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RESUMEN

Es bien sabido que existen diferentes patrones de metdstasis
dependiendo del tipo tumoral. Por ejemplo, la diseminacion metas-
tasica de los carcinomas es via linfatica preferencialmente, las
células neopldsicas llegan a los ganglios linfaticos regionales a
través de vasos linfaticos aferentes preexistentes o capilares linfd-
ticos de nueva formacion; en cambio, en los sarcomas la via
principal es a través de los vasos sanguineos. Estos patrones
metastasicos han sido utilizados durante muchos arios por los
clinicos y cirujanos para la etapificacion y reseccion tumoral,
particularmente en cancer de mama. Recientemente este conoci-
miento ha sido aplicado para la deteccion y reseccion del ganglio
centinela. El sistema linfatico drena el liquido intersticial de los
tejidosy lo reincorpora al sistema sanguineo, ademads, forma parte
de la defensa inmune del huésped y en condiciones patolégicas
induce diferentes tipos de linfedema y participa en la invasion y
metastasis. El estudio de la linfangiogénesis permanecio aletarga-
do por muchas décadas y no es sino hasta los 1iltimos afios que se
han descrito mecanismos biomoleculares y marcadores especifi-
cos, los cuales actualmente se estan utilizando para estudiar el
proceso de diseminacién tumoral y metdstasis. Existe una tenden-
cia hacia la aplicacion clinica de este conocimiento molecular en
la clinica para estimar el significado prondstico de los tumores, asi
como para desarrollar estrategias terapéuticas especificas.
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Introduccién

E | sistema linfatico tiene un papel esencial en el balance
oncotico en los vertebrados superiores, quienes po-
seen un sistema cardiovascular complejo.? El oxigeno, los
nutrientes y las hormonas son transportados a los tejidos a
través de los vasos sanguineos y capilares. La presion
sanguinea a este nivel causa que volimenes pequefios de
plasma pasen continuamente de los capilares al espacio
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SUMMARY

It is well-known that there are different tumor-type-dependent
metastatic patterns. For example, in carcinomas metastatic spread
is preferentially via the lymphatic system by which they reach
regional lymph nodes through pre-existent afferent lymph vessels
and/or newly formed lymph capillaries;, while in sarcomas the
Javored pathway is through blood vessels. These metastatic patterns
have been used for many years by clinicians and surgeons for
staging and tumor resection, particularly in the case of breast
cancer. Recently this knowledge has been applied to detection and
resection of sentinel lymph nodes. The lymphatic system drains the
interstitial fluid from tissues and reincorporates it into the blood
[flow; in addition, it forms part of the host’s immune defense and in
pathological conditions, induces different types of lymph edema
and participates in tumor invasion and metastasis. Although, the
study of lymphangiogenesis was stagnated for several decades, it
was not until a few years ago that biomolecular mechanisms were
discovered and many specific markers are now in use to study the
process of tumor dissemination and metastasis. There is a tendency
to utilize molecular knowledge in clinical settings for grading and
estimating prognostic significance of tumors as well as to develop
specific therapeutic strategies.
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intersticial. El sistema linfatico complementa las funciones
del sistema vascular sanguineo mediante la recoleccion del
liquido intersticial por los capilares linfaticos, para reincorpo-
rarlo a la circulaciéon sanguinea a través de los conductos
linfaticos colectores. De esta manera, el sistema linfatico
regula el balance de los liquidos tisulares y facilita el trans-
porte de proteinas intersticiales; ademas, en el intestino es
responsable de la absorcion de las grasas en forma de quilo.?
La linfa en su recorrido a través de estos vasos es filtrada por
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los ganglios linfaticos, donde los linfocitos, macréfagos y
células presentadoras de antigenos dan inicio a la respuesta
inmune especifica.

Las observaciones clinicas y patolégicas muestran que
la ruta de diseminacion de células neoplasicas en tumores
sélidos tiene lugar primordialmente a través de los vasos
linfaticos hacia los grupos ganglionares de relevo proximo.
En el cancer de mama, por citar un ejemplo, la identificacion
de metastasis en los ganglios linfaticos axilares es uno de los
indicadores prondésticos de mayor relevancia para esta pa-
tologia.®>* Se sabe que una neoplasia es capaz de inducir una
red propia de vasos linfaticos que conecta con la red ya
existente, siendo la linfangiogénesis un proceso involucrado
en la carcinogénesis.

