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Resumen. Los dos mecanismos bioldgicos que determinan la malignidad del cancer son la
infiltracion y la metéstasis, para los cuales el microambiente tumoral juega un papel decisivo al
crear y establecer las caracteristicas de crecimiento, morfologia e invasividad de un tumor
maligno. El microambiente estd formado por un tejido complejo que contiene la matriz
extracelular, las células tumorales y no tumorales, una red de sefiales por citosinas, quimosinas,
factores de crecimiento, proteasas, que controlan la comunicacion autocrina y paracrina entre las
células individuales, haciendo posible la progresion tumoral. Durante el desarrollo del tumor
primario, el estroma tumoral y los continuos cambios genéticos en sus células hacen factible que
ellas migren, debiendo contar con un nicho premetastasico receptor que permita su
supervivencia y su crecimiento a distancia. Estos nichos son inducidos por factores producidos
por el tumor primario, que si es erradicado, los nichos activos pasan a ser los responsables de
la activacion de las células diseminadas que estan en estado de latencia. Dada la importancia de
estos mecanismos se revisan las estrategias que desarrollan las células tumorales durante la
progresion tumoral y la forma en que el microambiente influye en la formacion de las
metastasis. También se plantea que el nicho metastasico puede ser un blanco ideal para nuevas
terapias que hagan posible el control de las metastasis.
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Introduccion

El término metéstasis se define como “el proceso de diseminacion de las células
cancerosas desde su lugar de origen hasta un 6rgano distante” (1), siendo un proceso
complejo, que comprende varias etapas: a) la activacion de la transicion
epitelio/mesénquima o EMT en ingles, durante el cual las células cancerosas pierden
tanto el contacto célula-célula como la adhesion al sustrato, adquiriendo la propiedad de
movimiento; b) la invasion local, para lo cual las células malignas degradan la lamina
basal, que es la matriz extracelular especializada que organiza los tejidos epiteliales
separandolos del estroma, que juega un papel importante tanto en la sefializacion como
en ser reservorios de factores de crecimiento liberados por las células tumorales; ¢) la
intravasacion, durante la cual las células tumorales atraviesan la pared de los vasos

sanguineos y entran en la circulacion; d) la capacidad de sobrevivir en el torrente
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circulatorio; d) la extravasacion, propiedad de las células tumorales de salir del torrente
circulatorio, atravesando la pared de los vasos sanguineos en el tejido de un 6rgano en
particular; €) establecimiento de las células tumorales en los tejidos del érgano donde se
va a formar la metéstasis, es decir de un nicho premetastasico para crear un ambiente

favorable para el crecimiento de las células cancerosas (Fig 1).

Cada uno de los pasos necesarios para que se produzca la metastasis, desde la llegada de
las células malignas hasta su crecimiento y proliferacion en el 6rgano huésped, esta
dirigido por las alteraciones genéticas y/o epigenéticas adquiridas y acumuladas durante
el curso de la progresion del tumor (2,3). A pesar de los recientes avances en las
técnicas quirdrgicas, la radioterapia y el desarrollo de terapias dirigidas molecularmente,
la mayoria de las muertes debidas a cancer -méas del 90%- son el resultado del
crecimiento progresivo de las metastasis resistentes a las terapias (4). Las células
metastasicas proceden de una poblacion de células biolégicamente heterogéneas del
tumor primario que en el tiempo son seleccionadas, experimentan una alta tasa de
mutacion espontanea, una mayor tendencia a sufrir una rapida diversificacion fenotipica

y ser resistentes a los tratamientos terapéuticos (5).

La supervivencia de las celulas malignas en el oOrgano receptor para formar
micrometastasis no estd asegurada, ya que pueden existir diferencias entre el
microambiente del tumor primario y el lugar a donde se estableceran las células
cancerosas (6). Por tal razon se ha propuesto el modelo de nicho premetastasico, el cual
se puede describir como “el lugar con las condiciones microambientales necesarias
para la supervivencia de las células tumorales diseminadas” (7). Para que su
adaptacion ocurra, ellas despliegan mecanismos para modificar el nuevo
microambiente. Para ello establecen, junto con las células del estroma, una red de
sefializacion para promover su crecimiento, satisfacer las demandas metabdlicas para
sintetizar proteinas proangiogénicas para formar nuevas redes vasculares y facilitar la

supervivencia inicial en la nueva localizacion ectépica (8).

La metéstasis es un proceso bastante ineficiente, por lo que es llamado “ineficiencia
metastasica”, ya que en los modelos animales solo un 0,01% de las células tumorales
que entran en la circulacion tiene éxito en la formacion de un tumor secundario (9). Con
estos modelos ha sido posible seleccionar poblaciones de células con fenotipo

metastasico, y que estas células presentan cada vez mas una selectividad después de



cada ciclo de seleccion por un 6rgano especifico en particular (10). Por otra parte, la
inestabilidad gendmica de las neoplasias aumenta la probabilidad de que algunas células
adquieran competencias que le permitan desarrollar metéstasis. Varios estudios han
demostrado que el incremento de la capacidad metastasica no es el resultado de
mecanismos de adaptacion de las células tumorales que les permitan el crecimiento en
un érgano especifico, siendo mas bien la seleccion gradual de un clon con mutaciones
diferentes de las observadas en el tumor primario. La inestabilidad genémica y la
heterogeneidad de las células cancerosas, se evidencia en las pérdidas, ganancias y
reordenamiento cromosdémicos de los tumores (11). Las nuevas tecnologias de
secuenciacion en paralelo han permitido el analisis de alta resolucion del genoma de los
pacientes con cancer, haciendo posible comparar el tumor primario con respecto a la

metastasis.

Estos estudios han puesto de manifiesto que existen genes inactivos en el tumor
primario, mientras que en la metastasis ellos estan activados, lo cual hace posibles
activar otros oncogenes, confirmando el concepto de heterogeneidad tumoral (12).
Adicionalmente, se ha observado que el patron de mutaciones es compartido en la
metastasis de un mismo drgano, en tanto que es diferente entre las metastasis de
diferentes 6rganos de un mismo paciente, lo cual ha permitido establecer la hipotesis de
que las metéstasis derivan de una expansion clonal, donde los sub-clones que colonizan
un érgano ya tiene alteraciones genéticas que permiten la adecuacion especifica al
medio (13). El periodo de tiempo que transcurre entre la infiltracion del 6rgano y la
colonizacién del mismo, se conoce como tiempo de latencia, en la que algunas células
tumorales se mantienen fuera del ciclo celular en los 6rganos secundarios, en tanto que
otras son incapaces de provocar cambios angiogénicos necesarios para la expansion
tumoral (14).

Por lo visto se puede asegurar que la metastasis es un proceso que estd determinado por
una compleja red de interacciones entre las células metastasicas y su microambiente en
los drganos afectados, razdén por la que se hace necesario actualizar los aportes
realizados para el conocimiento de los diferentes elementos del microambiente que
participan en la formacion de la metastasis. ES necesario centrar la atencion sobre las
principales interacciones que se establecen entre las células tumorales y el

microambiente a partir del tumor primario hasta alcanzar el sitio donde se origina y



desarrolla la metastasis. En todos estos fenomenos hay que considerar también el

tiempo como un factor de singular y trascendental importancia (Fig.2).

Componentes del nicho premetastasico.

