las propias células tumorales (57).

3. Através de la sintesis de los componentes de la
matriz por las propias células tumorales, que serdn del
mismo tipo que los producidos por sus contrapartidas
normales, aunque en cantidad muy inferior.

En un tumor puede observarse cualquiera de los
tres tipos de matriz modificada e incluso, debido a la
heterogeneidad tumoral, los tres en diferentes luga-
res del mismo tumor.

PERDIDA DE LA MEMBRANA BASAL
EN EL CARCINOMA INVASOR

Lapérdidade lamembranabasalesun hecho cons-
tante ycasi definitorio de los carcinomas epiteliales in-
vasivos constituyendo ademads el primer paso dentro
de la compleja etapa de invasién tumoral. La obser-
vacion de este fendmeno no es ni mucho menos ac-
tual, ya Brodersen 1932 yOzello en 1950 lo constatan
en preparaciones tefiidas con hematoxilinaeosina y
PAS respectivamente, segtin recogen Barskyycols. (25)
en su trabajo. No obstante, su observacion mediante
tinciones convencionales, como las anteriormente ci-
tadas, daba lugar a resultados contradictorios por ca-
recer éstas de especificidad para tefiir inicamente gli-
coproteinas presentes en la membrana basal.

Barsky y cols. (26) utilizaron anticuerpos anticola-
geno tipo [Vyantilaminina, componentes especificos
de la membrana basal, para estudiar las modificacio-
nes de ésta en lesiones benignas, carcinomas in situ 'y
carcinomas invasores localizados en mama, piel, pan-
creas, prostata, colon yutero, mediante técnicasde in-
munofluorescencia e inmunoperoxidasa. Con ambas
técnicas, en las tumoraciones benignas se aprecié la
existencia de una membrana basal intacta, revelada
mediante una tincién lineal sin interrupciones con
ambos anticuerpos, incluyendo lesiones que como la
hiperplasia pseudocarcinomatosa cutdnea o la ade-
nosisesclerosante de la mama presentan una apariencia
muysimilar a la de los carcinomas invasores. Pero ain
mas llamativo es el hecho de que los carcinomas in si-
tu, como el comedocarcinoma mamario o la enfer-
medad de Bowen cutdnea, presenten asimismo una
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membrana basal intacta de forma similar a la obser-
vada en las lesiones benignas en los estudios realiza-
dos mediante microscopia dptica y inicamente me-
diante microscopia electrénica puedan observarse
interrupcionesen la continuidad de la membrana ba-
sal en dreas de microinvasion.

En contrapartida, carcinomas francamente invaso-
rescomo el carcinoma ductal infiltrante de mama, car-
cinoma pancredtico, carcinoma prostatico y otros, ca-
recen por completo de inmunorreactividad frente a
dichosanticuerpos, demostrandose asi la pérdida com-
pleta de membrana basal en este tipo de tumores. En
pocos de los carcinomas espinocelulares y adenocar-
cinomas bien diferenciados estudiados se pudieron
observar pequefios focos de tincién positiva, pero in-
cluso a este nivel la membrana basal era generalmen-
te anormal presentando fragmentaciones, disconti-
nuidadese incluso reduplicaciones (5) yjamds presentd
una tinciéon uniforme rodeando el tumor como suce-
dia en sus contrapartidas benignas.

Los focos metastdsicos por su parte carecian también de
inmunorreactividad extracelular frente a los componentes de
la MB (25).

La pérdida de la membrana basal puede ser debi-
da a un descenso de la sintesis, a un ensamblaje dis-
minuido de los componentes secretados, o a un au-
mento de la destruccién llevada a cabo por las proteasas
derivadasdel tumor. A favor de esta iiltima explicaciéon
estarian, entre otros hechos, el que muchos tipos de
células tumorales pueden degradar in vitro los com-
ponentes de la membrana basal yel que las célulasde
los carcinomas mamarios infiltrantes presentan una
intensa inmunorreactividad citopldsmica frente a pro-
teasas degradantes de la membrana basal como la co-
lagenasa tipo IV (5, 26).

Sin embargo, aunque la pérdida de la membrana
basal sea un hecho constante en la casi totalidad de
los carcinomas invasores, habiendo sido considerada
como un marcador o sello de invasién (11), no pue-
de considerarse un signo patognomoénico de maligni-
dad, ya que tumores similares al sarcoma sinovial bi-
fasico presentan inmunorreactividad extracelular lineal
acoldgeno tipo IVylaminina incluso en sus focos me-
tastasicos (25).