Antecedentes histéricos

En 1627, Gaspar Asellius describi6 por vez primera los vasos
linfaticos del intestino y mesenterio como vasos quilosos,®
practicamente al mismo tiempo en que William Harvey
describia la circulacion sanguinea.® Sin embargo, la relacion
con el cancer ocurrié con las primeras observaciones, alre-
dedor de 1700, cuando el cirujano LeDran observo que una
vez que la masa tumoral invade los ganglios linfaticos
regionales de pacientes con cancer de mama, la sobrevida
es menor que cuando la neoplasia estéa localizada.® Por esos
afios surgio6 la teoria de la linfa, que suponia que el cancer
se originaba a partir de ella.” En 1786, Hunter explic6 que los
tumores, aunque eran producto de las secreciones linfati-
cas, eran estructuralmente comparables a la formacion de
6rganos normales.” Entre 1829 y 1856 se propusieron
algunas teorias sobre la metastasis, entre ellas, la de
Récaimer y von Helmsbach-Meckel, en la cual reconocieron
que el medio de transporte del cancer es a través de los
vasos linfaticos.” Por ello, en 1889 Halsted disefid la mastec-
tomia radical para pacientes con cancer de mama, a las que
resecaba los ganglios linfaticos axilares.® Sus resultados
fueron satisfactorios en cuanto a sobrevida, pero las compli-
caciones, como el linfedema del brazo afectado y la calidad
de vida de estas pacientes, hicieron abandonar ese proce-
dimiento.

El estudio funcional de los vasos linfaticos se inicio con
las descripciones de Starling (1909) sobre las fuerzas intra-
vasculares, hidrostaticas tisulares y oncéticas que gobier-
nan el intercambio del liquido transcapilar y la formacién de
la linfa.® Starling reconocio6 claramente que el edema repre-
senta un desequilibrio entre la presion intravascular y el
tejido. En esa misma época, Sabin aportd informacién sobre
el origen y desarrollo del sistema linfatico.®

A fines de los afios cincuenta surgio la linfografia, que
permitid la visualizacién de los vasos linfaticos y su drenaje
en el sujeto vivo. Esta técnica fue usada ampliamente para
la localizacion de metéastasis en ganglios regionales de
tumores soélidos.® Mas adelante, cuando el examen micros-
copico se usoé rutinariamente para el diagndéstico de las
neoplasias malignas, fue posible visualizar la invasion de las
células malignas a los vasos linfaticos peritumorales que con
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frecuencia formaban microtrombos. A este fendmeno se le
conoce como permeacion linfatica y se toma como indicativo
de diseminacion aunque el cancer aparezca limitado, por
ejemplo, en el cancer in situ del cérvix, de la mama o de la
prostata.® Si bien la identificacién de los vasos linfaticos en
estas circunstancias es sencilla por medio de la microscopia
Optica, su diferenciacion mas fina requiere el uso de micros-
copia electrénica, método complejo y no siempre accesible.
Afortunadamente, con el advenimiento de las técnicas moder-
nas biomoleculares ha sido posible encontrar marcadores
especificos tanto de vasos sanguineos como linfaticos.o-1
Ello ha permitido realizar estudios para definir su papel preciso
en el proceso de la carcinogénesis.10522

Desarrollo, estructuray funcion del siste-
ma linfatico

La arquitectura tan compleja de los vertebrados requiere un
transporte de gases, liquidos, nutrientes, moléculas de
sefialamiento y células circulantes entre los tejidos y 6rga-
nos, que se lleva a cabo por las dos grandes redes vascula-
res: los vasos sanguineos y los vasos linfaticos, constituidos
ambos por células endoteliales. El sistema sanguineo y el
sistema linfatico estan interconectados a través del conduc-
to toracico y la gran vena linfatica, las cuales drenan la linfa
a la circulacion sanguinea.*®

Durante la embriogénesis, los hemangioblastos prolife-
ran y se diferencian para formar el plexo capilar, que
finalmente da lugar al sistema vascular sanguineo. Una
subpoblacion de células endoteliales de la vena embrionaria
estd comprometida al linaje linfatico y a partir de la vena
cardinal anterior surge un brote para formar la primera
estructura linfatica —el saco linfatico— a partir del cual se
desarrollara la red linfatica!®® (Figura 1).

Los vasos linfaticos forman una red unidireccional de
capilares, tubos precolectores y tubos colectores. Los capi-
lares linfaticos son estructuras tubulares que terminan cie-
gamente; se localizan dentro del estrato superficial de la
dermis, se observan colapsados parcial o totalmente y
poseen una luz mas ancha e irregular que los capilares
sanguineos. Poseen una membrana basal incompleta, no
estan recubiertos por pericitos y sus células endoteliales se
adhieren a la colagena intersticial por filamentos de anclaje,
constituidos de fibras elasticas. El incremento de la presion
intersticial causa que las uniones intercelulares se abran,
permitiendo el paso de la linfa.?