El nicho metastasico juega un papel fundamental dentro de los factores primordiales que
determinan el éxito o el fracaso de la metastasis. En su formacion ocurren una serie de
eventos donde destacan: la modificacion de la matriz extracelular, MEC; la
remodelacion de la red vascular; la participacion de células de la médula 6sea; la
hipoxia y la expresion de una gran variedad de moléculas de sefializacion. A ello se
suma la participacion de células no transformadas, como es el caso de los fibroblastos y
las células endoteliales, mas la deposicion de moléculas tales como la fibronectina,
tenascina-c y la periostina (15). En cuanto a tejidos receptores particulares, la fibulina-5
reduce sus niveles para que la metaloproteasa MMP-9 remodele la matriz en la
metastasis del higado y pulmdn, contribuyendo de esta manera a la formacion del nicho
metastasico (16). La enzima lisil-oxidasa, LOX, participa activamente en la
remodelacion de la matrix MEC y en la formacion del nicho, ya que esta enzima tiene la
capacidad de enlazarse al colageno y la elastina. La expresion de la enzima LOX es
incrementada en las células tumorales expuestas a condiciones de hipoxia (17). El
desarrollo y consolidacion de estas investigaciones tienen su origen en los trabajos
pioneros de Kaplan y col (18), quienes utilizaron tantas muestras de tejidos humanos de
pacientes con cancer como las lineas celulares LLC y la B16 en un modelo animal.
Ellos demostraron que las células progenitoras hematopoyéticas de la médula désea, que
expresan el receptor-1 del factor vascular de crecimiento endotelial VEGFR-1, forman
agregados celulares en los nichos pre-metastasicos. La utilizacion de anticuerpos
especifico contra VEGFR-1, asi como la eliminacion de estos agregados celulares pre-
metastasicos impiden la formacion de la metastasis. También estudiaron la adhesion y
formacion de agregados celulares después de la implantacién de las células tumorales,
observando un incremento en la expresion de la fibronectina y un aumento en la
proliferacion de los fibroblastos residentes en respuesta al tumor primario.

Por otra parte, las metaloproteasas -en particular MMP-9 producidas por las células
progenitoras de la médula ésea- degradan la membrana basal acelerando la extravacion
de células con fenotipo VEGFR-1" en el nicho. Junto a la fibronectina, asociada con las
células estromales, las células VEGFR-1" alteran el ambiente local, lo cual activa la

integrina y la quimiosinas para promover la adhesién, supervivencia y crecimiento de



las células tumorales. EI tumor primario induce la produccion de MMP-9 de las células
endoteliales y macrofagos del pulmdn a través de un mecanismo dependiente de
VEGFR-1/FLT-1 tirosina quinasa, TK, que promueven la metéstasis. Por otra parte, en
muestras extraidas de pacientes que poseian tumores en otros organos fuera del pulmon
se examind la expresion de MMP-9 en regiones sanas del pulmén. En el pulmon de
pacientes con cancer de esdfago, melanoma, ovario, etc se encontrd una alta expresion
de MMP-9, lo cual sugiere que los tumores primarios pueden estimular la produccién

de MMP-9 en regiones pre-metastasicas (19).

Tipos de células

Existen varios tipos de células que forman parte de los componentes importantes del
nicho metastasico, destacando poblaciones heterogéneas de células inmunes, células
endoteliales, fibroblastos, macrofagos, pericitos y células progenitoras de la médula
0sea, entre las que destacan:

Las células inmunes.- Estan representadas por las células que participan activamente en
los procesos de inmunidad, incluyendo macréfagos, neutréfilos, mastocitos, células
supresoras de origen mieloide, células dendriticas, células asesinas naturales o NK, mas
células de la inmunidad adaptativa tales como linfocitos T y B. Las células inmunes que
infiltran el tumor, excluyendo las células NK, producen citosinas promotoras de
tumores tales como el factor de necrosis tumoral a o TNFa y los tipos interleucinas IL-
1B, IL-6, IL-8, que incrementan la sefializacion en las células pre-malignas. Asi mismo,
esta sefializacion no solo estimula la progresion tumoral, sino que induce la produccion

de citosinas por parte de las propias células tumorales (20).

Neutrdfilos.- Son los leucocitos humanos mas abundantes, siendo las primeras células
que acuden al sitio de la infeccion. Su degranulacion libera enzimas liticas, asi como
también especies reactivas ROS, O, H;0, HOCL con potencial microbiano (21).
Tambien producen citosinas como TNFa, IL-1B, IL-1Ra, IL-12 y VEGF; las
quimiosinas CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL3, and CCLA4, involucradas en la
angiogeénesis (22). La quimiosina CXCL8 es producida abundantemente por las células
tumorales, que liberadas al microambiente, representan un potente quimioatrayente de
neutrofilos al interior del tumor. Ademas, CXCL8 y otras quimiosinas se han asociado
con la angiogénesis por activacion directa de CXCR2 (23) extracelular, en particular la
MMP9 (24). La citosina TNFa, liberada en el microambiente tumoral, esta relacionada
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con la progresion tumoral induciendo la degranulacion de los neutréfilos, liberando
VEGF y favoreciendo la angiogénesis por la producién de CXCL8, CXCL1 (25)

Células Dendriticas.- Representan una poblacion heterogénea constituida por dos tipos
de células: la mieloide CD11c* y CD123" y las plasmocitoides CD11c y CD123 " (26).
Se ha demostrado que en diversos tipos de tumores, ellas presentan alteraciones
especificas en su capacidad estimulante con el consecuente desarrollo anémalo de la
diferenciacion de las células mieloides (27). Uno de los mecanismos por medio del cual
hay una diferenciacion anormal de las células mieloide, es la activacion constitutiva de
los traductores de sefial del activador de transcripcion-3, STAT3 que promueve la
proliferacion continua y la acumulacion de células mieloides inmaduras, contribuyendo
a la supresion de la respuesta inmune ante el tumor asociada a la angiogénesis (28). Dos
moléculas pro-inflamatorias liberadas por las células dendriticas, como son TNFa y la
osteopontina, estan asociadas a la angiogénesis (29,30). Las células dendriticas pueden
secretar quimiosinas proangiogénicas tales como CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5,
CXCL8 y CCL2 (31). Por el contrario, células dendriticas maduras pueden inhibir la
angiogeénesis por la liberacion de la citosina IL-12 y las quimiosinas CXCL9, CXCL10
y CCL21 (32).

Células supresoras de origen mieloide.- Estas células, por sus siglas MDSCs,
representan un papel activo en la promocion de tumores y en la evasion de la respuesta
inmune. Cuando son células inmaduras parecen tener caracteristicas de
monocitos/macréfagos y granulocitos. (33). Altos niveles de factores pro-inflamatorios
en el ambiente microtumoral, tales como GM-CSF, IL-1b, IL-6, y S-100, inducen el
reclutamiento y expansion de las células supresoras de origen mieloide, aumentando la
actividad pro-tumoral (34). Por otra parte, las MDSCs participan en la promocion de la
angiogénesis del tumor, a través de la liberacion de factores solubles tales como MMP9
y VEGF. Datos experimentales sugieren que estas células son también capaces de
diferenciarse en células endoteliales (35).

Células asesinas naturales.- Estas células, conocidas como NK, son efectoras de
linfocitos de la inmunidad innata que potencialmente pueden controlar los tumores por
su actividad citotéxica. Como otros tipos celulares, las células NK pueden infiltrarse
dentro de la masa tumoral, donde su microambiente es capaz de afectar la funcionalidad

de estas células por una amplia gama de citosinas y factores solubles, ya sea inhibiendo



la funcion citotoxica o promoviendo el fenotipo angiogénico. Células NK del tipo
CD56™"y CD16™ predominante en el cancer de pulmén, ejercen baja citotoxicidad en
las células K562 (36). Se ha reportado que la infiltracién de células NK en cancer de
pulmon (NSCLC) produce elevados niveles de VEGF, PIGF y IL-8, induciendo “ex
vivo” actividad angiogénica (37). La reduccion de la actividad de las células NK se
asocia con la generacion del nicho premetastasico y la eficiencia de la metéstasis en
modelos murinos (38).