TEORIA DE LA INVASION EN TRES FASES

Las matrices extracelulares, como ya comentédba-
mos anteriormente, no poseen en condiciones nor-
males vias de paso preexistentes para las células, y fe-
némenoscomo la presidon de crecimiento o motilidad
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celular no bastan, por si solos, para explicar el proce-
so invasivo. Existen una serie de mecanismos de tipo
bioquimico ycelular, puestos en evidencia en los tlti-
mos afios, que permiten una comprensiéon ma4s razo-
nada de este primer paso de la cascada metastdsica. El
grupo de Liotta (5, 6, 10, 27) ha propuesto y venido
manteniendo para describir dichosfenémenosuna hi-
poétesis de invasion que consta de tres fases: Adhesion
de la célula tumoral a los componentes de la matriz
extracelular; degradacion local de la matriz por enzi-
mas proteoliticos; y locomocion de las células tumorales
a través de la matriz modificada.

Adhesion delas células tumorales a la matriz. La unién
de las células tumorales a la matriz extracelular se lle-
va a cabo mediante los factores de adhesividad o gli-
coproteinas de unién que, como la laminina en la
membrana basal o la fibronectina principalmente en
el espacio intersticial, formardn un puente entre las
células neopldsicas y los otros componentes estructu-
rales de la matriz, especialmente los diferentes tipos
de colageno (19, 27, 58). En ausencia de estos facto-
res de adhesividad, la unién de las células tumorales
al coldgeno se efectia muy lentamente (58). Dichos
factoresde adhesividad pueden sintetizarse por las pro-
piascélulastumorales o bien éstas pueden utilizar fac-
tores ya existentes en las matrices extracelulares.

Terranova y cols. (58) observaron que las células
con alto potencial metastdsico, en las que ya previamente
se habia demostrado una mayor afinidad por el cola-
geno tipo IV (59), utilizaban laminina para adherirse
a este tipo de coldgeno mientras que las no metastdsi-
cas utilizaban fibronectina para unirse tanto al coldge-
no tipo I como al tipo IV.

Al aislamiento por parte de Liotta y cols. (27), en-
tre otros, de un receptor especifico para la laminina
en la superficie celular se sucedié la comprobacidn,
por este mismo grupo, de que las células del carcino-
ma invasor de mama presentaban en su membrana
plasmadtica una capacidad de unién especifica para la
laminina 50 veces superior a la de las neoplasias ma-
marias benignas, obteniéndose una correlacién posi-
tiva entre la cantidad expuesta de receptores a la la-
mininayel nimero de metéstasis, avalada ademads por
el hecho de que el bloqueo de estos receptores por
ciertos fragmentos de la molécula de laminina inhibe
la colonizacién de los 6rganosdiana (19, 28). Ello pue-
de deberse a que, mientras en las células epiteliales
normales los receptores para la laminina estdn conti-
nuamente saturados por descansar sobre una mem-
brana basal, en las células de los carcinomas invaso-
res, que carecen de ella, se incrementard el nimero
de receptores libres a la laminina lo que facilitaria la
interaccidon de estas células con las membranas basa-
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FIG. 3.—Receptores de lalaminina en células normales y tumora-
les. Tomado de Liotta y cols. (1983) (27).

les del huésped durante el proceso metastdsico (27).
(Fig. 3).

Launién a las glicoproteinas especificas de las ma-
trices extracelulares como fibronectina, coldgeno yla-
minina estd mediada por receptores de las células tu-
morales de las variedades integrina y no integrina.

Las integrinas son receptores para las moléculas de
adhesién con amplia especificidad y baja afinidad de
unidén. Se piensa que las moléculas de integrina rea-
lizan la unién estructural entre los componentes de
la matriz extracelular y el citoesqueleto, por unién a
la talina, vinculina y microfilamentos de actina, de-
terminando en gran medida la morfologia celular.
Evidencias actuales sugieren que hay alteraciones en
las propiedades adhesivas de las células tumorales que
provocan cambios en estos receptores de adhesion
(11). De forma experimental se ha encontrado ele-
vada la expresion del receptor de la vitronectina (al-
fa-v-beta-3 integrina) en las células de melanoma ma-
ligno (60).

