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FORMACION MEDICA CONTINUADA

El proceso metastasico. lll: Extravasacion y proliferacion en el

organo diana*

Resumen.—En esta tercera parte revisamos los procesos de
extravasacion y proliferacion tumoral en el érgano diana,
incidiendo en los diferentes fenémenos que acontecen a nivel
de capilares y arteriolas, y de forma especial en el proceso de
angiogénesis tumoral. Analizamos la secuencia que da lugar a la
formacién de nuevas asas vasculares y de una red circulatoria
funcionante, asi como los diferentes factores angiogénicos y
antiangiogénicos conocidos y las importantes implicaciones
terapéuticas atribuidas a estos ultimos.

Repasamos los factores que contribuyen al estado de «tumor
dormido»: ausencia de vascularizacion de las células tumorales,
dependencia de los factores de crecimiento del huésped, y
freno o contencién inmunolégica, y el papel que la
heterogeneidad tumoral juega dentro del proceso metastasico.

Por ultimo, comentamos algunos aspectos sobre cinética de la
proliferaciéon celular y crecimiento tumoral sefialando la
importancia de la fase G1 del ciclo, desde la que las células
pueden entrar en estado de quiescencia (G0), evitando ser
atacadas por la quimioterapia actual. Junto a lo anterior
incidimos en algunos de los parametros de agresividad tumoral
haciendo hincapié en la actividad de la telomerasa, relacionada
con la inmortalidad celular y el cancer, e identificada en la
mayoria de los tumores malignos.

Palabras clave: Metastasis. Angiogénesis tumoral. Tumor
dormido. Heterogeneidad tumoral. Telomerasa.
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EXTRAVASACION EN EL. ORGANO DIANA
(cuarta etapa)

Dentro del proceso de diseminacién hematica una
vez que las células tumorales se han detenido en el le-
cho vascular del 6rgano diana, deberan extravasarse
para acceder al parénquima de dicho 6rgano.

Durante las primeras décadas de este siglo los de-
bates se centraron en si eran las arteriolas (1) o los ca-
pilares (2) el lugar preferencial de extravasaciéon de
las células tumorales. Fueron Baserga y Saffiotti (3),
quienes, basandose en estudios de microscopia 6pti-
ca, demostraron que la extravasacién podia tener lu-
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gar en ambos lechos vasculares, siendo mas frecuente
(66%) a nivel de los capilares.

De estudios posteriores se deducen esencialmente
dos patrones diferentes de extravasacion: a) la que tie-
ne lugar mediante migracién activa de las células tu-
morales, por diapédesis, siguiendo la migracién de los
leucocitos (4, b) o sin relacionarse con la extravasa-
cioén de éstos (6), y b) la que se realiza a través de la
disrupcién mecanica de la pared vascular, causada por
la proliferacién intravascular de las células tumorales

(7, 8).

Los estudios realizados por Chewy cols. (9) mediante
microscopia electronica revelaban, entre otros, los si-
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FIG. 1.—Proceso de extravasacion tumoral en capilares y arterio-
las. Modificado de Lapis y cols. (10).

guientes resultados: a) Las plaquetas se encontraban
casi siempre asociadas a las células tumorales cuando
llegaban a los vasos del 6rgano diana, observandose ge-
neralmente como una «cola» en un polo de la célula.
b) La fibrina aparecia habitualmente en pequenos de-
positos y generalmente se encontraba localizada en el
centro de la masa plaquetaria. c) La masa plaqueta/fi-
brina se desintegraba cuando las células tumorales se
paraban en el lecho vascular dejando a las células «des-
nudas», y éstas se adherian estrechamente al endotelio.
Cuando se administraba fibrinolisina antes de la inyec-
cion de las células tumorales, se unian muy pocas pla-
quetas a ellas, y los dep6sitos de fibrina eran inestables.
d) Después de un tiempo, diferente segun los tipos tu-
morales, las células pasaban al espacio extravascular, no
mediante diapédesis sino por destruccién primero del
endotelio y después de la membrana basal en diferen-
tes puntos. ) Habia multiplicaciéon de las células tu-
morales de forma continuada, durante todo el proce-
so, hasta que se formaba un grupo celular extravascular.

Aunque éste y otros estudios fueron aclarando, des-
de el punto de vista estructural, los mecanismos de ex-
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travasacion de las células tumorales, fueron Lapis y
cols. (10) quienes mejor han sistematizado y sobre to-
do diferenciado los fenémenos que acontecen a nivel
de los capilares y de las arteriolas durante el proceso
de extravasacion tumoral. Las observaciones realiza-
das mediante microscopia electrénica fueron las si-
guientes (Fig. 1).

Extravasacion capilar

El primer fenémeno observado fue el depésito de
fibrina entre la superficie libre de la célula tumoral de-
tenida y la superficie luminal del endotelio; a él se su-
maban las plaquetas en su mayoria degranuladas. Este
trombo, rodeando a las células tumorales, podia per-
sistir desde 5-30 minutos hasta 6-12 horas y la desapa-
ricién de la agregacion plaquetaria iba seguida por la
lisis de los depésitos de fibrina. En muchas ocasiones
las células tumorales parecian no estar estrechamente
unidas a las endoteliales ya que se observaba una fina
hendidura entre los dos tipos celulares. En ningtin mo-
mento se vieron figuras mitésicas de las células tumo-
rales dentro de los capilares. Pasadas 6-12 horas las cé-
lulas neoplasicas inducian la retraccion de las células
endoteliales, habitualmente a nivel de las uniones en-
tre dos células endoteliales vecinas, observandose cé-
lulas tumorales en intimo contacto con la membrana
basal (MB), al principio en pequenos puntos, y luego
en mas amplias superficies. Mientras tanto, una hilera
endotelial carente de MB se iba desplazando hasta cu-
brir la superficie opuesta quedando en este momento
la célula tumoral entre el endotelio y la MB. Hacia las
24 horas, las células tumorales inducian lisis focal de
la MB y, mediante la emisién de pseudépodos pasaban
al espacio extravascular jugando aqui la locomocién
ameboide de las células tumorales un papel impor-
tante. A las 48 horas de la inyeccién, no se observaban
células tumorales en los capilares encontrandose todas
las supervivientes en una posicién extravascular. Dos o
tres dias después, con la aparicién de figuras mitésicas,
se iniciaba la proliferacion extravascular de dichas cé-
lulas aprecidandose micrometdstasis a los cuatro-cinco
dias de la extravasacion.

Extravasacion arteriolar

Los fené6menos que acontecen tras la parada del
trombo tumoral a nivel de las arteriolas y grandes vé-
nulas son completamente diferentes a los que suce-
den a nivel del lecho capilar.

De 6 a 12 horas después de la inyeccion de células tu-
morales, el depésito de agregados plaquetarios decrece
y algunos de los trombos se disuelven. No se observa en
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FIG. 2.—Mecanismo de extravasacion de las células tumorales.
Modificado de Liotta (11).

ningun punto la retraccién endotelial que veiamos en
el lecho capilar. En este periodo de tiempo las células
endoteliales en contacto con el trombo persistente van
cubriendo la superficie de éste, primero por extension
de sus procesos celulares y posteriormente por prolife-
racion hasta que una hilera endotelial continua, caren-
te de MB, lo rodea completamente. Esta nueva capa en-
dotelial esta en intimo contacto con la hilera endotelial
que rodea la luz del vaso en uno o varios puntos. A par-
tir del tercer dia, se aprecia proliferacion de células tu-
morales, demostrada por la presencia de mitosis, y co-
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mienza a aumentar el tamano del trombo; de forma pa-
ralela se observa proliferacién de las células endotelia-
les que lo cubren lo que permite que contintien rodean-
dolo en su totalidad. Las células tumorales siguen
dividiéndose hasta llenar completamente la luz vascu-
lar; este proceso dura, a nivel de grandes arteriolas y pe-
quenas arterias, aproximadamente dos semanas. Trans-
currido este tiempo, comienza a observarse necrosis en
el centro del trombo tumoral y ruptura de la hilera en-
dotelial en diferentes puntos, probablemente debido a
una atrofia por compresion, lo que posibilita el contac-
to de las células tumorales con la MB vy la lisis posterior
de ésta, tras lo cual las células tumorales migran por dia-
pédesis a través de hendiduras naturales de las elasticas
interna y externa, al espacio extravascular. Aunque la
disrupcién de las elasticas parece producirse de forma
mecanica no puede descartarse la intervencién de en-
zimas proteoliticos.