Células T.- La inhibicion del flujo de linfocitos T durante la angiogénesis y la
remodelacion del estroma representa una caracteristica del microambiente tumoral,
dando lugar a alteraciones de su funcionalidad. Ello es debido a la activacion y
expansion de las células mieloides y los factores solubles secretados por el tumor y las
células inflamatorias. El tipico ambiente tumoral inmunosupresivo es caracterizado por
una fuerte induccion de CD4+ CD25+ FOXP3 Treg y activacion de Th2, Th17 (39,40).
En el cancer de ovario la hipoxia induce la angiogénesis en humanos y ratones, donde
CD4+ CD25+ Treg secreta altas cantidades de VEGFA y promueve la proliferacién de
células endoteliales tanto “in vitro” como “in vivo”. En un tumor de ovario trasplantado
en ratdn, la deplecion de Treg se correlaciona con una reduccion de VEGFA, sugiriendo
el papel de Treg en la angiogénesis en este tipo de tumor (41)

Células B.- La estimulacion de las células B culmina en la produccion de
las inmunoglobulinas Ig que participan en la inmunidad humoral. Ellas segregan una
variedad de citosinas como las interleucinas IL-6, IL-10, el factor de necrosis tumoral
TNF-a, el factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos GM-CSF y la
linfotoxina LT, que participan en la inmunidad humoral (42). En el desarrollo de
tumores solidos, con caracteristicas similares a los tejidos dafiados con disfuncion
inmune, como lo es la infiltracion de células inmunes crénica, remodelacion tisular o la
angiogénesis, no es sorprendente que individuos con enfermedades autoinmunes
presentan un mayor riesgo de sufrir cancer (43). Proteinas del complemento se asocian
con las inmunoglobulinas y forman complejos circulantes inmunolégicos CIC, cuya
deposicion en el parénquima es debida a los defectos en la red vascular, bien sea por el
tumor o por una angiogénesis patoldgica, lo cual inicia una cascada de reacciones (44).
En algunos tipos de cancer se ha encontrado que los niveles de complejo CIC en el
parénquima tumoral se correlacionan con un aumento de la carga tumoral, por tanto
indica un mal pronostico (45). En el modelo de ratén K14-HPV16, portador de un
carcinoma de células escamosas SCC, la supresion de linfocitos B y T produjo una
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disminucion de la angiogénesis y de la hiperproliferacion epitelial. La transferencia de
células B (B220+CD19+) de ratones K14-HPV16 en ratones K14-HPV16, deficientes
de linfocitos T y B, restauraron las caracteristicas malignas como son la
hiperproliferacion y la angiogénesis. Estos datos sefialan que la activacién de las células
B es esencial para el desarrollo de una neoplasia epitelial, y que mediadores solubles
secretados por las células B son necesarios para establecer un proceso inflamatorio que
potencie la progresion tumoral (46).

Mastocitos.- Representan un subtipo peculiar de granulocitos que desempefian un papel
central en el proceso inflamatorio, participando en la vascularizacién durante la artritis
(47). También se han encontrado que participan en la vascularizacion de tumores
malignos hematoldgicos, donde pueden integrarse en la pared del vaso por un proceso
de mimetismo vascular (48). La participacion de los mastocitos en el proceso de la
angiogenesis esta asociada con la produccion de diversos citosinas y quimosinas (49).
Por otra parte, las proteasas producidas por los mastocitos promueven la angiogénesis
(50). La b-triptasa es una proteasa neutra que representa un abundante mediador que se
encuentra almacenada en los granulos de los mastocitos y juega un papel importante en
la inflamacion, ya que activa la liberacion de la proteasa por los receptores tipo 2 que

esta directamente involucrado en la vascularizacion (51).

Los macréfagos asociados al tumor.- Los macréfagos asociados al tumor TAM, se
comportan como reguladores de la tumorogénesis, bien sea como residentes 0 como
derivados de la médula désea o bazo. Los macr6fagos son considerados clasicamente
como células efectoras durante la defensa inmune, sin embargo numerosos estudios han
demostrado su papel en la progresién tumoral (52). Estos macréfagos son una fuente
importante de proteasas, como la cisteina y la catepsina, que participan en la progresion
tumoral (53) Los TAM presentan funciones antagonicas entre la homeostasis del tejido
normal y la tumorogénesis, razén por la cual los macr6fagos son funcionalmente
plasticos y pueden alterar su fenotipo para adaptarse a diferentes condiciones
fisiologicas (54). Los TAM pueden presentar un fenotipo “M1” que producen la citosina
pro-inflamatoria tipo | que participa en la presentacion de antigenos, jugando un papel
antitumorogénico, mas un fenotipo “M2” que producen citosina tipo Il que promueven
la respuesta anti-inflamatoria y la funcién protumorogénica (55). Se ha sugerido que en

algunas condiciones ambientales, como en la hipoxia tumoral, en una transicion de



“M1” a “M2”, los TAM se acumulan en las regiones de hipoxia del tumor, ademas de la
endotelina-2 y VEGF. Hay que destacar que la acumulacion de TAM, se correlaciona
con la angiogénesis y la posterior adquisicion del fenotipo invasivo (56). Por otra parte,
en un modelo de raton, se ha identificado una poblacion de macréfagos asociado a la
metastasis, MAMSs, que promueve la extravasion, diseminacion y crecimiento de las
células de cancer de mama en el pulmén. La inhibicién de la sefializacion por parte de
CCL2-CCR2, inhibe la acumulacion de MAMs y reduce la metastasis (57) Ademas, la
coagulacién juega un papel importante durante la metastasis, por lo que la proteina de
coagulacién o factor tisular TF se correlaciona con un mal prondstico para los pacientes,
ya que interfiere con las células NK a través de la lisis de las micrometastasis. La
proteina TF induce la formacién de coagulos de plaquetas que estimulan el
reclutamiento de macrofagos derivados de la médula dsea, con la consiguiente
supervivencia de las células de melanoma en el pulmon. Estos coagulos reclutan células

MDSCs en los nichos secundarios, impidiendo el rechazo inmunolégico del tumor (58).

Fibroblastos asociados al cancer.- Los fibroblastos asociados al cancer, CAFs, son las
células predominantes del tejido conectivo responsables de la elaboracién de los
componentes de la matriz extracelular y la membrana basal, estando asociados a la
diferenciacion de las células epiteliales, siendo mediadores de la respuesta inmune (59).
Estos fibroblastos son altamente numerosos en el microambiente tumoral, siendo muy
distintos de los fibroblastos normales. En ratones, células epiteliales de prostata normal
originan tumores intraepiteliales cuando se co-inyectaron con fibroblastos asociados al
cancer, pero no cuando se inyectaron con fibroblastos normales (60). Igualmente, en
cancer de mama, los fibroblastos asociados al cancer estimula la metéstasis de células
malignas, mientras que los fibroblastos normales suprimen la metastasis (61) Esto
evidencia que los fibroblastos asociados al cancer constituye una célula algo diferente
de su contraparte normal. Por otra parte, no esta claro el origen de los fibroblastos
asociados al cancer durante la progresion de la enfermedad (62), algunos estudios
sugieren que se generan a partir de la transicion endotelio-mesénquimal EMT de las
celulas endoteliales de los vasos sanguineos asociados a los tumores (63) La transicion
TEM, promueve la generacion de fibroblastos asociados al cancer en la cual tumores de
origen epitelial, como mama y prostata, las células epiteliales se dediferencian para
generar células mesenquimales, que expresan marcadores de los fibroblastos asociados

al cancer (64). Los fibroblastos asociados al cancer interactian con las células tumorales



y otros componentes del estroma a través de la produccion y secrecion de diversos
factores de crecimiento, citosinas y quimiosinas. Estos fibroblastos, activados por la
infiltracion de células inmunes, producen quimiosinas proinflamatorias como CXCL1 y
CXCL2 mediante el reclutamiento de TAM en los tumores primarios (65), mientras que
la quimiosinas CCL5 secretada por fibroblastos asociados al cancer reclutan las células
T-reg -siglas de tumor-infiltrating regulatory T cells- por sefializacion a través del
receptor CCR1 expresado en estas células (66). La CCL5 secretada por las células
madre mesenquimales, MSC, también actdan a través del receptor CCR5 expresado
por las células del carcinoma de mama, incrementando la invasion y la metastasis (67).
Por otra parte, la quimosina CXCL12 y el factor de crecimiento de fibroblastos 2, FGF-
2, liberado por CAF, estimula la neoangiogénesis por reclutamiento de células
progenitoras endoteliales y células endoteliales vasculares (68). En la transicion
epitelio-mesénquima, TEM, los fibroblastos asociados a tumores son activados por
TGF-B, PDGF, FGF vy proteasas (69). Una vez activados los fibroblastos asociados al
cancer, estos secretan factores de crecimiento, incluyendo VEGF que induce

permeabilidad vascular y la angiogénesis (70,71).