Después de recolectar la linfa, la transportan a los vasos
precolectores que se localizan en las capas profundas de la
dermis y se caracterizan por valvulas, membrana basal
incompleta y células de musculo liso dentro de su estructura.
Una vez que entran al tejido subcutaneo, su arquitectura se
vuelve mas compleja, esto es, incrementa el nimero de
vélvulas y de células de musculo liso, su pared es mas
gruesa y presentan una membrana basal continua. Estos
ductos son los llamados “tubos colectores” que transportan
la linfa a los ganglios linfaticos. Los conductos aferentes de
los ganglios linfaticos se dividen en sinusoides corticales
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Figura 1. Desarrollo de los vasos linfaticos. a) Las CEL adquieren su fenotipo
progresivamente durante la formacion de la red linfatica. La expresion del factor de
transcripcion PROX1 define la primera célula endotelial linfatica dentro de la vena
embrionaria, ademas de otros marcadores que se van expresando progresivamente
(entre ellos LYVEL). Este switch al fenotipo linfatico es acompafiado por una expresién
baja de los marcadores sanguineos (entre ellos CD31 y CD34). El saco linfatico
continda bifurcdndose con nuevos brotes hasta formar la red linfatica. La cinasa de
tirosina SYK y la proteina adaptadora SLP76 son necesarias para separar los vasos
linfaticos de los sanguineos. La formacion del saco linfatico y el proceso de brotes
endoteliales conducen a la formacion del plexo linfatico, el cual se expandira y
remodelard para formar la red linfatica constituida de capilares, vasos linfaticos
colectores y conductos linfaticos. La unién de VEGFC con VEGFR3 conduce a la
traduccion de sefiales en las CEL. El factor de transcripcion FOXC2, la glicoproteina
Pdpn, el ligando EphrinB2 y la Ang2 estan involucrados en la regulacién de la
diferenciacion tardia. b) En el cancer, entre uno de los varios eventos, se ha descrito
un incremento del receptor VEGFR3 y su ligando VEGFC, lo cual se traduce en una

linfangiogénesis anormal. Tomado y modificado de Adams y Alitalo.®

antes de pasar por debajo de la capsula del ganglio; la linfa,
gue es transportada en ellos, pasa a través de un filtro celular
reticuloendotelial. Los antigenos son procesados por las
células presentadoras de antigenos y los epitopos son
mostrados a los linfocitos que se encuentran en estos
organos, disparandose la respuesta inmune. La linfa conti-
nda a través de sinusoides medulares a la regién hilar del
ganglio linfatico, para después pasar a los conductos eferen-
tes y finalmente ser vertida a la circulacién venosa.®
Durante el desarrollo y cicatrizacién de heridas, la an-
giogénesis precede generalmente a la linfangiogénesis,
implicando la existencia de dos mecanismos distintos espa-
cial y temporalmente coordinados. Aunque las células endo-
teliales sanguineas (CES) y las células endoteliales linfati-
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cas (CEL) comparten muchas caracteristicas, tales como la
forma plana, la polaridad basal apical y la expresion de
ciertos marcadores endoteliales, sus diferencias en cuanto
a funcionalidad y arquitectura requieren una especializacion
y, por lo tanto, de productos génicos especificos. Se ha
reportado que aproximadamente 2% de los genes trans-
critos son expresados diferencialmente entre las células
endoteliales linfaticas y sanguineas.?*

Las CEL expresan niveles altos de genes implicados en
el metabolismo, secrecién y transporte de proteinas. Sobre-
salen los genes que codifican para proteinas que controlan
el transporte y fusion vesicular, entre ellas, miembros de la
familia de Syntaxinas, reb GTPasa y ATPasa.? Estos resul-
tados sugieren que los vasos linfaticos, ademas de llevar a
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cabo el transporte intercelular, tienen la capacidad para
remover selectivamente moléculas del intersticio y asi con-
trolar la composicion de la linfa y del fluido intersticial.?®

Mecanismos moleculares de la linfangio-
génesis

El desarrollo vascular del sistema sanguineo y del sistema
linfatico es un ejemplo de la fina coordinacion entre prolife-
racion, diferenciacién, migracion, adhesion a la matriz extra-
celular y sefializacién, durante la morfogénesis celular. La
hemangiogénesis (generaciéon de vasos sanguineos) esta
ampliamente estudiada en comparacion a la linfangiogéne-
sis (generacién de vasos linfaticos). Ambos sistemas com-
parten varios mecanismos, pero son regulados en forma
diferente. Tal es el caso de la familia de genes que codifican
para factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF,
vascular endothelial growth factors) y sus respectivos recep-
tores (VEGFR, vascular endothelial growth factor recep-
tors). La respuesta celular a VEGF es regulada por varios
mecanismos, entre los cuales estan la unién de un ligando a
diferentes receptores, grados de afinidad entre los diferen-
tes ligandos de un receptor, la expresion de isoformas,
correceptores, estimuladores e inhibidores.?5:27

La familia VEGF consiste de siete integrantes: VEGFA,
VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE, VEGFF y factor de
crecimiento placentario (PIGF, placental growth factor).?”
Todos tienen diferentes propiedades fisicas y biologicas y
actlan de manera autocrina a través de diferentes recepto-
res con actividad de tirosina cinasa como: VEGFR1 (Flt-1),
VEGFR2 (Flk-1) y VEGFR3 (Flt-4). Dos miembros de la
familia VEGF: VEGFC y VEGFD, son los factores de creci-
miento principales en el desarrollo de la linfangiogénesis via
activacion de VEGFR3 y en menor grado a través del
VEGFR212.2 (Figura 2).

