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SUMMARY

Cancer metastasis in the brain. An important clinical end point in patients with cancer js the formation of
metastasis in the brain. Understanding this phenomenon is important in several types of cancers, including
melanoma and Jung and breast cancers. Metastatic cells use specific adhesion molecules to home to brain, and
there they must attach to microvessel endothelial cells and respond to brain endothelial-derived motility factors
and brain invasion factors to invade the CNS. Neurotrophins are important factors in this process, and the ability
to invade the brain depends on metastatic cell responses to neurotrophins and production of basement
membrane degradative enzymes. Brain-metastatic human melanoma cells express low-affinity receptors for
neurotrophins, such as nerve growth factor, but they do not express the high affinity-type receptors encoded by
the proto-oncogene trkA. Tumor cells can proliferate in the CNS in response to local paracrine growth factors
and inhibitors, but their growth also depends on their production of autocrine growth factors. A major organ-
derived paracrine growth factor has been isolated that differentially stimulates the growth of cells metastatic to
the brain. Characterization of this mitogen demonstrated that it is a transferrin-like glycoprotein; cells that are
metastatic to the brain express greater numbers of transferrin receptors on their surfaces than cells that are
poorly metastatic or metastatic to other sites. The transferrin-like factors are expressed in fetal brain, and these
and other factors are probably important in determining whether metastatic cells can successfully invade,
colonize, and grow in the brain. Patologia (Méx.) 1994, 32: 155-169.

RESUMEN

La formacién de metastasis cerebrales es un hecho importante en la progresién clinica de los pacientes con
cancer. La comprension de este fenémeno es de interés en muchos tipos de cancer que incluyen melanoma,
cancer de puimén y de mama. Las células metastasicas utilizan moléculas de adhesion especificas para fijarse
y adherirse a las células endoteliales que cubren la pared de la microvasculatura del cerebro. Las células
metastéasicas responden a factores de motilidad derivados de las células endoteliales y a factores cerebrales
que promueven la invasién. Las neurotrofinas son factores importantes en este proceso. La habilidad para
invadir al cerebro depende en gran medida de la respuesta de las células endoteliales a las neurotrofinas y a
la produccidén de enzimas que degradan la membrana basal. Las células humanas de melanoma metastasicas
a cerebro expresan receptores de baja afinidad para neurotrofinas, tales como el factor de crecimiento del
nervio (NGF**), pero no expresan receptores de alta afinidad codificados por el proto-oncogene trkA. Las
células tumorales proliferan en el sistema nervioso central (SNC) en respuesta a factores locales paracrinos,
estimuladores e inhibitorios de crecimiento. Se ha aislado un importante factor de crecimiento paracrino que
diferencialmente estimula el crecimiento de las células metastasicas a cerebro. La caracterizacion de este
factor mitogénico demuestra que es una glicoproteina similar a la transferrina. Las células metastasicas a
cerebro expresan receptores de transferrina en la superficie en mayor nimero que las células con poco
potencial metastasico o metastasicas a otros érganos. Los factores similares a la transferrina se expresan en
el tejido cerebral fetal. Posiblemente estos, al igual que otros factores, son importantes para determinar si la
célula metastésica puede invadir, colonizar y crecer exitosamente en e! cerebro.

Palabras Clave: Metastasis en localizaciones especificas, adhesién celular, neurotropinas, factores de motili-
dad.
** Las siglas referentes a las citocinas y factores de crecimiento se utilizaran en inglés dado e/ uso comun de las mismas.
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INTRODUCCION

Actualmente esta establecido que el aloja-
miento mecanico de émbolos de células tumora-
les en la primera red capilar encontrada es un
factor importante en la diseminacién originada
en el torrente sanguineo de algunos canceres.
Sin embargo, después de observar los patrones
unicos de colonizacién en cancer de mama y en
los microorganismos, Paget® propusc que la for-
macién de metastasis no se basaba solamente en
propiedades mecdnicas sino también en el en-
cuentro de una célula tumoral particular ("semi-
1la) con un ambiente ("suelo") en el cual se

pudiera desarrollar y crecer. El concluyé que en

esos canceres, la colonizacién metastasica en lo-
calizaciones particulares no se podia explicar con
base en consideraciones mecédnicas como la cone-
xidn circulatoria del sitio secundario con el sitio
primario o la configuracion del sistema microcir-
culatorio.

Las propiedades asociadas con la preferencia
de metastasis por ciertos érganos y su papel en la
produccién de metdstasis en sitios especificos, se
ha estudiado principalmente en modelos experi-
mentales®®. Las células malignas con capacidad de
metastatizar en sitios especificos deben poseer
ciertas caracteristicas (Tabla 1). Ademas, el 6rgano
blanco debe poseer varias caracteristicas impor-
tantes que incluyen a los componentes de adhesién
apropiados, factores de motilidad, factores de in-
vasién y de crecimiento (Tabla 2).