Pericitos.- Los pericitos son células mesenquimales especializadas que estan
relacionadas con el musculo liso, actian como soporte de las células endoteliales y
contribuyen tanto a la homeostasis como a la estabilizacion, maduracion y remodelacién
de los capilares (72). La intima relacion anatémica entre células endoteliales y los
pericitos sugiere una estrecha interaccion mediante los contactos celulares a través de la
sefializacion paracrina. El factor PDGFB, siglas de Platelet-derived growth factor B, es
un miembro de la familia PDGF secretado por las células endoteliales que se une al
receptor tirosin-quinasa PDGFR expresado en la superficie de los pericitos. Cuando el
ligando PDGFB se une a PDGFR hay una dimerizacion y origina una cascada de
sefializacion intracelular que promueve la proliferacion y migracion celular (73) La
angiopoyetina-1, Ang-1, es un ligando soluble producido por los pericitos que se une al
receptor tirosin-quinasa Tie-2 expresado por las células endoteliales (74). La interaccion
entre Ang-1 y Tie-2 es fundamental para la maduracion y estabilizacion del endotelio
(75). El TGFp, siglas de transforminng growth factorf, es un factor de crecimiento
expresado por las células endoteliales y los pericitos durante el proceso de la
angiogenesis (76). La vascularizacion en los tumores es caotica e irregular, una

inestabilidad que se ha atribuido frecuentemente a una reduccién en el nimero de
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pericitos. (77).La presencia de pericitos puede variar segun el tipo de tumor, viéndose
que aumentan, por ejemplo, en el carcinoma de pancreas y que disminuyen en los
glioblastomas, hecho notable cuando se comparan con los tejidos normales respectivos.
En realidad se encuentran presentes en la mayoria de los tumores, aunque su asociacion
con el endotelio sea andémala. (78). Diferentes estudios han demostrado que son
imprescindibles para el mantenimiento de la red vascular tumoral, al igual que sucede
con los vasos normales, ya que el VEGF producido por el pericito es necesario para la
supervivencia de las células endoteliales en ambos contextos (79). Una hipdtesis
considera que la reduccién del numero de pericitos en los vasos tumorales podria
aumentar la intravasacion de células tumorales, promoviendo su diseminacion
hematdgena (78). De hecho, se ha demostrado la existencia de una correlacién inversa
entre el contenido en pericitos de los vasos tumorales y el nimero de metéstasis en

pacientes con cancer colorrectal (80).

Conformacion de un ambiente inflamatorio

En el establecimiento de un tumor se puede generar un ambiente inflamatorio (81),
habiéndose observado que en muchos de ellos se produce un ambiente pro-inflamatorio
compuesto de citosinas, quimiosinas, factores de crecimiento, estroma activado,
metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular y agentes que inducen dafio en el
ADN (82). EI microambiente inflamatorio inducido por las células tumorales afecta la
funcion inmuno-efectora a través de células inmunosupresoras del tipo de macrofagos
asociados al tumor, TAM, células mieloides inmaduras Gr1* y Macl®, linfocitos T
reguladores, T reg, CD4" CD25", natural killer T, NKT etc. Es también posible que
suceda a través de la reduccién del numero de células dendriticas, esenciales para iniciar
y mantener una respuesta inmune antitumoral (83). Las proteinas de fase aguda C
reactiva 0 CRP, mas la A-amieloide o SAA, desempefian un papel muy importante en la
induccion de este medio inflamatorio (84). Las proteinas SAA son también
quimiotacticas para otras células inflamatorias tales como los mastocitos y linfocitos T
(85), asi como en la induccion de la expresion de enzimas para la remodelacion de la
matriz extracelular (86) y en la produccion de citosinas inflamatorias como TNF-a que
promueven el crecimiento tumoral (87). Las células mieloides supresoras CD11b+
Grl+, inhiben a las células T y NK protegiendo a las células tumorales de la destruccion
inmunolégica (88). Las células T reguladoras (Trg) Se encuentran en el microambiente

tumoral y presentan diferente actividad inmuno-moduladora en el cancer (89) En
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condiciones fisioldgicas normales las células Treg regulan la expansion y activacion de
los linfocitos T y B, desempefiando un papel critico en la homeostasis citotoxica de los
linfocitos (90). En base a la respuesta a diferentes estimulos ambientales, las células T g
tienen diferente efectos en la tumorogeénesis, siendo un ejemplo los tumores de mama,
en los cuales se observa que un incremento de las células Ty se correlaciona con una
menor supervivencia (91), en tanto que en el cancer colorrectal las Ty esta asociado a
una mejor supervivencia (92). Similar a las células mieloides supresoras 0 MDSCs, las
células Trq suprimen la presentacion del antigeno asociado al tumor, asi como tambien
interfieren con la funcion de las células T citotoxicas mediante la inhibicién por la
liberacion de granulos citoliticos (93). Las proteinas S100A8 y S100A9, producidas por
los tumores primarios, inducen la acumulacion de células progenitoras hematopoyéticas
y macrofagos en regiones pre-metastasicas del pulmén. En estas regiones el suero
amiloide A (SAA)3, inducido por S100A8 y S100A9, acta como un agente de
regulacion en la acumulacion de las células mieloides. En el pulmoén, en las células
endoteliales y macréfagos, el receptor Toll-like4, (TLR)4, actia como receptor de
A(SAA)3 en la fase pre-metastasica, el cual a la vez estimula la sefializacién de
NFKappa B facilitando la metastasis. Esta condicion pro-inflamatoria acelera la
migracion de las células tumorales primarias al nicho pre-metastasico en el pulmén
(94). En un modelo animal, con metastasis en el pulmén, se observaron cambios
significativos en la permeabilidad vascular que contribuye para el establecimiento de la
metastasis. El receptor MD2 representa un coreceptor de (TLR)4, el cual origina
regiones de hiperpermeabilidad mediante la sobre regulacion del receptor de quimiosina
CCR2. El sistema CCR2-CCL2 induce la secrecion de factores de permeabilidad tales
como el suero amiloide A3 y S100A8. Este resultado plantea la posibilidad de que la
sobreregulaciébn de CCR2 represente un marcador para regiones de mayor

susceptibilidad para la metastasis en cancer de pulmon (95).
Transicién epitelio-mesénquima

La invasion local implica cambios profundos en la adhesion y en las propiedades
proteoliticas y migratorias de las células tumorales, lo que favorece la disociacion
celular, la degradacion de la matriz extracelular y la migracién a los tejidos adyacentes.
Por otra parte, la excesiva proliferacidon de las células epiteliales y la angiogénesis son
los marcadores de la iniciacion y crecimiento, lo cual se puede observar en un

carcinoma primario (96). Durante la progresion de un carcinoma, las células tumorales
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aun diferenciadas alteran su genoma, lo que le confiere a la célula una ventaja en el
crecimiento. En etapas posteriores, las células continGan cambiando su genoma vy
exhiben un fenotipo no diferenciado acompafiado frecuentemente de una baja expresion
de marcadores epiteliales, lo que conlleva a una pérdida de uniones intercelulares y de
polaridad epitelial. A menudo estos cambios van acompafiados de un incremento de la
expresion de marcadores mesenquimales, asi como de la movilidad de las células, lo
que le otorga mayor capacidad invasiva. El proceso mediante el cual las células cambian
de un fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal es conocido como transicién
epitelio-mesénquima o EMT, siglas de epithelial to mesenchymal transition Este
proceso se puede definir como un programa celular que permite la transicion fenotipica

de célula epitelial a mesenquimal (97,98).