Las células tumorales, para poder extravasarse, bien
en los capilares continuos o en las arteriolas, deberan
invadir la membrana basal. Liotta (11) sintetiza dicho
proceso en tres pasos. El primero consiste en la ad-
hesion a la membrana basal de las células tumorales,
la cual se produce a través de receptores especificos
de superficie de estas células para algunos compo-
nentes de dicha membrana. El segundo se basa en la
destruccion o desestructuracion de las moléculas de
la membrana basal, mediante activacion de enzimas
proteoliticos. El tercer paso conlleva la migraciéon de
las células tumorales a través de la zona de lisis, efec-
tuando movimientos ameboides mediante la emision

de pseudopodos (Fig. 2).

Estos tres pasos deben estar perfectamente sincro-
nizados de manera que, en palabras del propio Liot-
ta (11): «A medida que avanza el frente de la superficie ce-
lular tumoral y activa las enzimas destructivas para romper
las moléculas de las proteinas que obstruyen su paso, la re-
taguardia tumoral debe permanecer firmemente asida a la
matriz extracelular. Una vez que el camino por delante que-
da expedito, la célula tumoral debe dejar en suspenso la ac-
tividad destructiva de sus enzimas y permitir asi su propio
avance. Este cambio es necesario porque, para proseguir en
su avance, la célula tumoral invasora debe asirse a la ma-
triz en el sentido de la marcha, contraerse hacia delante y de-
senganchar cualquier tipo de uniones en su retaguardia. En
otras palabras, una célula tumoral invasora debe simultd-
neamente perforar un tunel, agarrarse a las paredes de ese
tunel y autopropulsarse hacia delante. »

Si bien dicho comportamiento invasivo es presu-
miblemente similar al utilizado por las células nor-
males en la remodelacion de tejidos o durante la em-
briogénesis, entre otros, la regulacién del mismo en
las células tumorales escapa a todo control (11).
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PROLIFERACION EN EL ESPACIO
EXTRAVASCULAR (quinta etapa)

Una vez que las células tumorales se han extravasa-
do y han alcanzado un tamano en su conjunto de 0,5-
1 mm? necesitaran para su futuro crecimiento y desa-
rrollo, ademas de la presencia de factores de
crecimiento tanto paracrinos como autocrinos, la exis-
tencia de una nueva red vascular que asegure el apor-
te de nutrientes. De lo contrario, la pequena colonia
tumoral sera destruida o permanecera quiescente, en
un estado de latencia conocido como «tumor dormi-
do», del que luego nos ocuparemos.

Angiogénests tumoral

La llamativa vascularizacién de los tumores sélidos
era un hecho reconocido desde hacia casi un siglo, pe-
ro durante mucho tiempo los progresos realizados en
el conocimiento de ese fenémeno fueron escasos de-
bido a la falta de un sistema experimental valido que
permitiera su estudio (12).

Para probar la teoria de que el crecimiento tumo-
ral dependia de la angiogénesis se implantaron tu-
mores, separados de su lecho vascular, en el seno de
la camara anterior del ojo de un conejo, flotando en
el humor acuoso; a los 14 dias alcanzaban volimenes
de 0,5-0,6 mm?®y detenian su crecimiento. Cuando esos
tumores se implantaban en el lecho vascular del iris,
se vascularizaban al tercer dia, alcanzando un volu-
men medio de 330 mm?® en el mismo tiempo. Asi pu-
do apreciarse la gran limitacién que experimentaba
el crecimiento tumoral en ausencia de vascularizacion.
Con anterioridad Folkman y cols. (13) habian sugeri-
do que la proliferacién capilar en el seno de un tumor
era algo mediado por un factor angiogénico segrega-
do por la propia neoplasia. Dicho factor debia tener
caracter difusible ya que la induccién de nuevos vasos
continuaba cuando se interponia un filtro millipore en-
tre el tumor y su lecho vascular. Tras las primeras ob-
servaciones, se desarrollaron diferentes modelos ex-
perimentales encaminados a reforzar la hipétesis y a
encontrar técnicas cuantitativas adecuadas; todo ello
desemboc6 en el concepto actual de neovasculariza-
cién tumoral.

Hoy es universalmente aceptado que, una vez que
las células tumorales tras extravasarse se implantan en
el tejido del huésped, deberdn tener un aporte nutri-
tivo suficiente para proliferar. En etapas iniciales del
desarrollo, pueden nutrirse por imbibicién hasta al-
canzar 1-2 mm de didmetro, precisando para su pos-
terior crecimiento la presencia de una red vascular
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FIG. 3.—Angiogénesis tumoral. Modificado de Schirrmacher (12).

que se desarrolla mediante un complejo proceso de-
nominado angiogénesis tumoral (14, 15, 16).

La vascularizacion de la colonia metastasica se rea-
liza a través de los vasos del huésped en respuesta a es-
timulos angiogénicos derivados fundamentalmente de
las células tumorales, aunque también pueden proce-
der de las células del huésped (15). La secuencia de
la angiogénesis tumoral consta de los siguientes pasos
(12, 14, 15, 16) (Fig. 3): a) Activacion de las células
endoteliales existentes en los capilares o pequenas vé-
nulas del huésped, cercanos al nuevo implante tumo-
ral. b) Degradacion local de la MB por las propias cé-
lulas endoteliales, en el lado del vaso situado hacia el
estimulo angiogénico. Estas células activadas por las
sustancias angiogénicas producen enzimas degradati-
vas (serino y metaloproteinasas), igual que las mismas
células tumorales (15). ¢) Proliferacion de células en-
doteliales y pericitos y migracién quimiotactica de las
primeras en direccién al estimulo angiogénico. d) Ali-
neacion de las células endoteliales entre si, con el ob-
jeto de formar un brote capilar, dando lugar a un cre-
cimiento longitudinal término-terminal manteniendo
su polarizacién continuamente y permaneciendo en
contacto con la célula endotelial del vaso original, con
la consiguiente formacién de cordones sélidos (16).
e) Creacion de una luz vascular, mediante la forma-
cion de vacuolas autoliticas entre las células endote-
liales (14). Dicha luz siempre permanece en conexion
directa con la luz del vaso del que proceden. f) For-
macion de yemas vasculares que posteriormente se ex-
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panden y asumen una estructura tubular (17). Una
vez que se han formado, comienzan a producirse mi-
tosis en las células endoteliales a nivel de la zona me-
dia de la yema mientras que las primeras células, si-
tuadas en el extremo distal del brote vascular,
habitualmente no se dividen (15). g) La proliferacién
endotelial permite la formacién de asas vasculares me-
diante anastomosis de una yemas con otras y el co-
mienzo del flujo sanguineo a ese nivel dando lugar a
la formacién de una red circulatoria funcionante (17).
Mientras tanto, las asas continian convergiendo sobre
el foco de actividad angiogénica. h) Formacién de ca-
pilares maduros cubiertos por una membrana basal
bien definida y rodeada por algunos pericitos. Paku y
Paweletz (16) asumen que durante el crecimiento de
nuevos capilares, la ldmina basal se sintetiza constan-
temente por las células endoteliales polarizadas y ex-
hibe la misma densidad electrénica baja que la lami-
na basal alterada, que existe alrededor del vaso de
origen en la zona de salida del nuevo brote capilar, asi
se garantiza un soporte para la migracioén y divisiéon de
las células endoteliales. El final de la divisién y migra-
ci6én de éstas y de los pericitos puede deberse al desa-
rrollo de una membrana basal electrodensa alrededor
del vaso de origen y de los capilares neoformados.