Las interacciones apropiadas entre las células
metastasicas y las células endoteliales de la mi-
crovasculatura, células asociadas, y células efec-
toras derivadas del érgano son requisitos para
una colonizacién exitosa. Estas interacciones de
la célula tumoral pueden camb1ar durante la
progresién de la condicién maligna®’. Mientras
las células tumorales progresan y metastatlzan
en localizaciones proximas y distantes, también
se llevan a cabo cambios en sus propiedades de
colonizar drganos. Por ejemplo, en las etapas
iniciales de metastasis muchos canceres mues-
tran una tendencia a metastatizar en sitios espe-

Tabla 2: Algunas Propiedades Importantes
del Microambiente del Huesped
en la formacién de Metastasis.

1. Las células endoteliales de la microvasculatura apro-
. 23,24,105
piadas

2. La matriz de la membrana basal y estroma apropia-
dos19101,106

3. Los factores paracrinos de motilidad y de invasién
aprcq:)iadosg’107

4. Los factores de sobrevida, vigilancia, citotoxicidad na-
tural y citostdticos apropiados108’109’110

5. Los factores g)aracrmos de crecimineto e inhibitorios
apropladosG’ 9,103

Tabla 1: Algunas Propiedades Importantes
de las Células Metastdsicas.

1. Adhesion preferencial a las células endoteliales de la
microvasculatura del érgano colonizade®® 7161718,

2. Capacidad de responder a senales quimiotdcticas y

haptotdcticas secretadas por células del drgano coloniza-
do 34,37,48

3. Deben invadir y degradar la matriz subendotelial y
estroma del drgano colonizado!%2299:100)-

4. Evasidn del sistema de immunidad natural del érgano
colonizado>410L:102,

5. Capacidad de responder a senales locales de crecimien-
to solubles e insolubles en el érgano colonizado®"1%3,

6. Estimulacién de la anglogenesmw‘

cificos, éstas son las llamadas metastasis especi-
ficas de drganos®®*®. Las células tumorales que
progresan a un fenotlpo metastdsico y colonizan
6rganos a distancia deben ser menos dependientes
de los factores paracrinos de motilidad, y otros
factores paracrinos de crecimiento en el tejido de
origen y mds sensibles a factores paracrinos y cito-
cinas presentes en el nuevo microambiente del
érgano secundario®”,

Pacientes con ciertos canceres avanzados, ta-
les como melanoma maligno diseminado, cancer
de mama, cancer de pulmodn y otros, frecuente-
mente desarrollan lesiones metastasicas en el
cerebro y la médula espinal, que originan compli-
caciones neurologlcas severamente debilitantes
y dolorosas'. A pesar de que las lesiones metas-
tésicas en otros érganos frecuentemente pueden
ser bien toleradas y algunas son asintomaticas,
una vez que el cerebro esta invadido con depésitos
metastédsicos de crecimiento acelerado, la calidad
de vida se deteriora réapidamente. Una de las ma-
yores diferencias entre las lesiones metastasicas
en el cerebro y otros érganos, es que las lesiones
cerebrales presentan sintomas severos en una eta-
pa mas temprana. Aunque la incidencia total de
lesiones tumorales metastasicos al sistema ner-
vioso central no ha sido precisada, aproximada-
mente el 13% de la poblacion de pacientes con
cancer, presentara complicaciones smtomatlcas
relac1onadas con metastdsis cerebrales'. Los es-
tudios basados en autopsias sugieren que la inci-
dencia de lesiones tumorales metastdsicas en el
sistema nervioso central ha aumentado, enun por-
centaje del 24% de los pac1entes de cancer'. Basa-
dos en las cifras actuales de cdnceres sistémicos y
con este porcentaje de frecuencia de metastasis,
aproximadamente 70,000 muertes por cancer pre-
sentaran lesiones metastdsicas en cerebro. Menos
de una tercera parte de estos pacientes seran tra-
tados de sus complicaciones en el SNC. Un 40% de
los pacientes con melanoma seran tratados por
complicaciones debidas a metastasis cerebrales,
y aproximadamente 70 a 80% mostraran en la
autopsia lesiones en el SNC. Por otro lado, rara-
mente ocurre metastasis a cerebro en cancer de
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higado o préstata. Estos canceres muestran una
incidencia de 4 a 5% de metastasis cerebrales
respectivamente.