La zona marginal de un tumor es un lugar activo e interactivo de suma importancia en el
microambiente tumoral, donde se acumulan células inmune y células estromales. En el
caso de las células mieloides inmaduras que se acumulan en esta region, ellas impiden
la diferenciacion de las células presentadoras de antigenos, favoreciendo de esta manera
la evasion por parte de las células tumorales (99). Los macrofagos son otro tipo de
células principales que se encuentran en la zona marginal, los cuales son reclutados por
productos secretados por las células tumorales (100). Los estudios han demostrado,
mediante la presencia o ausencia de TGF- B, la importancia del estroma durante la
transicion epitelio-mesénquima en el cancer (101). En los teratocarcinomas la
acumulacion de macrofagos induce la transicion epitelio-mesenquima, debido al factor
TGF- B producido por los macrofagos asociados a tumores (102).

También la transicion epitelial-mesenquima puede ser inducida por TGF- B secretado
por las plaquetas (103). Los macrofagos también promueven la invasion de las células
tumorales a través del suministro de factores migratorios, tal como el EGF, que
mediante la regulacién en la produccion de colageno fibrilar, acelera la motilidad
celular e induce la actividad proteolitica para la remodelacion de la matriz extracelular
(104). Durante la transicion EMT se producen alteraciones en la adhesion célula-célula,
interaccion célula-sustrato, degradacion de la matriz extracelular y en la reorganizacion
del citoesqueleto (105) La EMT se alcanza completamente cuando tiene lugar la
degradacion de la membrana basal y una célula mesenquimatica pueda migrar,

adquiriendo asi la capacidad invasiva, lo que permite la diseminacion metastasica. La
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activacion del programa de la EMT se ha propuesto como mecanismo critico para la
adquisicién del fenotipo maligno por las células epiteliales (106).

Las celulas que presentan la transicion EMT y que se encuentran en el frente invasivo
de los tumores primarios expresando marcadores mesenquimales que son capaces de
efectuar la intravasacion, siendo transportadas a través de la circulacion para formas
micro 0 macro metastasis (6). Por otra parte, las metéstasis y los tumores primarios son
histolégicamente similares, lo cual puede interpretarse como una EMT reversible que
permitiria, en primera instancia, la migracion y diseminacion hacia diferentes 6rganos.
Una vez ubicadas las células que han presentado la EMT, activarian el programa
opuesto, la transicion MET, lo cual permitira establecer colonias secundarias retomando
la morfologia epitelial y adquiriendo de nuevo la habilidad de crecer y proliferar (107).

Regulacidn transcripcional de la transicion epitelio-mesenquima.

Un numero elevado de procesos moleculares cooperan en la iniciacién y finalizacién de
la transicion EMT, destacando la activacion de factores de transcripcion, la expresion de
proteinas especificas de superficie, la reorganizacion y expresion de proteinas del
citoesqueleto, la produccion de enzimas que degradan la matriz extracelular y los
cambios en la expresion de miRNAs (108). Un paso clave en la EMT, es tanto la
reduccion en la adhesion célula-célula mediante la represion transcripcional de las
cadherinas, componentes de las uniones adherentes como de la ocludina y claudina
componentes de las uniones estrechas, a lo que se suma las desmoplaquinas
componentes de los desmosomas (109). La B-catenina forma parte de las uniones
adherentes, por lo que al romperse ella se traslada al nucleo, donde funciona como
cofactor de la familia de los factores de transcripcidon Tcf o T-cell factor/lef (110). Estos
activan a su vez la transcripcion de genes, como el c-myc, que incrementa la

proliferacion celular (111).

La expresion de los filamentos intermedios cambia durante la EMT con la sustitucion de
la queratina por la vimentina (112), en tanto que las metaloproteinasas aumentan
durante la EMT participando en la pérdida de las uniones célula-célula y en la
degradacion de la membrana basal (113). Varios factores transcripcionales que regulan
la EMT inhiben la apoptosis por activacion de las vias MAPK y PI3K (114). Durante la
progresion tumoral, la E-cadherina puede ser inactivada por represion mediante la
hipermetilacion y deacetilacion del promotor por la union a represores transcripcionales

(115). Mediante el andlisis sobre el promotor proximal de la E-cadherina en el raton se
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identificaron las cajas E, secuencias cortas de seis nucledtidos -CACCTG o CAGGTG-,
que determinan la expresion especifica en las células epiteliales. La inactivacion de
estas secuencias activa la transcripcion de la E-cadherina en células mesenquimales, que
indica la presencia de represores que silencian la expresion de esta proteina en células
no epiteliales (116). Los primeros represores identificados fueron los factores de
transcripcion con dominios Zinc fingers, Snail 1 y Snail 2 (slug) (117,118) y los
factores de transcripcion Zebl y Zeb2 (119,120), todos ellos capaces de unirse a las
cajas E del promotor de la cadherina. Otros represores incluyen los factores de
transcripcion basic hélix-loop-helix E12/E47 (TCF3) y Twist (121,122). Estos
represores reprimen la E-cadherina mediante el reclutamiento de algunos co-represores,
como por ejemplo, en el caso de twist, activando la expresion de otros represores de la
E-cadherina. Por otra parte, la sobreexpresion de estos factores en las células epiteliales
no solo produce la represion de la E-cadherina, sino también la reprogramacion de la
celula a un estado mesenquimal. Durante la EMT estos represores también reprimen
otras moléculas de las uniones adherentes e inducen caracteristicas mesenquimales de
una manera coordinada (123). También la expresion de Snail 1 induce la expresion de
fibronectina o de vitronectina (124). En el caso de Twist, este regulador de la EMT
induce la expresion de la quinasa Akt2, un efector de PI3K y un regulador importante en
las vias de supervivencia durante la EMT (125).

Los small non-coding RNA o microRNAs también actian como reguladores de la
transicion EMT, inhibiendo la expresion génica a nivel post-transcripcional con la
consiguiente reduccion de la estabilidad de los mMRNAs, que son su diana (126). Los
constituyentes del nicho metastasico, asi como la remodelacion de la ECM, se han
asociado con la induccion de la EMT. La periostina o factor 2-especifico de
osteoblastos, OSF-2 promueve su induccion (127). La EMT es inducida por las
metaloproteinasas, MMPs que se activan en el nicho metastasico (128). La hipoxia
también induce la activacion de la transicibon EMT (129). Otros estudios han
demostrado que la induccion de EMT en las células MCF10A, con alta expresion de
SNAIL contribuye a: a) la resistencia de farmacos antitumorales b) la adquisicion del
fenotipo de células madre por incremento en la expresion de los marcadores de
superficie CD44"/CD24 c) la capacidad de formar mamosferas (130). En el caso de la
resistencia a las drogas, desarrollada por las células madre, representa uno de los

mayores retos de la quimioterapia contra el cancer (131). Esta afecta principalmente a
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las células tumorales de rapida proliferacion, mientras que las células madre crecen
lentamente y poseen un eficiente mecanismo de resistencia. Esta resistencia a la terapia
conduce a un aumento en la tasa de proliferacion de las células madre, lo que conlleva a

una recurrencia del cancer y la metastasis (132).