De lo anterior se deduce que las células endotelia-
les, una vez que han recibido un estimulo angiogéni-
co, pueden desarrollar un sistema que lleva a la for-
macién de una red capilar completa. Dicho estimulo
parece similar para senales angiogénicas procedentes
tanto de células tumorales como de lesiones inflama-
torias o de estimulos inmunolégicos; sin embargo,
mientras la angiogénesis inducida en estos dos tltimos
supuestos es limitada, la tumoral es ilimitada (15).

Ademas, conviene tener en cuenta que los capilares
neoformados en el lecho tumoral, tal y como comen-
tamos con anterioridad, tienden a ser mas indiferen-
ciados e inmaduros que los capilares en tejidos nor-
males por lo que pueden ser invadidos con mayor
facilidad por las células tumorales (15). Por lo tanto, a
través de la red vascular desarrollada en un tumor se-
cundario se facilita ain mas la entrada de nuevas cé-
lulas tumorales en la circulacion y con ello la forma-
cion de «metastasis de metastasis» o «remetastasis» (11).

Las metastasis, asi como el crecimiento rapido e in-
vasivo de las neoplasias malignas, parecen estar tam-
bién relacionados con la neovascularizacion del tumor
primitivo. Esto es muy evidente en el melanoma: aque-
llos tumores con un espesor de menos de 0,7 mm no
estan vascularizados, presentan un crecimiento lento
y tiene escasas o nulas posibilidades de metastatizar, al
contrario de lo que sucede con los vascularizados (15).
De la misma forma, la angiogénesis, en ciertos casos,
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sirve como marcador de tranformacién maligna en al-
gunas lesiones benignas como la hiperplasia papilar
de la mama, habiéndose demostrado que las lesiones
con una gran capacidad de transformacién maligna
inducian angiogénesis en una proporcién mucho ma-
yor que las que presentaban escasa propension a la
malignizacién y ademas lo hacian mucho antes de que
existiese cualquier signo morfolégico de transforma-
cién maligna (18).

Se han descrito factores potenciadores e inhibido-
res de la angiogénesis tumoral. Entre los primeros se
encuentran las células cebadas y la heparina que, aun-
que no logran inducir angiogénesis por si mismas,
pueden potenciar el crecimiento capilar, estimulan-
do ambas la emigracién de las células endoteliales
(15). Otros factores angiogénicos conocidos en la ac-
tualidad son los factores de crecimiento fibroblastico
(FGF) alfa y beta, el factor de crecimiento del endo-
telio vascular (VEGF), el factor de crecimiento de la
célula endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF),
los factores de crecimiento transformante (TGF) al-
fa y beta, la angiogenina y el factor de necrosis tu-
moral (TNF) alfa (19).

Muchos agentes angiogénicos, como el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), tienen en co-
mun una triada especifica de estimulaciéon multifun-
cional de las células endoteliales, que afecta a la mo-
tilidad, protedlisis y crecimento. La motilidad se precisa
para la quimiotaxis de las células endoteliales hacia el
lugar del estimulo angiogénico y la alineacioén de és-
tas durante la formacioén los brotes vasculares. La pro-
teolisis es necesaria para que los brotes capilares pue-
dan penetrar en la matriz extracelular y se produzca
la expansion lateral que permita la formacién de la
luz vascular. Por tltimo el crecimiento endotelial se
precisa para el desarrollo de la red vascular. Estas pro-
piedades son comunes a las de las células tumorales
invasivas pero, a diferencia de éstas, las células endo-
teliales revierten a un estadio no angiogénico cuando
desaparece el estimulo que indujo a la neoformacion
vascular (17).

Una vez demostrada la necesidad de un soporte vas-
cular para el crecimiento tumoral, comenzé a pen-
sarse en la posibilidad de hallar factores antiangiogé-
nicos que pudieran frenar su desarrollo. Ciertas
observaciones clinicas, como que el cartilago casi nun-
ca era invadido por los tumores tanto primitivos co-
mo metastasicos que afectaban al hueso adyacente, lle-
varon a pensar que en caso de existir algin inhibidor
de la angiogénesis podria encontrarse a dicho nivel,
hecho que fue confirmado con posterioridad al de-
mostrar que un implante de cartilago colocado en las
proximidades de un tumor en la cérnea de conejo in-
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hibia el crecimiento de nuevos vasos hacia el tumor
(20). Mas tarde también se demostré que el cartilago
contenia inhibidores de las colagenasas segregadas por
las células tumorales, anadiéndose a su efecto antian-
giogénico un efecto anti-invasivo (21).

Al igual que sucede con las células tumorales du-
rante el proceso de invasion, los inhibidores de las se-
rino y metaloproteinasas [especialmente el de la co-
lagenasa tipo IV y el factor inhibidor derivado del
cartilago (CDI)] pueden bloquear la angiogénesis e
inhibir la proliferacién endotelial (17, 21). Entre los
inhibidores endégenos de la angiogénesis se encuen-
tran la trombospondina, el factor inhibidor derivado
del cartilago, los inhibidores tisulares de las metalo-
proteinasas TIMP1 y TIMP2, el factor plaquetario 4 y
los interferones alfa y beta (22), que pueden actuar
por multiples mecanismos y en cuyo estudio detalla-
do no nos vamos a detener; sélo comentar que mien-
tras el interferén alfa ha dado buenos resultados en el
tratamiento de hemangiomas en los ninos, ha sido me-
nos efectivo y mas toxico cuando se ha usado como
agente antiangiogénico en pacientes mayores (23). A
esto hay que anadir el que tanto la protamina, por su
efecto inhibidor de la heparina (24), como la prosta-
ciclina, que posee una accién antiagregante plaque-
taria (25), y paradéjicamente la combinacion hepari-
na-cortisona pueden inhibir la angiogénesis de forma
experimental, habiéndose observado regresiéon com-
pleta en ciertos tumores animales cuando son trata-
dos con estos ultimos factores antiangiogénicos (26).

Junto a los anteriores parecen perfilarse como dos
de los inhibidores endégenos mds potentes de la an-
giogénesis: una proteina que bloquea una integrina lo-
calizada en la superficie de las células endoteliales en
crecimiento (conocida como alfa, betas) y la angiosta-
tina (que es un fragmento del plasminégeno) (27, 28).

En los ultimos anos han sido muchos los esfuerzos
realizados intentando en contrar agentes farmacol6-
gicos o estrategias que permitan frenar el crecimien-
to metastasico bloqueando la angiogénesis tumoral.
Se basan en la hipétesis de que probablemente sera
mas eficaz el control de las etapas finales del proceso
metastdsico, que el de las iniciales o intermedias y tie-
nen en cuenta ademas la escasa frecuencia con la que
se produce neoangiogénesis en los tejidos normales y
por tanto la minima repercusiéon que este tratamien-
to tendria en ellos (22).