La metéstasis al SNC es generalmente consi-
derada un hecho tardio y de mal prondstico en la
evolucion de los cdnceres, aunque en algunos
representa el primer evento sintomatico. Una
vez que ccurre la metdstasis a cerebro, la sobre-
vida media después del diagnéstico de la lesidn,
es aproximadamente seis meses para la mayoria
de los canceres. Aunque las cifras de mortalidad
suelen deberse a los efectos sistémicos de la am-
plia diseminacién de la enfermedad, algunos pa-
cientes de melanoma sucumben a la enfermedad,
con evidencia de metdstasis iinicamente el SNC.
La diseminacion a cerebro ocurre en dos grupos
de edad, de 0-5 afios y 55-60 afos. Estas cifras
corresponden a la incidencia de cénceres pedia-
tricos (leucemia, linfoma, sarcomas) y a canceres
en el adulto que muestran predisposicién a colo-
nizar el cerebro.

La formacién de metastasis cerebrales es un
hecho tnico, que difiere significativamente de la
formacidén de lesiones metastdsicas en otros dr-
ganos'®. El cerebro es més sensible que otros

organos a las alteraciones en su microambiente
local. Esta respuesta es debida, principalmente,
a la limitacion de espacio en el craneo. El cerebro
no tiene sistema linfatico para eliminar el exceso
de liquido que acomparnia al crecimiento del tu-
mor. Por lo tanto, el edema cerebral representa
una de las mayores complicaciones asociadas con
lesiones tumorales en el SNC. Una lesién metas-
tasica relativamente pequeia en el cerebro pue-
de causar sintomas severos, que incluyen
paralisis, cefalea, convuisiones y alteraciones
sensoriales y del razonamiento. Como las metas-
tasis cerebrales suelen estar acompanadas por
otras complicaciones, el tratamiento es general-

“mente paliativo.

Propiedades de Adhesién de Células
Metastdticas a Cerebro.

Las propiedades adhesivas de la célula tumo-
ral son importantes en varias etapas del proceso
de metdtasis®®*®, Para poder alcanzar érganos
distantes, las células malignas deben despren-
derse de su localizacidén primaria y entrar en la
circulacién sanguinea y ya en ella, la adhesién de

FORMACION DE METASTASIS

TUMOR PRIMARIO VASCULARIZACION

IASION

MICROAMBIENTE
ESTABLECIDO

PROLIFERACION
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ﬁ ORGANOS

——— METASTASIS
A DISTANCIA

big. 1. Los diferentes pasos en la patogeénesis de las metastasis’.
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una célula maligna a otra™ o2 células cn'culantes
mormales como linfocitos!* y plaquetas’®, a célu-
las endoteliales especificas de la m1crovascu1atu-
ra®® y a su matriz subendotelial o membrana
basal'®'? son importantes en la determinacion de
la localizacidon del érgano metastasico. Una vez
que ocurre la adhesidon del endotelio, las células
malignas estimulan la retraccién de la célula
endotelial exponiendo asi la membrana basal
subyacente. Finalmente, la célula maligna debe
penetrar esta estructura para tener acceso al pa-
rénquima del rgano® (fig.1)

Con los recientes adelantos en los métodos
para el establecimiento de cultivos de células

endoteliales de diferentes érganos, las interac-

ciones de la célula metastasica con las células
endoteliales de la microvasculatura se pueden
estudiar in vitro. Nosotros hemos encontrado
que lineas de melanoma murino que colonizan el
cerebro con gran eficiencia tienen una frecuencia
mas alta de adhesién a células endoteliales cere-
brales singénicas de la microvasculatura. De
igual manera, células de melanoma que coloni-
zan el pulmon poseen una alta frecuencia de
adhesion a células endoteliales de la microvascu-
latura de pulmén®®. Nosotros hemos obtenido
datos similares para lineas celulares humanas
de melanoma que colonizan el cerebro™

La adhesién de células malignas que coloni-
zan a las células endoteliales apropiadas de 6r-
ganos especificos sugiere que las células
endoteliales poseen determinantes especificos de
o6rgano. De hecho, células endotelialeales de la
microvasculatura expresan in vivo e in vitro pa-
trones unicos de glicoproteinas de superficie que
probablemente son importantes en una variedad
extensa de procesos fisiolégicos®™?. Esto es espe-
cialmente evidente en la microvasculatura del
cerebro donde la expresidn de ciertas glicoprotei-
nas es significativamente diferente comparada
con la de otros drganos, como el pulmdn, higado,
rifén y brazo®.