Vias de sefializacion que activan la transicion epitelial

La interaccion de las células tumorales con el microambiente local inducen la secrecion
autocrina o paracrina de factores de crecimiento, citosinas y compuestos de la matriz
extracelular que pueden desencadenar el programa molecular de la transicion EMT
(133). Se han asociado un gran numero de vias de sefializacion y factores de
crecimiento con la transicion EMT, como el factor de crecimiento epidérmico EGF, el
factor de crecimiento fibroblastico FGF (134) y el factor de crecimiento hepatico o HGF
(135). La via Wnt/B-catenina esta relacionado con la transicion EMT (136), siendo
tambien el factor TGF-B otro inductor de la EMT, ya que las sefiales activadas por este
factor inhiben algunas proteinas epiteliales, tales como la E-cadherina y queratina.
También activan la expresion de proteinas mesenquimales como la fibronectina y
vimentina y en el caso de TGF-B, actda en la activacion de la EMT a través de las
proteinas Smad (137). Otra via implicada en la induccion de EMT es la activada por
NOTCH, que a su vez es inducida por la hipoxia (138). El factor NF-kp, actiia como un
regulador de la EMT, el cual es importante para la proteccion contra la apoptosis y en la

induccion de la metastasis (139).

Las metaloproteinasas

Las metaloproteinasas o MMPs pertenecen a una familia de endopeptidasas zinc-
dependientes que intervienen tanto en los procesos fisioldgicos de la organogénesis y la
cicatrizaciébn como en diversas condiciones patoldgicas, destacando el cancer. (140)
Aunque la primera funcion bien estudiada de las metaloproteinasas es la degradacion de
la MEC, actualmente se considera que cumplen un papel importante en el
procesamiento de moléculas bioactivas tales como factores de crecimiento, citosinas y
guimosinas, asi como en sus respectivos receptores (141). Las MMPs modulan a los
mediadores de la inflamacién como las citosinas y quimosinas, estableciendo los

gradientes necesarios para la quimiotaxis de las células inflamatorias. Ellas facilitan la
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migracion de células epiteliales al interactuar entre éstas y las proteinas de la MEC
mediante la protedlisis de la misma matriz o de las proteinas de adhesion tisular, como
las E-cadherinas (142). En la red vascular influencian la migracion de células tumorales,
la liberacion de citosinas y factores de crecimiento unidos a la membrana celular, como
el factor de crecimiento transformante alfa TGFa y el factor de crecimiento epidérmico
EGF (143). En diversos tumores malignos hay sobre-expresion de ADAMs, desintegrin
y metaloproteinase donde su papel en el crecimiento y diseminacion tumoral estd
relacionado con su actividad proteolitica (144). Varias MMPs y MT-MMPs ejercen una
importante accion activadora sobre otras pro-MMPs, siendo ellas mismas activadas por
otras proteasas. Estos procesos tienen lugar habitualmente en el espacio extracelular,
pero existe un grupo de proteasas, las MT-MMPs, MMP-11, MMP-23 y MMP-28 que
se activan dentro de la célula por medio de una pro-proteina convertasa del tipo furina
(145). Las MMPs también actian como moléculas de sefializacion y pueden modular a
su vez otras moléculas de sefializacion celular. El factor de crecimiento derivado de
plaquetas, PDGF, produce aumento de la expresion de MMP-1, que actla
conjuntamente con TGF-f, produciendo sobreexpresion de MMP-3 y TIMP-1 (146). El
factor de crecimiento epidérmico EGF induce la expresion de MMP-1 (147) y el factor
de crecimiento de endotelio vascular VEGF maés el factor de crecimiento de
fibroblastos FGF-2 son factores angiogénicos que pueden inducir la expresion de las
proteasas MMPs, facilitando la diseminacién metastasico (148). El, factor de necrosis
tumoral o, TNFa, es una citosina pro-inflamatoria liberada por macréfagos, linfocitos T
y mastocitos que inducen la sobreexpresion de algunas MMPs como las MMP-2, 3, 7 y
9 en el microambiente tumoral, que aumenta la capacidad invasora de las células

malignas (149).

Las metaloproteinasas y la progresion del cancer

Las MMPs son las principales mediadoras en las alteraciones observadas en el
microambiente tumoral durante la progresion del cancer (150), que juegan en el
crecimiento tumoral un papel fundamental en la degradacion del tejido conectivo y los
componentes de la membrana basal, ademas de activar factores de crecimiento,
receptores de superficie para moléculas de adhesion y de quimiosinas (151). Esta
interaccion con los componentes MEC altera la respuesta celular al microambiente,
haciendo que las células tumorales sean menos adherentes y con mas posibilidades de
migrar y producir metéastasis (152). Durante la carcinogénesis las células tumorales
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interaccionan con los factores de crecimiento, las citosinas y distintas células como las
endoteliales, fibroblastos, macro6fagos, mastocitos y pericitos, presentes en el
microambiente tumoral (153). Todo esto demuestra que la remodelacién de la MEC es
un evento activo durante la progresion tumoral que lleva a la formacion de un nicho
para la supervivencia y proliferacion de las células tumorales (154).

Las MMPs pueden jugar distintos papeles durante la progresion del céncer,
dependiendo del estadio del tumor. En estadios tempranos, la protedlisis de las MMP 3
y 7, que unen factores de crecimiento, contribuyen a la proliferacion celular, pero mas
adelante, el clivaje de la E-cadherina y la CD44 activan la motilidad de las células
tumorales facilitando la metastasis (155). Contrariamente, MMP-8 tiene un efecto
protector al disminuir el potencial metastésico de las células del cancer de mama (156),
pero en el caso de la sobre-expresion de MMP-2 y 9, lo que indica un pronéstico
desfavorable al degradar el colageno tipo 1V, que localizado en las membranas basales,
induce la expresion de factores angiogénicos (157).

La invasion local de los tumores depende de la degradacion de las proteinas de las
membranas basales, como colageno tipo IV o V y protedlisis del colageno intersticial
tipo I, 11 o 11, presentes en el tejido conjuntivo que rodea las células tumorales (158).
Adicionalmente, las MMPs intervienen en la angiogénesis, promoviendo la migracion
de células endoteliales, liberando factor VEGF y otros factores proangiogénicos de la
MEC, tales como FGF-2 y TGFp, que también favorecen la proliferacion y migracion
de estas células (159,154). En modelos animales se ha demostrado que las MMPs
regulan la formacién y maduracion de nuevos vasos sanguineos a través del control que
ejercen sobre los factores de crecimiento y citosinas, que acttan en el reclutamiento de
pericitos (160). Algunas MMPs pueden tener un efecto inhibidor sobre la angiogénesis;
por ejemplo, la hidrdlisis del plasmindgeno genera fragmentos de angioestatina y la
protedlisis del colageno XVIII da origen a la endostatina (161). La transcripcion de las
MMPs es inducida por citosinas inflamatorias como IL-1, IL-6, TNFa y factores de
crecimiento como EGF, HGF y TGF-f, por lo que tienen un papel preponderante en la
inflamacidn cronica presente en el microambiente tumoral. Otros factores, como TGFa
e IL-4 inhiben su expresion, pudiendo ser considerados blancos terapéuticos en el
cancer (162).
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La angiogénesis

Es un mecanismo crucial en el desarrollo del cancer debido a una necesidad creciente
del suministro de oxigeno y nutrientes, ya que su falta conduciria tanto a la latencia
como a la muerte de las células tumorales (163). La angiogénesis tumoral depende tanto
del factores de crecimiento angiogénicos, donde hay estimuladores como la
angiogenina, angiopoyetina-1, ciclo-oxigenasa, factor de crecimiento de hepatocitos,
factor de crecimiento tumoral, producido por las células tumorales y del hospedador, asi
como de factores antiangiogénicos, que son inhibidores, dentro de ellos destacan la
angiopoyetina-2, angiotastina, endotastina interferon-a/p, vasostastina, los cuales

mantienen a los vasos sanguineos existentes en un estado de quiescencia (164).