El VEGFC se sintetiza como una proteina precursora
procesada proteoliticamente.® En el humano, ambas formas,
la total y la madura, se unen a VEGFR3 (receptor principal del
sefialamiento linfatico) con alta afinidad; en cambio, su union
a VEGFR2 depende del grado de procesamiento proteoliti-
€0.12230 | g uni6on VEGFC/VEGFR3 induce mitogénesis, mi-
gracion y sobrevida de las CEL*>%% (Figura 2). EI VEGFC
tiene efecto sinérgico sobre VEGFA durante la induccion de
la angiogénesis,'®% es quimiotactico para macrofagos y es
inducido por citocinas proinflamatorias.34°

El VEGFD presenta homologia estructural de 48% con
VEGFC. Se ha observado que durante el desarrollo embrio-
nario, los ratones deficientes en VEGFD presentan un
defecto importante de vasos linfaticos.** Por otro lado,
cuando se administra exdgenamente VEGFD a embriones
VEGFC -/- se restablece el brote de las CEL.“* Estas son
algunas de las evidencias que lo sitGan como un factor con
potencial linfangiogénico sutil y redundante.

Otras proteinas tales como FGF2 (fibroblast growth
factor-2), PDGFBB (platelet derived growth factor-BB) y
HGF (hepatocyte growth factor) también estimulan el creci-
miento linfatico.#?-44
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Otras moléculas que participan en laregulacién de la
linfangiogénesis

Entre ellas se encuentran correceptores; factores de trans-
cripcion PROX1 (prospero related homeobox-1) y FOXC2;
las angiopoietinas (Angs) y sus receptores Tie; las proteinas
podoplanina (Pdpn), SYK, SLP76, EphrinB2 y las metalopro-
teinasas de matriz (MMP, matrix metalloproteinases).

La identificacién reciente de correceptores, entre ellos,
las neuropilinas (Nrp) y las integrinas 31 y f9 muestran que
la via de sefialamiento linfangiogénica es mas compleja de
lo que se habia pensado. Existen dos isoformas de neuropi-
linas, la Nrpl y la Nrp2. Nrpl actGa como un correceptor
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Figura 2. Via de sefializacion VEGFC/VEGFR3 en la regula-
cion del crecimiento de vasos linfaticos. a) VEGFC y VEGFD
son activadas por convertasas intracelulares; una protedlisis
extracelular posterior genera homodimeros formando la pro-
teina totalmente madura. VHD=dominio homélogo a VEGF
(VEGF homology domain). b) La unién ligando-receptor con-
duce a la formacién de homodimeros o heterodimeros de los
receptores VEGFR2 y VEGFR3 que conlleva a la traduccion
de sefiales para que la célula endotelial linfatica prolifere,
sobreviva y se inicie el proceso de brote. Tomado y modifica-
do de Alitalo y colaboradores.*
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incrementando la interaccion VEGFA-VEGFR2 y Nrp2 par-
ticipa en la interaccion de VEGFC-VEGFR34547 (Figura 2).

Respecto a las integrinas, existen estudios en animales
de experimentacion que demuestran que la integrina a9p1
se puede unir a VEGFC y VEGFD, su delecioén origina un
fenotipo linfatico anormal.*® En cambio, la integrina B1 al
unirse a la fibronectina o colagena, interactia con VEGFR3
induciendo su capacidad tirosina cinasa.*

Factor de transcripcion PROX1. Se requiere para el
programa de diferenciacion a vaso linfatico. PROX1 mantie-
ne la diferenciacion del endotelio linfatico en tejido adulto,
por lo que es un marcador potencial para el endotelio
linfatico. PROX1y VEGFC son esenciales para los procesos
de desarrollo iniciales! (Figura 1).

FOXC2. Factor de transcripcién involucrado en definir el
fenotipo de los capilares linfaticos versus los vasos linfaticos
colectores. En los adultos se expresa abundantemente tanto
en los vasos linfaticos como en las valvulas linfaticas. El
desarrollo temprano de los vasos linfaticos procede normal-
mente en ausencia de FOXC2, pero en etapas posteriores,
el desarrollo de los vasos linfaticos es anormal. Los vasos
linfaticos colectores en los ratones FOXC2 -/- pierden las
véalvulas, mientras los capilares linfaticos adquieren recubri-
mientos ectdpicos de componentes de lamina basal y de
células de musculo liso.?25051

Angiopoietinas y receptores Tie. Se conoce poco de su
funcién sobre la vasculatura linfatica. Los receptores de las
Angs, Tiel y Tie2 son expresados en las células endotelia-
les. Angl induce el crecimiento linfatico en tejidos adultos.5?