Por otro lado, se ha demostrado el efecto inhibidor
de las cadherinas (familia de moléculas de adhesion ce-
lular con tres subtipos: cadherina-E, cadherina-N ycad-
herina-P) en el proceso metastdsico. Experimental-
mente se ha demostrado el efecto antimetastdsico de
la cadherina-E u ovomorulina en células de rifién ca-
nino Madin-Darbyysu adquisicién de la capacidad in-
vasiva al ser tratadas con anticuerpos anticadherina-E.
Por lo tanto la cadherina-E puede actuar como una
molécula supresora de la invasion yser potencialmente
un importante agente antimetastasico.
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Algunos resultados sugieren que la capacidad au-
mentada de las células tumorales para unirse tanto a
otras célulastumorales como a las célulasdel huésped
inhibe la habilidad de éstas para escapar del tumor
primitivo e iniciar la invasion; sin embargo, y contra-
dictoriamente, estudios sobre la funcidén de los re-
ceptoresde la fibronectina, vitronectina ylaminina in-
dican que la inhibicién de la adhesién de las células
tumorales dalugar aun comportamiento invasivo me-
nosagresivo (11). Es posible que la habilidad para in-
vadir requiera una expresion intermedia de la capacidad
de adhesion, ya que células con muy escasa capacidad
adhesiva serdn incapaces de unirse al sustrato e inva-
dir, mientras que en el otro extremo, células extre-
madamente adherentesno podran desprenderse ymi-
grar desde el tumor primitivo. Por lo tanto los
mecanismos de control especificos de adhesién celu-
lar ymotilidad deberdn acoplarse para producir el fe-
notipo invasivo (11).

Degradacion de la matriz por enzimas proteoliticos. Una
vezlogradala adhesién a losdiferentes componentes
de las matrices extracelulares, las células tumorales
deberdn abrirse paso a través de éstas mediante un
proceso de disolucién enzimatica. Este proceso, que
incluird ademads la destruccién de las glicoproteinas
de unidn, si bien no implica necesariamente la rup-
tura de las matrices extracelulares, si debe al menos
reducir la organizacién molecular y disminuir la re-
sistencia fisica del tejido. Ello se realiza a través de en-
zimas proteoliticos que son liberados al medio o se
localizan tanto en la superficie de las células tumora-
les como de las normales vecinas. Dicha disolucién
enzimdtica tendrd lugar en zonas proximas a las cé-
lulas tumorales donde la cantidad de enzimas prote-
oliticos supera a la accién de los inhibidores protea-
sicos existentes de forma habitual en la matriz (19).
Una definicién de «orden social» de la célula tumo-
ral metastdsica es su tendencia a disgregar las barre-
ras de la matriz extracelular yentremezclarse con cé-
lulas de variedades diferentes a las existentes en el
lecho del tumor original (10).

En la destruccién de las matrices extracelulares in-
tervienen varios enzimas proteoliticos o proteinasas,
que pueden agruparse en cuatro clases diferentes de-
pendiendo de su lugar catalitico, pH 6ptimo de ac-
tuacién, requerimientos catiénicos y susceptibilidad a
los inhibidores. Las proteinasas asociadas con mayor
frecuencia al fenotipo maligno son: activadores del plas-
minadgeno, colagenasas, proteoglicanasasy catepsinas. Unas,
como la plasmina y las catepsinas, tienen amplia es-
pecificidad de sustrato mientras otras, como las cola-
genasas, son altamente especificas. Algunas, ademds
de realizar su accion de forma directa, intervienen en
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fenémenos de cascada activando proenzimas, como
ocurre con la plasmina que activa la procolagenasa a
colagenasa. Aunque pueden ejercer su actividad por
separado, su eficacia aumenta cuando actian con-
juntamente al igual que sucede con la cascada prote-
olitica de la coagulacién sanguinea (11).