Basandose en la capacidad antiangiogénica de la com-
binacién heparina-cortisona e intentando evitar sus im-
portantes efectos secundarios que los inhabilitan para el
tratamiento en humanos, se han desarrollado varios com-
puestos sintéticos analogos a la heparina como el pen-
tosan polisulfato (PPS) entre otros, sin haberse hallado
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hasta el momento uno que poseala eficacia deseada uni-
da a escasa o nula toxicidad. Entre los factores capaces
de inhibir la angiogénesis por un mecanismo diferente
al de la unién con la heparina se encuentran el antibié-
tico fumagilina y su andlogo sintético el TNP-470, ade-
mas de un anticuerpo monoclonal contra el bFGF capaz
de suprimir tanto la angiogénesis como el crecimiento
tumoral en ratones (22). L.a administracion crénica a do-
sis no toxicas del interferén alfa ha sido de utilidad. Por
otro lado Szmurlo y cols. (29) han demostrado también
de forma experimental el efecto antitumoral del Acitre-
tin, pero no del etretinato, mediante inhibicién de la an-
giogénesis tumoral.

Proliferacion de la colonia metastasica

Una vez conseguida una red vascular capaz de nu-
trirla, la nueva colonia tumoral debera proliferar uti-
lizando tanto factores de crecimiento paracrinos, exis-
tentes en el 6rgano colonizado, como autocrinos,
producidos por las propias células tumorales. Existe
ademads una sensibilidad alterada por parte de las cé-
lulas neoplasicas tanto a los factores normales de cre-
cimiento como a sus inhibidores que hace que el cre-
cimiento en algunos tumores sea ain mayor de lo que
cabria esperar (30).

La nueva colonia tumoral también debera evadirse
del sistema defensivo del huésped burlando la vigi-
lancia de macréfagos, células natural killer, y linfocitos
T activados, lo que puede conseguir, entre otros me-
dios perdiendo o bloqueando los antigenos tumora-
les especificos (17).

TUMOR DORMIDO

Tumor dormido es aquel que persiste durante un
periodo prolongado de tiempo sin incrementar su ta-
mano, o haciéndolo de forma muy escasa, en un hués-
ped clinicamente normal. Son muchos los ejemplos
existentes en la literatura de metastasis detectadas va-
rios anos e incluso décadas después de la extirpaciéon
del tumor primitivo (31-33).

El estado de tumor dormido puede producirse al
menos por tres mecanismos diferentes: a) falta de vas-
cularizacién de las células tumorales lo que limita su
desarrollo debido al déficit de nutrientes; b) depen-
dencia constitucional de los factores de crecimiento
del huésped; y ¢) freno o contencién inmunolégica
que hace que larelacién de crecimiento iguale ala de
muerte celular, con lo que el tamano tumoral no se
modifica (12).
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El secuestro de las células tumorales en una capsu-
la formada por los tejidos del huésped puede inhibir
también la proliferacién o invasiéon tumoral. En estos
tumores, el compartimento intersticial parece ser un
medio adecuado para la viabilidad pero no para el cre-
cimiento de su poblacién celular (34); sin embargo, al
modificarse las condiciones de dicho medio, por ma-
niobras quirdrgicas, traumatismos o radioterapia se ha
observado un crecimiento llamativo de las metdstasis.

El control inmunolégico del tumor dormido supo-
ne un delicado balance que depende de las propie-
dades del huésped (microambiente local, estatus del
sistema inmune) y de las inherentes al tumor (inmu-
nogenicidad, capacidad metastasica), pudiendo re-
vertir de dicho estado no s6lo mediante inmunosu-
presion sino también mediante inmunoestimulacion,
lo que tiene importantes connotaciones terapéuticas.

Por ultimo, se ha demostrado experimentalmente
que las metastasis pueden crecer cuando disminuyen
los niveles de factores antiangiogénicos endégenos.
Asi O’Reilly y cols. (28) observaron que la angiostati-
na liberada por un gran tumor primitivo en el ratén
frenaba el crecimiento de una metastasis pulmonar;
tras la extirpacién del tumor primititvo la angiostati-
na circulante disminuy6 ostensiblemente y el creci-
miento de la metastasis se dispar6. Todo lo anterior
concuerda con lo observado en ocasiones en la clini-
ca. Aunque sea de forma excepcional, casi todos he-
mos tenido ocasién de comprobar que tras la extir-
pacion de un tumor primitivo (sirva como ejemplo un
melanoma de varios anos de evolucion) comienzan a
desarrollarse metdstasis hasta entonces latentes.

Este intrigante fenémeno demuestra que las inte-
racciones huésped-tumor pueden mantenerse en un
estado de equilibrio durante periodos prolongados de
tiempo. El conocimiento profundo de estas interac-
ciones y de los factores que condicionan la finaliza-
cion del estado de tumor dormido podrian ser de gran
ayuda para el control del proceso metastasico (12).

HETEROGENEIDAD TUMORAL

Las caracteristicas que constituyen el sello de iden-
tidad del proceso metastdsico son su heterogeneidad,
inestabilidad y redundancia (22).

La heterogeneidad tumoral tiene una gran tras-
cendencia dentro del proceso metastasico, especial-
mente por las implicaciones terapéuticas que com-
porta, ya que dicha heterogeneidad puede constituir
el mayor obstdculo para el tratamiento eficaz de los
tumores diseminados (35).
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Koch (véase Fidler y Hart (36)) fue el primero en
sugerir que células con alto potencial metastdsico po-
dian ser aisladas a partir de un tumor heterogéneo me-
diante un proceso de selecciéon. Pero fueron Fidler y
Kripke (37) los que aportaron la primera evidencia ex-
perimental de que los tumores malignos contenian sub-
poblaciones celulares con diferente capacidad metas-
tasica. Para ello dividieron en dos partes una suspension
celular de melanoma B16, una de ellas se administro
via intravenosa a ratones singénicos C57BL/6 y la otra
se utiliz6 para producir clones (cada uno derivado de
una célula individual aislada desde el tumor primario)
que a continuacién fueron administrados por la mis-
ma via a idéntico tipo de ratones. Si el tumor hubiera
estado formado por células con el mismo potencial me-
tastasico cada una de las lineas clonales hubiese pro-
ducido el mismo ntimero de metdstasis en los diferen-
tes animales; sin embargo difirieron notablemente en
su capacidad metastasica, observindose ademas en las
poblaciones clonales grandes diferencias en cuanto al
nuamero y localizacion de las metdstasis extrapulmo-
nares. A través de estos estudios qued6é demostrada la
heterogeneidad del tumor primitivo y la existencia en
él de variantes de células tumorales altamente metas-
tasicas. Dichos resultados fueron corroborados con pos-
terioridad mediante estudios experimentales en jove-
nes ratones desprotegidos (nude), usando varias lineas
tumorales humanas y tumores aislados en fresco (4,
38). Poste y Fidler (39) demostraron ademds que las
sublineas clonales obtenidas no del tumor primitivo si-
no de las propias metdstasis presentaban un potencial
metastdsico mucho mds uniforme, lo que en principio
sugeria que las metastasis, al contrario que el tumor
primitivo, estaban constituidas por una poblacién ce-
lular mas homogénea y con capacidad metastdsica se-
mejante.

Muiltiples experimentos llevados a cabo en diferentes
sistemas tumorales han demostrado que, durante los
sucesivos procesos de seleccion que ocurren in vivose
origina en los focos metastdsicos una poblacién celu-
lar en general con potencial metastdsico mayor que el
existente en las células de la poblacién celular de ori-
gen. En este tipo de seleccion que sucede in vivo, el
incremento del potencial metastasico es atribuido al
gran enriquecimiento de células metastdsicas con ca-
da uno de los pasos sucesivos del proceso tumoral (40).
Aunque lo anterior es innegable, también hemos de
tener en cuenta que durante los procesos de evolu-
cioén y progresion tumoral, que ocurren a nivel del tu-
mor primitivo y de sus metdstasis, pueden generarse
tanto poblaciones celulares con mayor como con me-
nor potencial metastasico. Esto se hace atin mas evi-
dente en las lineas celulares con mayor capacidad me-
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tastdsica debido a la incrementada relacién de muta-
ciones espontaneas que condiciona una mayor ines-
tabilidad genética del fenotipo metastdsico (35).