Podoplanina. Originalmente identificada como T1o/E11
es una sialomucoproteina transmembranal expresada a
niveles altos en el endotelio de la mayoria de los vasos
linfaticos. Se le sugiere un papel estructural o de unién a
guimiocinas.!

SYKy SLP76. SYK es una cinasa de tirosinay SLP76 es
una proteina adaptadora. Estan involucradas en controlar la
separacion de los sistemas vasculares linfatico y sanguineo.
Ratones con mutaciones en estas moléculas desarrollan
comunicaciones linfatico-venosas anormales y desviacio-
nes arteriovenosas.>%®

EphrinB2 y su receptor. Son reguladores del desarrollo
vascular sanguineo y linfatico. La delecién de EphrinB2
origina una falta de remodelacién del plexo capilar primario
y de valvulas.®®

Otras proteinas importantes en el desarrollo de los
sistemas linfatico y sanguineo son algunos miembros de las
MMP. Se sabe que activan a citocinas latentes asi como a
otras MMP y pueden liberar factores de crecimiento unidos
a matriz extracelular, tales como VEGFAy FGF, que inducen
la linfangiogénesis o angiogénesis, ademas de degradar
proteinas de matriz extracelular que facilitan la invasién
endotelial .’

Marcadores del endotelio linfatico

Con el descubrimiento de los marcadores linfaticos se esta
tratando de establecer la importancia diagnéstica de los
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vasos linfaticos. Entre las diversas funciones de estos mar-
cadores estan los receptores de superficie celular, proteinas
transmembranales y factores de transcripcion.

El primer marcador descrito para el endotelio linfatico fue
el VEGFR3. Se expresa sobre el endotelio venoso en el
desarrollo temprano, antes del primer brote linfatico y es
exclusivo del endotelio linfatico en el tejido adulto, pero
tiene el inconveniente de reexpresarse sobre el endotelio
capilar sanguineo en algunos tejidos tumorales, lo que
complica su utilidad como marcador linfatico.>® PROX1 es
un marcador que mantiene la diferenciacion del endotelio
linfatico en el tejido adulto.*??® Podoplanina es un marcador
por excelencia,’* en su detecciéon se ha utilizado amplia-
mente el anticuerpo comercial D2-40.14% Sin embargo,
tanto PROX1 como podoplanina se encuentran en varios
sitios no vasculares, incluyendo epitelios y tejido conjunti-
v0.22 El marcador mas empleado desde finales de la década
de 1990 es la proteina LYVEL (lymphatic vessel endothelial
hyaluronan receptor-1),'* es homdloga a CD44 y receptor
endotelial para el acido hialurénico (un mucopolisacarido
abundante de matriz extracelular), por ello se considera
que esta involucrada en el transporte del mismo.? En la
carcinogénesis probablemente esta implicada en la disemi-
nacién de células tumorales a los ganglios linfaticos. Exis-
ten evidencias que en respuesta a citocinas inflamatorias
como TNFa e IL1 se abate su expresion.?2% LYVEL es un
marcador especifico de capilares linfaticos en una variedad
de tejidos;* sin embargo, también se expresa en sinusoi-
des sanguineos de higado normal’!y no se ha detectado en
tubos colectores linfaticos.! Los ratones LYVE1l -/- no
muestran un fenotipo obvio.

Todos los marcadores anteriormente descritos se han
empleado en los estudios de linfangiogénesis tumoral; no
obstante, es importante resaltar que ninguno es absoluta-
mente especifico para identificar los vasos linfaticos, lo que
hace necesario probar mas de un marcador para su mejor
deteccion y cuantificacién. A pesar de ello, estos marcado-
res han permitido aislar exitosamente CEL de canales linfa-
ticos y a partir de ellas se han podido obtener cultivos
primarios.®? Su seleccion se realiza utilizando anticuerpos
contra podoplanina, VEGFR3 o LYVE1l o por seleccién
negativa mediante anticuerpos contra CD34.53