Los activadores del plasmindgeno son unas serino-pro-
teasas que convierten el plasminégeno en plasmina.
Existen dostipos mayores de activadores del plasmin6-
geno: el activador del plasminégeno tipo tisular (AP-t)
y el activador del plasmindgeno similar a la urocinasa
(AP-u). Este dltimo ha sido identificado in vivo en cé-
lulas similares a los fibroblastos y es segregado por la
mayoria de los carcinomas mientras el AP+, segregado
por el resto, se localiza en el endotelio vascular de mu-
chos tejidos. Si bien el AP-u por si solo no puede des-
truir directamente componentes de las matrices extra-
celulares, si puede hacerlo indirectamente mediante la
generacion de plasmina que, ademds de degradar la fi-
brina, lisa las glicoproteinas de unién. A su vez la plas-
mina, como ya comentidbamos previamente, puede ac-
tivar las colagenasas latentes que degradan el coldgeno
fibrilar o el coldgeno de las membranas basales.

Los activadores del plasminégeno se hallan au-
mentadosen célulasytejidos malignosen general, pe-
ro no se ha podido establecer una correlacién direc-
ta entre transformacién maligna y produccién de
activadores del plasminégeno no pudiendo ser usados
como medida del potencial metastdsico de las células
tumorales a pesar de que se ha demostrado en estu-
dios experimentales que anticuerpos contra los AP
pueden prevenir la formaciéon de metdstasis (55).

Las catepsinas son unas proteinasas lisosémicas que
han podido ser cuantificadas en los liquidos intersti-
ciales tumorales. Los niveles de éstas, sobre todo de
catepsina B, se han correlacionado con el potencial
metastasico in vivo de lineas celulares de melanoma,
entre otros tumores (5). Dicha enzima puede contri-
buir a la destruccién de diversos componentes de la
matriz, mediante la internalizacién y degradacion li-
sosémica de fragmentos de macromoléculas genera-
dospor lashidrolasas fuera de la célula. Estudios in vi-
tro muestran que la catepsina B puede degradar
coldgeno tipo I, laminina y proteoglicanos, pudiendo
también activar colagenasasintersticiales latentes pre-
sentando por tanto un patrén de degradacién de las
matrices extracelulares similar al propuesto para el sis-
tema AP/ plasmina (55).

Las proteoglicanasas ejercen su acciéon mediante la li-
sis de los proteoglicanos, componentes bdsicos de la
sustancia fundamental de las matrices extracelulares,
lo que favorece el movimiento de las células tumora-
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les entre las fibras de coldgeno, ademads de contribuir
alaexposicién de lasredes de coldgeno a la accion de
las colagenasas.

Ladegradacion bioquimica de los proteoglicanosre-
quiere dos tipos de enzimas: glucosidasas, que rompen
las cadenas laterales de los glucosaminoglicanos, y pro-
teinasas, que degradan el centro yproteinas de anclaje.

Un componente importante de las membranas ba-
sales lo constituyen los proteoglicanos con hepardn
sulfato; se ha identificado una heparanasa tumoral que
se halla mds aumentada en las células con alto poten-
cial metastdsico que en las de baja capacidad invasiva.
Laheparanasa tumoral parece jugar un papelen lare-
modelacién de lasmembranasbasales y su destruccién
durante la invasién tumoral.

Proteinasas no especificas, como catepsina B, estrome-
lisina, elastasa, tripsina y catepsinas D y G, pueden degra-
dar la porcién proteica de los proteoglicanos (5, 55).

Las colagenasas son unas metaloproteinasas cuya mi-
si6n altamente especifica consiste en la degradacion
de las fibras de coldgeno que, debido a su estructura,
se muestran resistentes al ataque de los otros tipos de
proteasas. Estas pueden dividirse de modo genérico
en dos grandes grupos: colagenasas intersticiales y co-
lagenasas especificas de las membranas basales.

Las colagenasas intersticiales, caracterizadas a partir
de tejidos tumorales que degradan el coldgeno de los
tipos I, II, IIT y X, son semejantes a la cldsica colage-
nasa intersticial de los diversos animales vertebrados,
descubierta por Gross en las colas de renacuajo cuan-
do se reabsorbian. Ambos tipos de colagenasas pre-
sentan la misma gama de pesos moleculares—desde 33
hasta 80 y 71 KD respectivamente—, su actividad de-
pende del calcio ydel zinc, son inhibidas por quelan-
tes metdlicos yantiproteinasas séricas, funcionan a pH
neutro y escinden la molécula de coldgeno a 25° C,
dando lugar a dos fragmentos con un tamafio que mi-
de 3/ 4 partesy 1/ 4 parte de los originales (55). Estas
colagenasas son secretadas como proenzimas y pue-
den ser activadas por diferentes proteinasas como trip-
sina, quimotripsina, proteinasas de los mastocitos, plas-
mina, kalicreina ycatepsina B, ademdsde por algunas
proteinasas neutras enddgenas, seroproteinasas e in-
cluso quimicamente, por mercuriales orgédnicos.