La vascularizacion del tumor requiere la participacion de multiples tipos de células del
microambiente tumoral, destacando las células endoteliales vasculares, los pericitos y
las células precursoras de la médula Osea, cuya participacion esta regulada por la
hipoxia (165,166). Sumado a ello estdn los macrofagos asociados a tumores, los
fibroblastos asociados a tumores, y las células madres mesenquimales, que también
contribuyen a la vascularizacion del tumor por la liberacion de sefiales pro-angiogénicas
en el microambiente tumoral. En pacientes con cancer de mama avanzado y
vascularizado, se encontr6 en la circulacion una alta movilizacion de células madre
mesenguimales que se asocia con la quimioresistencia, lo que nos sefiala que estas
células tienen una participacion activa en la progresion tumoral (167,168). La
linfoangiogénesis es otra ruta de vascularizacion de los tumores, ya que a través de los
vasos linfaticos se pueden también diseminar las células cancerosas (169). En cancer
cervical humano, los macrofagos activados pueden producir los factores VEGF-C y

VEGF-D, lo cual se correlaciona con la linfoangiogénesis (170).

Para iniciar la neo-vascularizacion, un tumor avascular debe adquirir un fenotipo
angiogenico que le permite "encender” el interruptor angiogénico (171). Obviamente, el
mecanismo mediante el cual se "conecta” el interruptor angiogénico deberia involucrar
sensores de presiones parciales de oxigeno suficientemente sensibles para detectar
rapidamente la hipoxia producida en el interior del tumor sélido avascular (172). La
respuesta a la hipoxia es la induccion del gen que codifica la proteina VEGF,
considerada como el mas potente inductor angiogénico, siendo tambien muy probable

que existan otros factores que pueden jugar un papel en la respuesta del tumor a la
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hipoxia (173). Se admite que el interruptor angiogénico estad "apagado” mientras el
efecto de las moléculas pro-angiogénicas quede contrarrestado por las moléculas anti-
angiogenicas, por lo que el interruptor se encenderd cuando el balance neto se desplaza
a favor de la angiogénesis. La actividad angiogenica neta de un tumor es el resultado del

desequilibrio entre sefiales estimuladoras e inhibidoras (174).
Latencia y progresion tumoral

Los tumores pueden permanecer en estado latente durante afios a causa de un equilibrio
entre proliferacion y apoptosis, fenomeno que se puede definir “como un estadio de
latencia temporal de la detencion del crecimiento tumoral” (175). Esta condicion se

puede dividir en tres categorias:

a) Latencia celular.- Componentes estructurales del nicho pueden promover la
supervivencia de las células tumorales manteniéndolas en estado de latencia (176), tal
es el caso del citoesqueleto, el cual puede reactivar estas células, lo que sugiere que la
rigidez de la matriz extracelular presenta la propiedad de promover la salida de la
latencia. En un modelo “in vitro”, usando células de un carcinoma hepatocelular, el
aumento de la rigidez del microambiente estaba vinculado al factor TGFR, por
induccion de las ciclinas D1 y D3 (177), mostrando que los microambientes menos
rigidos favorecen la latencia de las células tumorales. En un modelo de cancer de mama
se demostré que TGFR1 inducia la fibrosis por la deposicion de colageno tipo | en el
pulmon, lo cual favorecia el escape de la latencia (178). En el cancer de mama, los
fibroblastos asociados al cancer pueden interactuar con proteinas de la matriz
extracelular para modular las adherencias intracelulares, contractibilidad celular y
fuerzas dentro del microambiente tumoral. Se ha demostrado que la caveolina-1, Cav-1,
producido por los fibroblastos promueve la rigidez del microambiente del tumor a
través de la activacion de la GTPasa, estimulando asi la progresion tumoral (179). La
induccion de la EMT dentro del nicho hace que las celulas tumorales entren en estado
de latencia debido al aumento en los niveles de p16INK4a (180), la repression de la
ciclina D (181) y una sostenida expresion de twist (182). La latencia confiere resistencia
a las células tumorales ante la accién de agentes antitumorales, bien sea por arresto del
ciclo celular o por una lenta proliferacion que hace ineficaces la accién de los agentes
antitumorales (183). Por otra parte, las células en latencia necesitan ser reactivadas para

crecer y formar una metastasis. Una vez que el nicho ha madurado, algunos de sus
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componentes pueden actuar para liberar a las células de la latencia. Alteraciones de las
citosinas pueden liberar las células latentes, inducidas por las células TCD4+ (184).
También, la remodelacion de la matriz extracelular, a través del colageno tipo I, ha sido
implicado en la liberacion de la latencia, a traves de la sefializacion de las integrinas
mediada por FAK (185). El receptor de la urokinasa UPAR activa a la integrina 1, que
al interactuar con la fibronectina, permite la liberacion de la célula tumoral de la
latencia (186).

b) Latencia angiogénica.- Al igual que los tejidos normales, los tumores le suministran
nutrientes a las celulas, por lo que una ineficiente vascularizacion hace que la masa del
tumor se mantenga constante debido a un equilibrio entre las células en division y las
células que mueren. Esta es la razon por la cual las células tumorales, al forman una
micrometastasis, tienen que vascularizarla para sobrevivir, ya que de no ocurrir, puede
desaparecer o entrar en estado de latencia (187), condicién en la cual permanecera hasta
que sefales genéticas, epigenéticas y microambientales puedan activar la angiogénesis.
En un estudio con ratones inmunodeficientes, portadores de un liposarcoma que es
capaz de permanecer latentes por mas de 90 dias, se demostrd altos niveles de
trombospondina (TSP) y angiomotina (188). La trombospondina o TSP es una
glicoproteina de la matriz celular que en condiciones fisioldgicas es segregada por los
fibroblastos y otras células, como las células endoteliales (189). Por otra parte, se
encontrd la TSP en células tumorales de cadncer de mama en latencia en contacto con la
microvasculatura de los 6rganos en los que habrian hecho metastasis. En un modelo “in
Vvitro” en tres dimensiones, las células endoteliales que forman parte de la red vascular
producen la TSP que acta como una supresora de la angiogénesis, lo que hace que
mantengan a las células tumorales en estado de latencia. Esto puede explicar el efecto
de la TSP en la latencia de las células tumorales (190). La TSP es una proteina
supresora de la angiogénesis, sin embargo, con la formacion de nuevos vasos las células
endoteliales producen TGFR1 y periostina (POSTN), lo cual va a permitir que las
celulas en estado de latencia puedan iniciar su proliferacion (191). La sobreexpresion de
Notch- delta 4 (DLL4), en celulas endoteliales, puede promover la salida de las células
T-ALL del estado de latencia por la unién al receptor Notch 3. Esta sobreexpresién de
DLL4 puede ser inducida por el factor de crecimiento vascular endotelial VEGF, con la

consiguiente salida del estado de latencia (192).
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¢) Latencia inmunoldgica.- Un paso critico en la progresion de los tumores es la evasion
y supresion del sistema inmunoldgico del huésped (193), lo cual se puede lograr a través
de la inhibicion de las células inmunolégicas efectoras o por la estimulacion de las
células inmunosupresoras. Uno de los mecanismos mas frecuentes de evasion inmune
en los pacientes es debida a la actividad de las células supresoras de origen mieloide
MDSCs, las cuales se definen como células mieloides inmaduras inmunosupresoras que
mantienen la homeostasis del tejido normal en respuesta a situaciones adversas tales
como infecciones, estrés postraumatico, etc (194). Durante la tumorogenesis, las células
MDSCs se infiltran en el tumor promoviendo su vascularizacion (195) y perturbando
los mecanismos inmunoldgicos tales como: la presentacién de antigenos por parte de las
celulas dendriticas DCs (196), la activacion de las células T (197), la polarizacién de los
macrofagos M1 (198) y la inhibicién de las células NK citotoxicas (199). Las células
MDSCs promueven la progresion tumoral, lo cual ha sido demostrado en modelos
animales, siendo respaldado por el elevado nimero de estas células encontradas en
pacientes con céancer, lo que se correlaciona con lo avanzado de la enfermedad vy el

fracaso terapéutico (200).