Linfangiogénesis y cancer

La deteccion de la diseminacion de las células neoplasicas
a los ganglios linfaticos regionales y en particular la del
ganglio centinela (definido como el primer ganglio que recibe
el drenaje linfatico del tumor primario), es un factor central
para la etapificacion y seguimiento clinico.®*% En modelos
animales se demostr6 que el ganglio centinela presenta una
reorganizacion en la vascularizacion tanto linfatica como
sanguinea y linfangiogénesis antes de la presencia de
células neoplasicas metastasicas.®® En pacientes con can-
cer de mama se ha observado que el incremento de la
linfangiogénesis en el ganglio centinela esta asociado con
metéstasis a otros ganglios vecinos.”®"
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Por ahora no se ha logrado definir si la metastasis es
dependiente de la formacion e invasion de vasos linfaticos
nuevos (linfangiogénesis tumoral), o si es el tumor el que
rodea a los vasos linfaticos normales en este proceso de
diseminacién de los tumores. La linfangiogénesis durante el
proceso de carcinogénesis parece ser indicadora de progre-
sion y de mal pronostico. Existen estudios en canceres
sélidos como el de mamay cérvix, que comprueban la buena
correlacion clinicopatologica. Ademas, los estudios en ani-
males han establecido que la induccién artificial de la linfan-
giogénesis en xenotransplantes de tumores humanos pue-
den ser suficientes para promover las metastasis a ganglios
linfaticos.™"®

La informacion generada hasta el momento puntualiza
que tanto la linfangiogénesis como la hemangiogénesis
podrian ser Gtiles como blancos terapéuticos; sin embargo,
aunque algunos principios que rigen a la angiogénesis
tumoral son aplicables a la linfangiogénesis tumoral, se ha
visto que un tumor angiogénico no necesariamente induce
linfangiogénesis.'® En resumen, la linfangiogénesis asocia-
da a una neoplasia es un proceso vascular distinto a la
angiogénesis, a pesar de que se inician por estimulos
fisiolégicos similares.™

Se ha demostrado que los factores secretados por las
células neoplasicas activan o atraen a las células endotelia-
les linfaticas, promoviéndose la interacciéon entre ambos
tipos celulares, lo que facilita la entrada de las células
tumorales a los vasos linfaticos. Diversos trabajos indican
que estas interacciones estan mediadas por factores de
crecimiento,?® quimiocinas,’’® moléculas de la matriz extra-
celular® y moléculas de adhesion.8°

Los estudios inmunohistoquimicos y de PCR® emplea-
dos para evaluar marcadores especificos del endotelio linfa-
tico, han demostrado ser Utiles para predecir metastasis a
ganglios linfaticos regionales en varias neoplasias como
cancer de mama,®>% colon,®®" préstata,® vejiga,®® cér-
vix, %0 tiroides,®? cancer oral®®% y gastrico.® En ellos se ha
reportado una correlaciéon directa entre densidad alta de
vasos linfaticos (DVL) e invasién linfovascular (ILV) con las
metastasis a ganglios linfaticos. Estos resultados difieren a
los encontrados por otros investigadores.®® Las areas con
mayor linfangiogénesis se han observado alrededor de la
neoplasia en algunos tumores como cancer de mama,®’
cervical,®®% prostatico,®t endometrial’®? y melanoma.®®
Algunos autores sugieren que las células neoplasicas se
diseminan a través de los vasos linfaticos preexistentes que
proliferan debido a la influencia del microambiente tumoral.
Tal parece que los vasos linfaticos intratumorales son disfun-
cionales debido a la presién generada por las células neopla-
sicas en proliferacion.®”% Por el contrario, otros investigado-
res sugieren que ciertas neoplasias se diseminan a través de
vasos linfaticos de neoformacién pues encuentran una aso-
ciacion entre la densidad de vasos linfaticos intratumorales
y las metéstasis a ganglios linfaticos en carcinoma papilar de
tiroides bien diferenciado,® carcinoma de laringe'® y carci-
noma de células escamosas de cabeza y cuello.1%”

Varios estudios han demostrado una correlacién positiva
entre la sintesis de los factores de crecimiento VEGFC o
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VEGFD e intravasacion,¢1%-11° met4stasis a ganglios linfati-
cos,*18! |infangiogénesis, 392108111 migracion celular** y peor
curso clinico.8%3102112 | 3 sobreexpresion de su receptor
VEGFR3 esté asociada a una sobrevida menor en cancer de
colon**?y gastrico,*® asi como una correlacién directa con la
progresién del cancer cervical®®y de prostata.*'4 La coexpre-
sion de VEGFC-VEGFR3 también se ha identificado como
factor prondstico en cancer de pulmén.t®

Actualmente se acepta que la metastasis esta regulada
tanto por cambios genéticos y epigenéticos en las células
malignas, como por la respuesta de las células estromales
del microambiente.5”116117 |nicialmente se creia que el infil-
trado de leucocitos en el desarrollo de los tumores era un
intento del hospedero para erradicar las células malignas.
Ciertamente los leucocitos tienen este potencial, pero ain se
desconoce bajo qué mecanismos estas células en lugar de
apoyar al hospedero favorecen a las células neoplasicas.*¢
Las células inflamatorias del sistema inmune innato son la
fuente principal de factores de crecimiento y citocinas libera-
das al microambiente celular; la exposicién crénica a estas
moléculas puede inducir la invasion de células neoplasicas,
angiogénesis y linfangiogénesis.!®