Se ha demostrado que las poblaciones celulares tu-
morales policlonales o heterogéneas presentan una
estabilidad genética mayor que las clonales u homo-
géneas, probablemente debido a que las diferentes
subpoblaciones celulares, en las primeras, actdan es-
tabilizando sus proporciones relativas e imponiendo
un equilibrio en el conjunto tumoral. La destruccién
del efecto estabilizante mediante el aislamiento de clo-
nes o tras el tratamiento con quimioterapia, dara lu-
gar a una rapida diversificacién de las poblaciones que
resurjan lo que se conoce como «estimulo yatrogéni-
co de herogeneidad» (38). El mantenimiento de la he-
terogeneidad tumoral puede tener las ventajas de la
multiformidad sin las desventajas de la sobreespecia-
lizacion (35).

Estudios experimentales han demostrado el origen
clonal (monoclonal) de muchas metdstasis produci-
das por la proliferacién de una tnica célula tumoral
(41). La heterogeneidad celular con relacion al feno-
tipo metastasico se produce pronto tanto en tumores
de origen multicelular, como el carcinoma de colon,
como en los de origen unicelular siendo atribuible en
estos ultimos al proceso de evolucién y progresion tu-
moral (35).

Se ha observado también heterogeneidad entre el
tumor primitivo y sus metastasis en relacién a diferen-
tes caracteristicas como cariotipo celular, contenido de
receptores hormonales, inmunogenicidad o antigeni-
cidad, y respuesta a los agentes quimioterapicos (42),
habiéndose detectado también dicha diversidad bio-
l6gica entre las diferentes metdstasis que proliferan en
un mismo huésped e incluso en un mismo 6rgano (4).

La heterogeneidad tumoral, como comentibamos
antes, tiene importantes implicaciones en el trata-
miento debido a la diferente respuesta de las lesiones
primarias y las metastdsicas frente a los agentes tera-
péuticos. Los métodos para definir la sensibilidad a un
farmaco en las tumoraciones animales experimenta-
les, basadas en la concepcion de que los tumores tras-
plantables son homogéneos y responden de forma uni-
forme al tratamiento con firmacos deberdan ser
abandonados. Ademas, la respuesta de las células tu-
morales a los agentes citotoxicos puede estar influida
por el lugar de crecimiento lo que deberd tenerse en
cuenta a la hora de evaluar experimentalmente cual-
quier tratamiento. Clinicamente se observa con rela-
tiva frecuencia la remision de algunas metastasis en
un 6rgano mientras que otras, en diferentes érganos
del mismo individuo, no responden a la misma tera-
péutica (36).
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Por otro lado la heterogeneidad inmunolégica exis-
tente entre las células del tumor primitivo y las de sus
metastasis generara importantes problemas para el tra-
tamiento mediante inmunoterapia especifica, existien-
do mas posibilidades para la inmunoterapia inespecifi-
ca. En esta linea se han demostrado las propiedades
tumoricidas de los macréfagos activados que, puesto
que lisan las células tumorales con independencia del
fenotipo celular, podran burlar o superar la heteroge-
neidad tumoral, abriendo una via importante en el tra-
tamiento inmunoterdpico de las metdstasis (43).

Un notable problema derivado de la heterogenei-
dad tumoral es que la destruccién de la poblacién ce-
lular dominante (quimiosensible) en un tumor pue-
da permitir o promover la posterior proliferacion
desenfrenada de las células resistentes al farmaco. El
carcinoma de células pequenas del pulmoén, consti-
tuye entre otros, un ejemplo de esta forma fenotipica
de resistencia farmacolégica ya que mientras el tumor
primitivo es generalmente sensible a la quimioterapia
sus frecuentes recidivas suelen ser resistentes al trata-
miento (36).

De todo lo anterior se deduce que tras la tedrica
respuesta completa de un tumor al tratamiento inicial,
para evitar la rapida diversificacién celular de las po-
sibles micrometastasis y conseguir su erradicaciéon to-
tal, deberan utilizarse pronto y sucesivamente dife-
rentes alternativas terapéuticas (38).

INMUNIDAD Y METASTASIS

Regresion tumoral espontanea

La desaparicién completa de un tumor confirma-
do histolégicamente, en ausencia de tratamiento, cons-
tituye el mejor ejemplo de control del desarrollo tu-
moral por parte del huésped. Se han observado casos
de regresion espontdnea en la mayoria de los tumo-
res humanos, concentrandose sin embargo dicho fe-
némeno fundamentalmente en cuatro tipos tumora-
les: melanoma maligno, hipernefroma, coriocarcinoma
y neuroblastoma. Tanto en el melanoma maligno co-
mo en el hipernefroma los fenémenos regresivos se
han asociado con rechazo inmunolégico; asi los fe-
noémenos de regresiéon parcial o total de los melano-
mas malignos conllevan la presencia de un denso in-
filtrado linfocitario subyacente que desaparece después
de la regresiéon tumoral. Otros eventos, como induc-
cion a la diferenciacién, observada en neuroblastomas
y linfomas, o la deprivacién de nutrientes también pue-
den explicar los cambios regresivos (12).
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Inmunidad celular y metdstasis

Se ha intentado establecer el papel de la antigeni-
cidad de las células tumorales en la formacion de las
metastasis. Mediante estudios experimentales con tu-
mores de diferente capacidad inmunégena en ratones
singénicos, normales, inmunodeprimidos y con resti-
tuciéon inmunolégica se ha llegado a la conclusién de
que no pueden efectuarse generalizaciones acerca de
la naturaleza de la diseminacion metastasica ni de la
respuesta inmune (44). Dichos experimentos apoyan
no obstante la teoria emitida por Prehn (45) de que la
respuesta del sistema inmunitario frente a los tumores
es fundamentalmente de dos tipos (43): cuando el tu-
mor es escasamente inmunoégeno o en estadios inicia-
les del proceso tumoral la respuesta es estimulante,
mientras que en tumores altamente antigénicos el sis-
tema inmune produciria una inhibicién del crecimiento
tumoral. Estas observaciones experimentales tienen
una gran importancia clinica a la hora del tratamien-
to inmunoterapico de los tumores malignos, ya que si
son débilmente inmunoégenos la estimulacion del sis-
tema linfocitico T podria desencadenar el efecto con-
trario al deseado y producir un aumento importante
de la progresion tumoral (36).

Inmunidad inespecifica

La respuesta inmunitaria natural o inespecifica es
llevada a cabo por los macréfagos, anticuerpos natu-
rales, leucocitos polimorfonucleares y células natural

killer (NK) (12).

La funcién de las células NK no esta restringida por
el complejo mayor de histocompatibilidad y carecen
de memoria. Su accién es selectiva, ya que se realiza
habitualmente frente a las células tumorales o a célu-
las alteradas por cultivos prolongados, intensa y pre-
coz, porque su presencia en sangre periférica se ob-
serva a los cuatro o cinco dias de la estimulacién
antigénica. Son estimuladas por el interferén y la in-
terleucina-2 e inhibidas por la prostaglandina E2 (46).

Si el sistema inmune controlase el desarrollo tumo-
ral, los animales inmunodeficientes (timectomizados
o desprotegidos) deberian presentar un aumento os-
tensible de neoplasias, lo que de forma experimental
se ha demostrado que no sucede. Ello se atribuye al lla-
mativo aumento y a la incrementada actividad en estos
animales de las células NK. Los niveles de células NK
aumentan con la edad, se ha observado que el implante
subcutaneo, intramuscular o intravenoso de células tu-
morales en ratones desprotegidos de tres semanas dan
lugar a la posterior formacién de metadstasis, sin em-
bargo en animales de edad superior o igual a las seis
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semanas, momento en que se elevan los niveles de di-
chas células, las metastasis disminuyen llamativamen-
te. Esto se ha corroborado estimulando artificialmen-
te la actividad de las células NK con interferén en
ratones de tres semanas y observando la disminucién
de las metastasis que acompanan a dicha estimulacién
(36).