Estroma y crecimiento de las células tumorales: estudios preclinicos

Como se ha visto, en un tumor las diferentes células del estroma pueden interactuar
directamente entre si a través del contacto directo o por via paracrina. En el caso
particular de las células tumorales ellas pueden inducir alteraciones en las células del
estroma y la matriz extracelular por diversos mecanismos. Tambien pueden alterar el
estroma por contacto célula-célula, modificar la matriz extracelular o liberar factores
solubles. Con frecuencia secretan citosinas, quimiocitosinas, factores de crecimiento,
métaloproteinasas y mediadores inflamatorios que pueden promover la invasividad. Sin
embargo, no se conocen los mecanismos por los cuales las células del estroma facilitan
el crecimiento de las células tumorales, siendo necesarios mayores estudios para
comprender los mecanismos implicados entre las células y el microambiente tumoral
para el disefio de nuevas estrategias contra el cancer y mejorar los tratamientos
existentes. Estudios preclinicos han ensayado tratamientos bloqueando los mecanismos
que desarrollan las células tumorales para evadir la respuesta inmune. El Ipilimumab, un
anticuerpo que activa las células T promoviendo la actividad antitumoral, fue ensayado
en pacientes portadores de melanoma metastasico, incrementado con ello la sobrevida

en comparacion a pacientes no tratados con este anticuerpo (201). El anticuerpo CD40
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revierte la supresion inmune activando las células presentadoras de antigenos y
promocionando la respuesta antitumoral de las células T (202). En el cancer se produce
una elevada expresion de la proteina de muerte celular programada 1, PD-1.
Habiéndose demostrado que el Pembrolizumab o MK-3475 bloquea la PD-1 y su
ligando PD-L1 expresado en células tumorales en el microambiente tumoral, tanto en
melanomas como en otros tipos de tumores (203). El Dasatinib, un inhibidor del gen
Src, dificulta la supervivencia de las células tumorales de melanomas (204) en tanto que
el CSF-1R, un regulador de los macrofagos asociados a tumores, inhibe la apoptosis, la
migracion e invasion en las células de la mama en caninos (205). El Nintedanib es un
inhibidor simultaneo de VEGFR, PDGFR y FGFR, que muestra actividad inhibitoria
antiangiogénica y antineoplasica en el cancer de pulmdn, impidiendo el crecimiento de
las células tumorales (206). Por otra parte, se han utilizado para la terapia productos que
impiden la degradacion del hueso para evitar su colonizacion por parte de las células
tumorales, como es el caso del cancer de prostata. EI micro ARN, miR-342, actGa como
un supresor de la osteoclastogénesis, resorpcion de hueso y formacion de nicho
metastasico impidiendo el establecimiento de las células metastasicas (207). El
Resveratrol inhibe la transicion EMT en la linea celular de cancer de colon LoVo a
través de la inhibicion of la via de TGF-B1/Smads mediado por la expresion de Snail/E-
cadherina, impidiendo la invasion y metéstasis (208). La Curcumina inhibe la transicion
EMT e induce la apoptosis en células de pancreas PANC-1 a través de la via Shh-GLI1
(209).

Conclusion.

El céncer no es solo la transformacion de células individuales hacia un estado de
proliferacion celular, sino que es una disrupcion en las formas en que los tejidos regulan
sus procesos Yy afectan las interacciones sistémicas con el organismo afectado. En la
actualidad los tratamientos fundamentales contra el cancer siguen siendo la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia, que usualmente destruye el tumor primario, pero cuya
accion es muy limitada frente a la metastasis. Por ello es necesario seguir investigando
para encontrar nuevos marcadores de pronosticos y nuevas dianas terapéuticas para la
metastasis antes de que ocurra esta, ya que la deteccion temprana de estos marcadores
podria determinar los casos en los que fuera necesario un tratamiento y evitarlo en
aquellos pacientes sin riesgo de sufrir metéstasis. Asi, por ejemplo, el monitoreo de

factores de crecimiento y de citosinas en la sangre que induzcan la formacion del nicho
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premetastasico, seria fundamental. Igualmente, determinar los niveles en sangre de
componentes del nicho metastésico, tales como la proteina VEGFR1 circulantes o
interfiriendo con la formacién de componentes inflamatorios como las células mieloides

tipo CD11b" que son indispensable para ello.

Los estudios tanto genéticos, de biologia celular y molecular, mas los del contexto
ambiental interno y externo, indican que el crecimiento tumoral no solo esta
determinado solo por sus células, sino también el microambiente del tumor y todo el
contexto en que se desarrolla el organismo. De esta forma la progresion del cancer es el
resultado de una relacion muy compleja entre los diferentes tipos celulares malignos y

no malignos, componentes del estroma y todo el conjunto del organismo.

Debido a la implicacion de la metastasis en la mortalidad por céancer, es necesario
también buscar nuevos caminos donde se integren los dos enfoques que dominan la
ciencia actual: la visién reduccionista y la vision sistémica sostenida por la ciencia de la

complejidad.

FIGURA 1.
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TUMOR PRIMARIO

1-Crecimiento progresisvo
2- Vascularizacion

3-Invasion
4-Desprendimiento
S-Intravacion

6-Supervivencia en la circulacion
7-Detencion-Adherencia

8-Extravasacion
9-Evasion de la defensa del huésped
10-Crecimiento progresivo

METASTASIS

Flg 1.- Se muestran los pasos secuenciales en la patogénesis de las metéastasis,

donde cada paso es regulado por cambios transitorios o permanentes en el ADN, el
ARN o por proteinas. También la mayoria de las células tumorales fallan en cumplir
todos los pasos y las “pocas”células con competencia metastasica “‘vencen” los
maultiples mecanismos que impiden la formacion de metastasis.

FIGURA 2
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Metastasis, Tiempo y Factores de Fracaso en el
Tratamiento del Cancer

% Diagnostico tardio debido a:
v Tumores no operables
v" Diseminacion precoz
v Metdstasis de primario oculto

< Localizacion del tumor y/o metastasis en
organos vitales

<+ Dafos por: compresion, invasion local o pérdida de
funcion

+ Toxicidad de los tratamientos

% Heterogeneidad tumoral
v" Inestabilidad génica y generacion de células mas malignas
v’ La progresion metastasica y la respuesta a los tratamientos
pueden provocar cambios en las células del tumor primario y
las metastasis. haciendo que puedan diferir entre si

Nicho
metastasico

\O1
/ pulmon
('erebm
Qs

Iueso

n
primaria secundaria

tumor primario

Tem T—— >

Tiempo . - oy
(promedio) e = o

12 afios 31 meses 30 dias <30 dias

Fig 2.-Enla progresion metastasica el tiempo y los factores de fracaso que aqui se

sefialan juegan un papel crucial en el prondéstico y el tratamiento del paciente con
cancer, como se muestra en el modelo de progresion lineal de un tumor. En el tiempo, las
células van incrementando su malignidad. Se incluye el concepto de metastasis de
metastasis, cada vez mas malignas, hasta la muerte del paciente, de no poderse controlar la
enfermedad
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