Otros grupos de investigacion, incluyendo el nuestro,
han encontrado una asociacion directa entre DVL y el grado
de inflamacion*® (manuscrito en preparacioén). Entre las cito-
cinas proinflamatorias que inducen la expresion de VEGFC
estan IL6, IL1B, IL1a y TNFa.3-4057.60 Condiciones hipdxicas
o la presencia de especies reactivas de oxigeno generadas
durante la inflamacion inducen la expresion de VEGFA, la
cual estimula directamente la linfangiogénesis o indirecta-
mente a través de la sintesis de VEGFC.%

Por otra parte, las células neoplasicas también sintetizan
factores quimiotacticos para poblaciones especificas de
leucocitos, entre ellos, células cebadas, neutréfilos, linfoci-
tos y macréfagos. A los macréfagos que se encuentran
cercanos a la neoplasia se les ha denominado “macréfagos
asociados al tumor” (MAT). A través de la via de sefializacion
EGF-EGFR se induce la quimiotaxis de células tumorales o
estromales, por una parte, las células estromales son fuente
de EGF, entre ellas, los macréfagos y, por la otra, las células
neoplésicas poseen el receptor EGFR.' Otro mediador
inflamatorio estudiado es COX2, el cual induce la expresién
de VEGFC en cancer de mama!? y gastrico,*?* y como
consecuencia linfangiogénesis. En un modelo animal se
describié que al inhibir a COX2 se reduce la metastasis a
ganglios linfaticos via reduccion de la linfangiogénesis.?
Nuestro grupo esta estudiando la interaccion de los MAT y
células cebadas con la linfangiogénesis y angiogénesis en
el cancer cervicouterino y ha encontrado asociaciones
temporales a través de su evolucion (manuscrito en prepa-
racion).

Las CEL participan activamente en la formacion de
metastasis secretando quimiocinas, tales como CCL21 o
CCL1, cuyos receptores CCR7 y CCR8, respectivamente,
expresan algunas células tumorales.”™1%12¢ A CXCR4 y su
ligando CCL12 se les ha asociado con metastasis a ganglios
linfaticos en cancer esofagico,'® de colon'®y carcinoma
hepatocelular.*?
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El incremento de superficie de contacto entre las células
tumorales invasoras y el endotelio linfatico hiperplasico, el
aumento de permeabilidad vascular®®y la presion baja del
liquido linfatico,*?® son otros factores que podrian explicar el
papel de la linfangiogénesis en el desarrollo del cancer.

Se han propuesto alternativas para inhibir la linfangiogé-
nesis y en consecuencia las metastasis de tumores sélidos,
entre ellas, el empleo de anticuerpos especificos contra
VEGFR3,12°13%0 contra PIGFa*® y VEGFA.**2 En lineas celu-
lares y animales de experimentacion se ha reportado que la
sobreexpresion de endostatina inhibe la metastasis a gan-
glios linfaticos.'* Recientemente se silencié el VEGFC con
su RNA de interferencia (iRNA) especifico y se obtuvo
expresion reducida de VEGFC a nivel de proteina y transcri-
to, e incremento de la quimiosensibilidad a la epirrubicina en
células de cancer de mama®**y de cancer gastrico.'*

Implicaciones clinicas

A partir de estudios clinicos, desde el siglo XIX fue posible
deducir el papel que los linfaticos desempefiaban en la
diseminacion de los canceres epiteliales, particularmente el
de mama. Lo mas evidente era la presencia de ganglios
linfaticos axilares voluminosos en pacientes con neoplasias
malignas de la mama. Esto condujo a Halsted a disefiar la
mastectomia radical con vaciamiento axilar; a esta técnica
siguieron otras mas agresivas que se conocieron como
mastectomias suprarradicales. Es cierto que después de
esas intervenciones quirdrgicas no mejoro significativamen-
te la sobrevida de las enfermas, pero sirvié para constatar
que las metastasis a ganglios linfaticos del llamado primer
relevo eran muy frecuentes y que su via de diseminaciéon no
era sanguinea sino linfatica. Otra neoplasia que ayudo a
cimentar la observacion de diseminacion linfatica de cance-
res solidos fue el melanoma de extremidades inferiores,
cuyo primario frecuentemente estaba oculto (en la planta o
subungueal) y el primer signo aparecia en los ganglios de la
ingle aumentados de volumen y endurecidos. En otros
canceres como los de cuello ocurria el mismo fenémeno, ya
gue en los canceres laringeos vy tiroideos se encontraban
involucrados los ganglios de la cadena yugular. En esos
casos también se disefiaron intervenciones quirdrgicas agre-
sivas, como la cirugia radical de cuello.