Por otro lado se ha demostrado que las células NK
son capaces de destruir las células tumorales circu-
lantes in vivo antes de su extravasacion mientras que
ejercen un efecto inhibitorio minimo una vez que se
han establecido las micrometdstasis (47). Ademds no
todas las células tumorales son susceptibles a la lisis
mediada por las células NK y se ha observado un au-
mento de resistencia a estas células citotoxicas por par-
te de las células aisladas de las lesiones metastasicas
cuando se las compara con las de los tumores primi-
tivos. Las células tumorales pueden protegerse durante
su diseminacién por el torrente circulatorio de las NK
mediante la agregacion plaquetaria y el revestimiento
por fibrina. Incluso ha llegado a sugerirse que los far-
macos anticoagulantes pueden ejercer mas su efecto
antimetastasico haciendo a las células tumorales mas
vulnerables a la accién de las células NK, que bloque-
ando su union al endotelio vascular (12).

Aunque experimentalmente se ha demostrado que
los leucocitos polimorfonucleares y los anticuerpos na-
turales pueden contribuir a las reacciones de defensa
natural del organismo en algunos tumores metastasi-
cos, mucha mayor importancia tiene el papel desem-
penado por el sistema fagocitico mononuclear. Los
macroéfagos tienen una potente actividad antitumoral,
poseen receptores para el fragmento Fc de las inmu-
noglobulinas y son capaces de liberar el factor de ne-
crosis tumoral, pero para poder ejercer sus funciones
citostaticas y/o tumoricidas deben ser activados por
linfocinas derivadas de las células T como el factor ac-
tivador macrofagico (MAF) u otros factores. Una de
las estrategias mas prometedoras para controlar la ac-
tivacion tumoricida de los macroéfagos in situ la cons-
tituye el uso de liposomas que con tienen factores ac-
tivadores macrofagicos, tanto MAF como muramil
dipéptidos. La colocacion de dichos liposomas a nivel
de los focos tumorales se contempla como una herra-
mienta importante en el tratamiento antimetastasico

(48).

La heterogeneidad tumoral implica también a las
propiedades inmunologicas de las células neoplasicas.
Se han hallado diferencias antigénicas entre los tu-
mores primitivos y sus metdstasis, probablemente de-
bido a la seleccion inmune efectuada durante el de-
sarrollo tumoral (12). El estudio de los datos de
diferentes sistemas tumorales sugiere ademas la coe-
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xistencia de determinantes inmunogénicos y supre-
sogénicos en un mismo tumor.

Por otro lado las células tumorales son capaces de
desarrollar mecanismos que les permitan escapar de
la vigilancia inmunolégica, destacando entre otros: a)
el enmascaramiento antigénico que se produce cuan-
do algunas moléculas se unen a determinantes anti-
génicos con lo cual no pueden ser reconocidas; b) Ia
liberacion antigénica, segun la cual los antigenos li-
berados pueden saturar la respuesta inmune que no
podria actuar contra las células tumorales; c¢) la tole-
rancia inmunolégica, que se puede ir adquiriendo a
través del desarrollo tumoral; y d) la presencia de fac-
tores bloqueantes, como la formacién de complejos
antigeno tumoral-anticuerpo especifico que al unirse
a los linfocitos T evitan que estos intervengan en la
destruccion tumoral (49).

Inmunidad especifica

Estda mediada fundamentalmente por linfocitos T'y
se caracteriza por su especificidad y memoria (la se-
gunda exposicién a los antigenos tumorales induce
una respuesta mayor y mds rapida que la exposiciéon
inicial), su accién tiene lugar tras el reconocimiento
del sistema mayor de histocompatibilidad (50). Datos
experimentales en animales sugieren que los linfoci-
tos T en general y los linfocitos T citotéxicos (CTL)
en particular pueden jugar un papel importante en el
control y rechazo de las metastasis (51).

Los linfocitos T activados son capaces de desarro-
llar una doble accién; a) la citotéxica, que puede ser
directa y especifica, desarrollada por los linfocitos T
citotoxicos a través de un contacto inmediato, o indi-
recta a través de los macrofagos o las linfocitotoxina
solubles; y b) la productora de linfocinas entre las cua-
les se puede situar al interferén. Una ampliacién de
la respuesta inmune se obtiene con la participacion
de los linfocitos T cooperadores cuya funcién consis-
te en favorecer la cooperacién entre los elementos in-
munocompetentes (linfocitos T, By macréfagos) mien-
tras que los linfocitos T supresores ejercen una accién
supresora directa o indirecta, de tipo especifico o ines-
pecifico, regulando su intervencion la intensidad de
la respuesta inmunitaria (46).

La presencia de infiltrado inflamatorio predomi-
nantemente linfocitico en las areas de regresion de al-
gunos tumores como los melanomas, ha llevado a plan-
tear estrategias terapéuticas mediante cultivo y expansion
con interleucina 2 de los linfocitos asociados a tumor y
su posterior reintroduccién en el paciente a nivel tu-
moral (52).
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Inmunidad humoral

El papel desarrollado por la inmunidad humoral
en la evoluci6én de las metdstasis no esta bien estable-
cido. Se han detectado anticuerpos dirigidos contra
antigenos tumorales en muchos tumores experimen-
tales pero en pocos humanos. Algunos estudios han
sugerido un papel negativo de la respuesta humoral
en el desarrollo de las metastasis, que se produciria a
través de factores bloqueantes existentes en el suero
de pacientes portadores de tumor, los cuales serian ca-
paces de revertir la citotoxicidad linfocitaria (36). Me-
diante plasmaféresis se han intentado eliminar los in-
muno-complejos formados por exceso de antigeno en
el torrente circulatorio para desbloquear la respuesta
inmunitaria (46).

CINETICA DE LA PROLIFERACION CELULAR.
CRECIMIENTO TUMORAL

Los tumores malignos estan formados desde el pun-
to de vista de la cinética celular, por una poblacién en
proliferacién constante, en la que existe no un creci-
miento anormal, ya que las células se dividen mediante
los mismos mecanismos que las normales, sino una
anomalia en la regulacion de dicho crecimiento (53).

Se conoce como ciclo celular al intervalo de tiem-
po transcurrido entre dos mitosis consecutivas y se di-
vide clasicamente en cuatro fases o estadios: G1 (pre-
sintesis), S (sintesis), G2 (premitética) y M (mitosis).
La fase G1: Es la fase de reposo tras la mitosis. Su du-
racién es muy variable constituyendo la fase mas lar-
ga del ciclo y es en ella donde las células de ciclo lar-
go pueden detenerse durante un gran periodo de
tiempo (fase G1 prolongada) o pasar a la fase no pro-
liferativa o quiescente (fase GO) desde la cual pueden
reincorporarse al ciclo entrando nuevamente en fase
G1 (53-56). Se conoce como punto de restriccién al
lugar de G1 en que se toma la decisién entre la proli-
feracién y la quiescencia. Las condiciones externas, al
menos en las células en cultivo, determinan el man-
tenimiento de las células en proliferacion o su paso a
una fase de reposo. Cuanto mds adverso sea el medio,
mayor sera el alargamiento de G1, aun sin entrar en
fase GO (5b).

Se considera a la fase G1 como la mds importante
para el control del crecimiento celular. Los farmacos
especificos de ciclo y fase de que disponemos no pue-
den atacar a la célula durante este estadio, lo que su-
pone que las células en GO o con un G1 tan prolon-
gado que les sea imposible abandonar dicha fase
durante el tiempo de aplicacién de la quimioterapia,
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sin riesgos vitales para el paciente, sobreviviran a di-
cho tratamiento con lo que el tumor no podra ser erra-
dicado en su totalidad (53, 55). Intentando obviar es-
te problema, se estan ensayando en los tltimos tiempos
nuevos agentes terapéuticos que actian como modifi-
cadores biolégicos a diferentes niveles del ciclo celu-
lar mas que como agentes citotéxicos no selectivos (57).