Las colagenasas intersticiales tumorales presentan
muchas similitudes con las producidas por los tejidos
normales, hasta el punto de reaccionar con los anti-
cuerpos anticolagenasa producida por la sinovia reu-
matoidea no tumoral (61).

Aunque el nivel de colagenasas tumorales intersti-
ciales se ha asociado con la agresividad de carcinomas
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FIG. 4—Produccion de colagenasa tipo IV por las células tumorales.

orales yde vejiga urinaria humanos, no ha podido es-
tablecerse una relacién directa entre aquéllas yel po-
tencial metastasico (5, 55).

Las colagenasas especificas de las membranas basales, es
decir aquellas que degradan los coldgenos de los tipos
IV yV, resistentes a las colagenasas intersticiales y es-
pecialmente la colagenasa tipo IV, han suscitado un
enorme interés en la investigacién de las metdstasis,
por haberse hallado altos niveles de actividad colage-
nolitica tipo IV en muchos tumores metastdsicos.

La colagenasa tipo IV (gelatinasa) es una metaloprotei-
nasa cuyo peso molecular oscila entre 60 y 70 KD, exis-
te en forma latente y presenta una susceptibilidad a los
inhibidores yunas propiedades fisicoquimicas similares
alasde las colagenasasintersticiales, produciendo a 25°
Cunaescision simple en lamolécula de coldgeno IV, en
una region situada a la cuarta parte de la distancia que
existe a partir de uno de los extremos de la molécula.
La colagenasa tipo Vpresenta un peso molecular de 80
KD y degrada de forma especifica el colageno tipo V.

La capacidad de producir colagenasa tipo IVno espri-
vativa de las células metastasicas o tumorales; se ha com-
probado que células normales en condiciones especia-
les, como fibroblastos proliferantes ycélulasembrionarias,
pueden presentar esta actividad colagenolitica pudien-
dointervenir en la metabolizacion de lasmembranasba-
sales durante la remodelacién normal de los tejidos. Sin
embargo con técnicas de transfeccion de ADN y/ o hi-
bridacién celular somaética se halogrado introducir el fe-
notipo metastdsico en las células receptoras. Se observo
que la adquisicién de la capacidad metastdsica se corre-
lacionaba con la produccién de colagenasa tipo IVlo que
supondria que la expresion de esta enzima seria una de
las propiedades celulares genéticamente ligadas a la ex-
presion del fenotipo metastdsico (19). Esta teoria estaria
apoyada por estudios in vivo como el de Barsky y cols.
(26) quienes, mediante técnicas inmunocitoquimicas
con PAP, demuestran actividad colagenolitica tipo IVen
las dreas infiltrantes de todos los tumores mamarios ma-
lignos sin poder objetivarla en ninguna de las lesiones
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FIG. 5.—Activacién de la colagenasa tipo IV al desprenderse el in-
hibidor que lleva incorporado. Tomado de Liotta (1992) (10).

benignas ni en dreas no invasoras de las lesiones malig-
nas. El porcentaje de células tumorales que presentaba
inmunorreactividad fue muy variable de unostumores a
otros, oscilando entre un 10 yun 75%, localizdndose las
células positivas, cuando eran escasas, en la periferia del
frente de invasion (Fig. 4). Si ello puede ser explicado
mediante la heterogeneidad tumoral, debido a la cual
s6lo algunascélulastendran capacidad para producir di-
chasenzimas o porque las células in vivopuedan conec-
tar o desconectar su capacidad para producir colagena-
sas, es algo que todavia estd por dilucidar.

Otro punto discutido es el de origen celular de las co-
lagenasas, que parece indudable a partir de las células
tumorales, existiendo, no obstante, datos que apoyan su
procedencia también a partir de célulasdel huésped co-
mo macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y mas-
tocitos, que podrian ser estimuladas por factores segre-
gadospor las propias células tumorales (véase Liotta (5)).