Con el desarrollo y aplicacion rutinaria de la patologia
quirdrgica, todas las piezas extirpadas fueron disecadas
cuidadosamente para extraer los ganglios y estudiarlos
microscopicamente. Con estas técnicas fue posible determi-
nar el nimero, nivel y etapa de afectacion ganglionar, dato
que los clinicos y cirujanos todavia usan para etapificar la
neoplasia.

Con todos estos datos morfologicos, resultaba evidente
gue la diseminacion de esas neoplasias tenia que ocurrir por
via de los vasos linfaticos, aunque también era claro que las
metéstasis a otros drganos distantes serian por la via
sanguinea. Ya por los afios sesenta del siglo pasado surgi6
la linfangiografia, que permitié localizar ganglios afectados
intrapélvicos y paraaérticos (técnica por mucho tiempo olvi-
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daday antecedente de la actual para la busqueda del ganglio
centinela). Ante todos estos datos clinicos y morfoldgicos se
dedujo que la terapéutica ldgica era detectar tempranamen-
te los ganglios afectados y resecarlos en su totalidad, para
detener la diseminacion subsecuente.

Las intervenciones quirlrgicas eran muy mutilantes y
poco efectivas. El estudio microscopico de las neoplasias
permiti6 la observacion puntual de los vasos linfaticos dila-
tados y frecuentemente con émbolos neoplésicos, lo que se
conoce como permeacion linfatica. Pero dado que los vasos
linfaticos no siempre estan invadidos ni dilatados era dificil
cuantificarlos y determinar su localizaciéon alrededor del
tumor. Este fue el primer dato microscopico que tuvo corre-
lacion con la diseminacion neoplasica y con su curso clinico,
particularmente en canceres como el de prostata y mama.

En la época moderna y con el auxilio de las técnicas
moleculares, el estudio de la angiogénesis neoplasica cobré
importancia desde los estudios pioneros de Folkman. Sor-
prende que los investigadores se olvidaran del papel de los
vasos linfaticos, probablemente porque al no tener contacto
con la clinica, ignoraban los antecedentes clinicopatoldgicos
sobre este tema. Fue hasta recientemente que se inicié
sistematicamente el estudio de vasos linfaticos por medio de
marcadores biomoleculares para tratar de encontrar alguna
correlacion con la progresion y pronostico de la neoplasia.
Los numerosos factores de crecimiento y sus receptores, asi
como algunas citocinas que regulan y marcan el crecimiento
de los vasos linfaticos ya se describieron ampliamente en la
seccion anterior, pero su aplicacién y significado en la clinica
todavia no estan claros.

Por medio de técnicas inmunohistoquimicas, usando los
marcadores especificos, se ha estudiado la localizaciéon de
los vasos linfaticos en un intento por entender mejor su
participacion en la diseminacion neoplésica. Todavia no hay
consenso del significado de los linfaticos intratumorales y los
peritumorales. También se especula si los linfaticos del
estroma son inducidos a proliferar por factores de crecimien-
to secretados por las células malignas.*® De cualquier
manera, los estudios histopatolégicos rutinarios ya incluyen
la valoracién, tanto de la neohemangiogénesis como de la
neolifangiogénesis. En general se considera que el aumento
de vasos linfaticos, que no es paralelo al de los sanguineos,
se asocia con mayor actividad neoplasica.

Perspectivas terapéuticas

Para pensar y disefiar estrategias terapéuticas especificas
contra la linfangiogénesis neoplasica, es necesario entender
precisamente sus mecanismos biomoleculares. Por el mo-
mento persisten muchas interrogantes para las cuales toda-
via no hay respuestas. Por ejemplo, se precisa conocer
cudles son los efectores de la linfangiogénesis para poderlos
inhibir especificamente. Seria légico pensar que asi como se
ha probado clinicamente para el caso de la neoangiogénesis
(solo parcialmente), la detencion del crecimiento de vasos
linfaticos podria detener la diseminacién de la neoplasia.*®’
Sin embargo, hay que recordar que los antiangiogénicos no
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tuvieron el resultado esperado y quiza la terapéutica antilin-
fangiogénesis acarrearia otros problemas dado su papel en
la respuesta inmune y en la homeostasis del liquido inters-
ticial. Existiria el peligro de limitar la respuesta inmune 'y, por
otro lado, la interrupcion del drenaje linfatico acarrearia el
aumento de presion intratumoral y con ello limitaria el acceso
a drogas oncoliticas por la compresion de los capilares
sanguineos.13813°

Es evidente, ante estas interrogantes, que se requiere
esclarecer muchos de los aspectos todavia oscuros de la
neolinfangiogénesis tumoral antes de intentar una terapéu-
tica antilinfangiogénica. De cualquier manera, es innegable
que el estudio biomolecular de la linfangiogénesis ya ha
rendido algunos frutos para entender mejor la fisiopatologia
de la diseminacién neoplasica y ha extendido su uso como
marcador prondstico de algunos canceres.
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