Por otro lado el efecto protector de la fase GO pue-
de servir de gran ayuda para la supervivencia de cier-
tos pacientes tras el tratamiento de algunos procesos
malignos. Asi, el que las células stem de la médula 6sea
se encuentren en dicha fase permite que se hallen pro-
tegidas durante la quimioterapia aplicada en pacien-
tes con leucemias o tumores metastdsicos. La deplec-
cién de la médula 6sea causada por el tratamiento
quimioterdpico estimula que las células stem protegi-
das entren en ciclo celular y por consiguiente repue-
blen la médula (56).

Desde el punto de vista cinético los tumores malig-
nos estan constituidos por una poblacién celular en
proliferaciéon constante que tiene similitudes con las
del compartimento de células en proliferaciéon conti-
nua existente en los mamiferos. Se ha comprobado
que en las primeras etapas del desarrollo tumoral las
células se multiplican de forma exponencial, lo que
supone que todas se encuentran en estadio prolifera-
tivo y no existen pérdidas; pero a medida que el tu-
mor aumenta de tamano lo hace también el tiempo
de duplicacion, es decir, tarda mas en duplicar su vo-
lumen de lo que cabria esperar si creciera de forma
exponencial pudiendo llegar incluso a un aplanamiento
de la curva de crecimiento, lo que matemdticamente
se conoce como una funcién gompertziana.

Entre los diversos factores barajados para explicar el
alargamiento del tiempo de duplicacién tumoral se en-
cuentran (54): a) Alargamiento del ciclo celular. b) Dis-
minucién de la fracciéon de crecimiento (FC) represen-
tada por la proporcién de células tumorales en estadio
proliferativo consecutiva a un aumento de la propor-
cion de células maduras y/o quiescentes (G0) dentro
del tumor. c) Aumento de pérdida celular debido a: i)
Fenomenos necréticos, muy frecuentes en tumores gran-
des por nutricién inadecuada de las células mas aleja-
das de los capilares. No debe olvidarse que se ha com-
probado que los tumores presentan zonas de necrosis a
unas 150 micras de distancia de los capilares nutrientes.
ii) Mitosis defectuosas. iii) Mecanismos defensivos del
huésped que, a veces, ocasionan destruccion celular. iv)
Desprendimiento de grupos celulares a partir del tumor
primitivo para dar lugar a focos metastasicos.

El conocimiento de la curva de crecimiento tumo-
ral tiene importantes connotaciones terapéuticas y pro-
nosticas ya que, cuando un tumor presenta una curva
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exponencial de crecimiento, gran nimero de células
seran sensibles a los farmacos especificos de cicloy de
fase, tal y como sucede en los primeros estadios (casi
siempre en fase subclinica) de la mayoria de los tu-
mores s6lidos y en las leucemias agudas, entre otros.

Las lesiones metastdsicas tienen también una curva
de crecimiento gompertziana aunque, salvo excep-
ciones, tienden a crecer mas rapidamente que el tu-
mor primitivo debido posiblemente, entre otras razo-
nes, a estar compuestas por células con mayor potencial
maligno y menor capacidad de diferenciaciéon (54).

Es 16gico pensar que el tratamiento de los tumores
solidos mejoraria mucho si tuviéramos farmacos efi-
caces frente a las células quiescentes, o si pudiésemos
hacer que éstas entrasen en ciclo, lo que se conoce co-
mo fenémeno de reclutamiento. Esto se esta inten-
tando de forma experimental reduciendo la masa tu-
moral para condicionar que las células residuales
adquieran una curva de crecimiento exponencial. En
esta circunstancia tiene su justificacion la cirugia re-

ductora (53).

PARAMETROS DE AGRESIVIDAD TUMORAL

Como comentabamos en el primer articulo de esta
serie, entre un 50 y un 60% de los pacientes presen-
tan ya micrometastasis, la mayor parte de las veces in-
detectables con los procedimientos diagnosticos ac-
tuales, en el momento en que se identifica el tumor
primitivo (11, 17, 58, 59). Estas son habitualmente mul-
tiples y aumentan progresivamente, de manera que la
identificacion clinica de una de mayor tamano en al-
glin 6rgano va acompanada casi indefectiblemente de
la existencia de otras micrometastasis ocultas en dis-
tintos 6rganos. Las diferencias en cuanto a tamano,
tiempo de evolucion y localizacién, unido a la hete-
rogeneidad celular que presentan las diferentes me-
tastasis, hacen muy dificil su erradicacién por los mé-
todos terapéuticos actuales, de ahi la importancia de
encontrar nuevos parametros pronosticos sobre la ca-
pacidad metastasica de un determinado tumor (58).

Un parametro clasico, utilizado desde hace anosy de
importancia para ciertos tipos de tumores lo constituye
el tamano tumoral. Asi, en los canceres de mama, co-
lon, recto y en el melanoma, existe una clarisima co-
rrelacién entre el tamano tumoral y la existencia de me-
tastasis, mientras que neoplasias como el tumor de células
pequenas de pulmoén o el carcinoma prostatico, entre
otros, presentan una rapida diseminacién antes de ad-
quirir un tamano considerable. La vascularizacién tu-
moral podria explicar la correlacién entre tamano y ca-



354 C. ROMAN CURTO Y COL.—EL PROCESO METASTASICO. Ill: EXTRAVASACION Y PROLIFERACION EN EL ORGANO DIANA

pacidad metastdsica, ya que el nimero de células tu-
morales que penetra en la circulacién guarda relacion
directa con el volumen tumoral y la superficie total que
presentan los vasos tumorales. No obstante, el hecho
comprobado de que la presencia de células tumorales
circulantes no indica necesariamente el establecimien-
to de un foco secundario, hace plantearse otras posibi-
lidades que expliquen dicha correlacién. Asi se postula
el que células con mayor potencial agresivo puedan dar
lugar a tumores mas activos y de mayor tamano, o bien
que los tumores mas grandes presenten al sistema in-
munocompetente una masa con mayor capacidad anti-
génica que la de las células tumorales diseminadas, con
lo que se facilitaria el desarrollo de estas ultimas, que
podrian asi escapar a la vigilancia del sistema inmuno-
competente (58). Sin embargo el tamano tumoral no
puede considerarse un parametro de agresividad per se
ya que no nos permite explicar la diferente capacidad
invasiva existente entre tumores como el leiomioma ute-
rino, neoformacién benigna que alcanza importantes
dimensiones, y los tumores malignos de gran volumen.

Multitud de pardmetros como localizacién anat6-
mica de los tumores, tasa de crecimiento tumoral, ca-
riotipo, cinética de las células tumorales, y mecanismos
bioquimicos involucrados en la cascada metastdsica,
entre otros, estan siendo estudiados en orden a poder
predecir, con la mayor exactitud posible, la capacidad
metastasica de un determinado tumor.

Tras el descubrimiento de genes supresores tumo-
rales como el p53, p16, RB1 (proteina supresora tu-
moral del retinoblastoma), prohibitina y estatina, en-
tre otros (56), otro evento de especial importancia en
el terreno de las metdstasis lo constituy6 el hallazgo
de una proteina potencialmente supresora de la me-
tastatizacion, conocida como nm23 (no metastasica
23), asociada a un gen que se encontraba ausente o
estaba inactivo en las células metastasicas (60), locali-
zado en el brazo corto del cromosoma 17. Niveles ba-
jos de dicha proteina se asociaron inicialmente con la
apariciéon de metastasis en tumores primitivos mama-
rios, entre otros (61), llegandose a plantear que la de-
terminacién de nm23 podria constituir un parimetro
de utilidad clinica a la hora de identificar a los pa-
cientes con mayor riesgo para presentar metastasis; sin
embargo, estudios posteriores en diferentes tipos tu-
morales han revelado resultados contradictorios (62).