Todaslasmetaloproteinasas se sintetizan como formas
inactivas, debido ala presenciade unasecuenciade nue-
ve aminodcidos «muyconservada» situada en uno de los
extremos de la molécula que contiene un resto muy ac-
tivo correspondiente al aminodcido cisteina. En la for-
ma inactiva, el extremo de la molécula se encuentra ple-
gado ylacisteina interacciona con el ién metélico alojado
en el centro activo de la enzima bloqueandolo. La me-
taloproteinasa se activa cuando el péptido que contiene
la cisteina se desprende del centro activo (Fig. 5).

Las metaloproteinasas se producen, por lo tanto,
con sus propios inhibidores incorporados. Desde el
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punto de vista terapéutico, una opcién muy atractiva
seria la de que un fairmaco capaz de imitar al péptido
que lleva la cisteina bloquease la actividad de la meta-
loproteinasa deteniendo o inhibiendo la invasién (10).

Otras proteinasas, sobre las que no vamos a entrar
en detalles, como estromelisinas, gelatinasa, metaloprotei-
nasa dcida, y elastasa, intervienen degradando dife-
rentes componentes de las matrices extracelulares. Tan
s6lo comentar que la expresién de la estromelisina-3
estd asociada con la progresion de tumores mamarios
y otra estromelisina, la matrilisina, con la de los gés-
tricos y carcinomas de colon (11).

Los inhibidores de las proteinasas existentes en el
suero y/ o en las matrices extracelulares, elaborados
tanto por las células normales como por las propias
células tumorales, como alfa, macroglobulina, beta,
anticolagenasa, proteina C reactiva e inhibidores tu-
moralesde las metaloproteinasas (ITMP) entre otros,
tienden a frenar la capacidad invasora tumoral. La pre-
sencia de los ITMP locales producidos en tejidos nor-
males podria explicar la resistencia que algunos teji-
dos, como el cartilago, presentan a la invasion tumoral.

Se conocen al menos dos variedades de los ITMP:
ITMP-1 e ITMP-2; yaunque ambos son capaces de in-
hibir todas las metaloproteinasas, el tipo 2 presenta
una afinidad especial por la forma inactiva de la cola-
genasa tipo I'V. Son segregados también por las célu-
las tumorales ddndose la circunstancia de que la mis-
ma célula que sintetiza una metaloproteinasa podria
producir un inhibidor de ella. Los ITMP se compor-
tan por lo tanto como proteinas supresoras de metds-
tasis pudiendo el ITMP-2 bloquear ademads la neoan-
giogénesis. De ello se deduce que firmacos con su
mismo tipo de accién podrian también constituir un
tratamiento efectivo para evitar la invasién (10).

Sean cuales fueren las enzimas que intervienen en
cada momento, lo cierto es que la degradacién pro-
teolitica de las matrices extracelulares in vivoestd con-
trolada por mecanismos de activacion/ inhibicién de
las proteinasas, existiendo en las neoplasias un incre-
mento neto de la actividad de éstas lo que conlleva a
un catabolismo aumentado de las matrices extracelu-
lares que favorece la invasiéon tumoral.

Catepsina B, colagenasas intersticiales y, sobre to-
do, sistema plasmina/ activadores del plasmin6geno y
colagenasa tipo IV parecen estar claramente ligadas a
la capacidad invasiva tumoral.

Locomocion celular hacia la matriz modificada. La mo-
tilidad celular individual juega un papel importante
dentro del proceso invasivo, hasta el punto de que es-
tudios experimentales han demostrado que la inhibi-
cion de la movilidad celular, desestructurando su cito-
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esqueleto, puede en algunos casos, aunque no en to-
dos, prevenir la invasién (3). Se ha demostrado una
motilidad aumentada en las células tumorales que se
halla directamente relacionada con su capacidad in-
vasiva; pero experimentalmente también se ha obser-
vado en cultivos de células malignas seleccionadas por
su gran capacidad de migracién (célulashipermoviles)
que, junto a su cardcter hiperinvasivo de los tejidos ad-
yacentes, existia un descenso de su potencial para pro-
ducir metdstasis espontdneas. Estos hechos sugieren
que subpoblaciones celulares excesivamente eficientes
en un paso del proceso metastdsico, debido a su so-
breespecializacién, pueden estar empobrecidas para
superar otros pasos de dicho proceso (62).