Uno de los hallazgos mas prometedores fue publi-
cado en diciembre de 1994 por Kim y cols. (63); di-
chos autores asociaron de forma especifica la activi-
dad de la telomerasa humana con la inmortalidad
celulary el cancer, pudiendo ser éste el parametro de
agresividad mas especifico de los descritos hasta el mo-
mento actual.
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Para una mejor comprensién de ello hemos de re-
cordar que los telémeros son estructuras especializa-
das situadas en los extremos de los cromosomas, fun-
cionando presumiblemente en su proteccién vy
replicacién. Se componen de cientos de miles de do-
bletes repetidos de la secuencia TTAGGG y proteinas
asociadas. Por cada division celular los cromosomas
pierden entre 50 y 200 nucleétidos de la secuencia te-
lomérica; se ha propuesto que este acortamiento de
los telémeros sea el reloj mitético por el que las célu-
las cuentan sus divisiones, de manera que un teléme-
ro lo suficientemente corto podria ser la senial para la
senescencia replicativa en las células normales. Las cé-
lulas inmortales no pierden la secuencia telomérica
con la divisién celular, lo que sugiere que el mante-
nimiento de los telémeros es un requerimiento para
que las células escapen de la senescencia replicativa y
proliferen indefinidamente.

Por su parte la telomerasa, identificada por Greider
y Blackburn (64), es la ribonucleoproteina que sinte-
tiza el DNA telomérico y esta directamente involucra-
da en el mantenimiento del telémero quedando por
lo tanto ligada a la inmortalidad celular. La actividad
de la telomerasa es al menos mil veces mayor en las
células inmortales que en las mortales.

La actividad de la telomerasa ha sido positiva en li-
neas celulares derivadas de tejidos germinales (ovario
y testiculos) y en la gran mayoria de los tumores ma-
lignos testados (hepatocarcinoma, carcinoma de co-
lon, neuroblastoma, tumor pulmonar de células pe-
quenas,...) siendo negativa en los tejidos proximos a
las neoplasias y en tumores benignos rapidamente pro-
liferantes como los leiomiomas. Estos datos confirman
la fuerte represion de la telomerasa en tejidos soma-
ticos normales sugiriendo que la progresiéon maligna
puede depender de la activaciéon de la telomerasa y
que la inmortalidad celular es requerida para mante-
ner el crecimiento tumoral. De lo anterior se deduce
que la medicion de la actividad de la telomerasa pue-
de ser de gran ayuda diagnoéstica y que su represion a
nivel tisular podria reducir la probabilidad de pade-
cer cancer (63). El conocimiento de que los teléme-
ros de las células tumorales son mas cortos que los de
las células normales amplia sus posibilidades tera-
péuticas, ya que los agentes inhibidores de la telome-
rasa podrian producir la pérdida de los telomeros en
las células tumorales y su muerte, antes de que las cé-
lulas normales pierdan una cantidad de telémero lo
suficientemente grande como para que sufran un da-
no importante (65).

No obstante en los ultimos tiempos se ha llegado a
saber que algunos tumores avanzados carecen de te-
lomerasa, que ciertas células somaticas (macrofagos,
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linfocitos) sintetizan dicha enzimay que a veces las cé-
lulas pueden compensar su pérdida. Si en las neopla-
sias humanas se produjese frecuentemente la activa-
cién de una ruta alternativa recuperadora de telémeros
la terapia dirigida contra la telomerasa podria no re-
sultar eficaz (65).

Abstract.—In this part three, we review the
mechanisms of extravasation and proliferation in
the target organ. The phenomena that occurs at the
level of capillaries and arterioles, and mainly the
tumoral angiogenesis, are summarized. We analize
the formation of new capillary loops, the different
known angiogenic and antiangiogenic factors and
their therapeutic consequences.

We review the factors that contribute to the stage of
tumor dormancy: non-vascularization of the tumor
cells, host growth factors dependency, immunologic
contention, and tumoral heterogeneity.

Finally, we discuss some aspects of the cell kinetics
and tumor growth, mainly quiescent stage (GO)
during which cells elude chemotherapy attacks. We
study some aspects of tumoral agressiveness, mainly
telomerase activity and its relationship with cell
immortality and cancer.
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Addendum

El proceso metastasico fue revisado intentando te-
ner una visiéon global sobre la enfermedad metastasica
que nos sirviera de soporte y nos permitiera comprender
e interpretar, en el contexto adecuado, las observacio-
nes clinicas e histopatolégicas, que sobre las metdsta-
sis cutdneas ibamos obteniendo durante la realizacion
de nuestra tesis doctoral. Fue escrito exclusivamente
para ello y en ningtin momento pretendi6 ver laluz en
una publicacién (a modo de articulo en revista o li-
bro). Sélo se ha publicado integro tras la decisién del
Dr. Sanchez Yus (al que expreso mi agradecimiento)
siendo nosotros los primeros sorprendidos.

Aunque desde que acabamos la revisiéon bibliogra-
fica, a finales de 1996, los conceptos bdsicos sobre el
tema no se hayan modificado, en esencia no podemos
obviar que en éste como en otros muchos campos, mas
aun cuando de investigacion bdsica se trata, se ha se-
guido avanzando conociéndose nuevos factores y/o
desentranandose mejor algunos de los mecanismos
implicados. Si bien no vamos a entrar detenidamente
en ellos, quisiéramos realizar a modo de ejemplo dos
comentarios:

1. Cada dia se consolida mds el papel esencial ju-
gado por la angiogénesis en la progresiéon tumoral de
la mayoria de las neoplasias sélidas, existiendo no obs-
tante un estudio al menos que demuestra que los car-
cinomas orales son menos dependientes de ella, pro-
bablemente debido a mutaciones genéticas (1).
Ademas, se han hallado nuevos factores angiogénicos
como los factores de crecimiento endotelial vascular
By C (VEGF-B, VEGF-C), estando este tltimo asocia-
do al desarrollo de vasos linfdticos (2), y factores an-
tiangiogénicos entre los que se encuentran el U-995
(3) yel MV833 (4). Experimentalmente se ha proba-
do la eficacia de la terapia génica antiangiogénica me-
diante: a) la insercion de un vector adenoviral AdEx-
Tek capaz de bloquear la activacién de la Tie2 (receptor
tirosinasa quinasa especifico del endotelio con capa-
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cidad angiogénica) (5); y b) del gen sFLT-l capaz de
inhibir el factor de crecimiento endotelial vascular y
aumentar la supervivencia (6).

2. Por otro lado cada vez son mas los estudios con-
tradictorios sobre el papel predictor del nm-23 con re-
lacién a la capacidad metastasica tumoral, habiéndose
asociado su expresion incluso con metdstasis distantes
de carcinoma gastrico (7), lo que nos dificulta el poder
utilizarlo como un marcador fiable de identificacion de
los pacientes con mayor riesgo de padecer metastasis.

Por ultimo (aunque no lo dltimo) dejar constancia
de que el principal impulsor de este proyecto docto-
ral, sin cuya orientacién y rigor no hubiera podido lle-
varse a cabo, fue el profesor Armijo, y que, por error
involuntario que pretendemos desde aqui subsanar,
no fue incluido como autor en la primera parte. Apro-
vecho estas lineas para rendir mi mas profundo y res-
petuoso homenaje al hombre y al maestro que atn
hoy, desde la otra orilla de la existencia, sigue siendo
el profesor Armijo.
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