Este dltimo paso dentro del proceso invasivo pare-
ce iniciarse con la pérdida de la adhesion intercelular,
mediante disociacidén enzimética de las uniones in-
tercelulares en las que jugarian un papel esencial las
proteinasas asociadas a la superficie celular. Dicha di-
sociacién facilitaria la movilidad celular individual y
contribuirfa a la liberacién de células individuales o
grupos celulares desde los tumores sélidos. La loco-
mocién celular se produce mediante un proceso se-
cuencial de uniones y separaciones de dreas localiza-
das de la superficie celular al sustrato. Parece que la
adhesion estd mediada por fibronectina yhepardn sul-
fato mientras que para la ulterior separacién son ne-
cesarios condroitin sulfato e hialuronato, siendo es-
pecialmente importante la concentracion de este dltimo
en la matriz para inducir la migracién. Ha sido ob-
servado precediendo a la migracién un aumento de
glicosaminoglicanos, fundamentalmente hialuronato,
en la matriz extracelular (8).

La migracion direccional de las células tumorales en
respuesta a los gradientes de concentracion de facto-
res solubles existentes en la matriz extracelular se co-
noce como guimiotaxis, mientras que cuando dicha mi-
gracion se efectia en respuesta a las proteinasinsolubles
de la matriz extracelular, en ausencia de factores so-
lubles, se conoce como haptotaxis. Parece ser que en
etapas iniciales del proceso metastdsico tiene mayor
relevancia la migracién haptotdactica, mientras que mas
tarde las células responden de forma preferente a es-
timulos quimiotacticos (11).

La protrusiéon de pseuddépodos es un hecho pro-
minente en la motilidad celular activa induciendo el
factor de motilidad autocrina la rdpida formacién de
éstos. Dichos pseudépodos presentan un alto conte-
nido en receptores para laminina y fibronectina. En-
tre sus multiples funciones se encuentran el poder ac-
tuar como 6rganos sensitivos interaccionando con las
proteinas de la matriz extracelular sefialando de esta
manera la direccién de la migracidn, traccionar para
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la locomocién, e inducir protedlisis local de la matriz
ayudando de esta forma a su penetracion (6).

En resumen lascélulastumorales, esencialmente me-
diante un movimiento ameboide, emitiendo pseudo-
podos, en los que tienen lugar las interacciones célula-
sustrato (55), migran a través de las matrices extracelulares
modificadas respondiendo fundamentalmente a esti-
mulos quimiotdcticos, como los factores dispersantes (scat-
terfactors) derivados del hiesped, factores de crecimiento,
hialuronato, y factores derivados de las glicoproteinas
de la matriz de los 6rganos diana (fibronectina, lamini-
na), y a factores autocrinos inductores de la migracion que se
hallan representados por citocinasinductorasde la mo-
tilidad derivadas de las células tumorales como el factor
de motilidad autocrina yla autotaxina (63, 64).

Abstract.—One of the main features of malignant
neoplasms is their metastatic power The implant of
either a cell or a metastatic colony involves the
combined response of tumoral and normal cells,
and is the final consequence of a complex, active,
continued and multistep process named «metastatic
fall». Its major steps are: Local invasion of the
extracellular matrix, penetration into blood and/ or
lymph vessels, dissemination through the blood
stream, arrest of neoplastic cells within the
capillaries of the target organ, extravasation of
neoplastic cells, and evasion of the host defenses.

In the first part of this article, we review the
mechanisms by which malignant neoplasms modify
extracellular matrix: Adhesion, degradation, and
motion. In the first mechanism, adhesion factors, or
union glycoproteins, such as laminin and
fibronectin, are involved; the union is mediated by
receptors of the neoplastic cells, as integrins;
cadherins, a type of cell adhesion molecules, have
an inhibitiory effect of the metastatic process. A
series of proteinases, mainly catepsin B, intersticial
collagenases, and chiefly plasmin/ plasminogen
activator system and type IV collagenase, seem to be
directly involved in extracellular matrix degradation
and tumoral invasion capacity. Cytoskeleton, with
pseudopod formation and ameboid motion,
chemotaxis, and migration inductor autocrin
factors, produced by neoplastic cells themselves, are
involved in individual cell motility.

Romdn Curto C. On the metastatic process. I: the local invasion of
extracellular matrix. Actas Dermosifiliogr 1999;90:143-155.

Key words: Metastasis. Metastatic process. Local
invasion. Extracellular matrix.
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