Aparentemente multiples moléculas estan im-
plicadas en la adhesién de las células tumorales
a las células endoteliales*>® asi como también
en la adhesion de células normales a células
endoteliales. Algunas moléculas de adhesién de
células tumorales estdn envuletas en la adhesion
preferencial de células tumorales a tipos especi-
ficos de células endoteliales, mientras otras es-
tan asociadas con la adhesién a células
endoteliales diversas®?®®, Otra familia de mo-
léculas altamente implicadas en la adhesion de
células tumorales a células endoteliales es la de
las selectinas®, CD44%, NCAMS®, anexinas®™ e
integrinas®. La expresién de integrinas por el
cerebro asi como también por células tumorales
puede ser importante en el desarrollo de metas-
tasis cerebrales. Las integrinas expresadas por
astrocitos normales poseen las subunidades a2,

a3, 06, ply p4d en areas asociadas con interaccio-
nes con el estroma®. Por el contrario, los astroci-
tomas muestran un aumento en la expresmn de
las integrinas a3, fly pd vy expreswn de novo de
las integrinas a5 aV y p4®. La expresién de la
1ntegr1na o4 por 11nf001tos infiltrantes de tumor
cerebral® sugiere que las células tumorales me-
tastasicas a cerebro pueden también expresar la
integrina a4. Algunas de las moléculas generales
de adhesién de células endoteliales, como las
anexinas, estan probablemente implicadas en
parte en el anclaje de células metastasicas de
cerebro a células endoteliales de la microvascu-
latura del SNC. Las moléculas en las células
metastasicas a cerebro y en células endoteliales
responsables del acogimiento por el cerebro y del
caracter especifico de esta interaccién no han
sido identificadas hasta el presente.

Propiedades de Motilidad de las Células
Metastdaticas a Cerebro.

La motilidad de las células tumorales es un
elemento esencial en la invasidn de la célula me-
tastasica®®. La habilidad de las células tumorales
en la respuesta a sustancias quimioatrayentes espe-
cificas a drgano o asociadas a drgano, pueden ser
determinantes importantes en la invasion selectiva
de células tumorales en tejidos especificos. Se han
identificado factores quimioatrayentes derivados
de drganos y en algunos casos han sido parcial-
mente purificados. Orr et al.?® identificaron un fac-
tor quimioatrayente derivado de hueso
proveniente de cultivos de células de carcmosarco-
ma de Walker; Hunjanen y Terranova® demostra-
ron que celulas tumorales que metastatizan a
cerebro o higado, migran a favor de un gradiente
de concentracién de componentes solubles extrai-
dos de cerebro o higado respectivamente.

Algunos de los factores de motilidad relaciona-
dos con el proceso de metastasis son moléculas
previamente aisladas. Por ejemplo, un factor de
motilidad conocido que se piensa es importante en
las metastasis es el factor de dispersién ("scatter
factor"), que fué originalmente identificado en sue-
ro, e induce el movimiento de células epiteliales in
vitro. Este factor es producido por flbroblastos
embrionarios y algunas lineas de fibroblastos® y
probablemente juega un papel importante en la
estimulacion de la invasion de ciertos tumores
epiteliales y mesenquimatosos.

Como el endotelio vascular es el primer tipo
de célula que interactia con células tumorales
circulantes, y existen diferencias en las propie-
dades de células endoteliales de la microvascula-
tura de diferentes drganos, estudiamos los
factores de motilidad tumoral secretados por cé-
lulas endoteliales de érganos especificos. Encon-
tramos que células endoteliales derivadas de la
microvasculatura del cerebro secretan factores
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paracrinos de motilidad que diferencialmente es-
timulan el movimiento quimiocinético y quimio-
tactico de células murinas de melanoma
colonizantes a cerebro con una frecuencia mads
alta que las de melanoma metastasico a pul-
mén®., Los factores de motilidad secretados por
células endoteliales derivadas de la microvascu-
latura cerebral no han sido purificados, pero
aparentemente son diferentes de los factores de
motilidad secretados por el endotelio de la mi-
crovasculatura del pulmén o células sinusoidales
endoteliales del higado y que diferencialmente,
estimulan el movimiento de células de linfoma
de células, grandes metastdsicas en pulmén o
higado respectivamente®. Un potente factor de
motilidad de células de linfoma colonizador en el
higado ha sido purificado y secuenciado. Este
factor es un fragmento de alto peso molecular
(M,) (200,000) de componente C3 de la cascada
de complemento. Este factor de motilidad (C3b) no
es capaz de estimular la motilidad de células epite-
liales, ni de células de tumor linfoide pobremente
metastasicas o células altamente mestastasicas a
pulmén®. '

Los fragmentos de bajo peso molecular de los
componentes de la cascada de complemento son
factores quimiotacticos conocidos. Un factor qui-
motactico de motilidad de bajo peso molecular de-
rivado del componente C5 de la cascada del
complemento es activo en la migracién de neutréfi-
los*! y células tumorales®®. Otro factor de motili-
dad de bajo peso molecular con actividad
quimotdactica ha sido obtenido del componente
de complemento C3 **. Nosotros encontramos
que el fragmento C3b es un factor de motilidad
potente para células de linfoma colonizadoras
del higado™.

Los factores de motilidad presentes en la ma-
triz extracelular de un érgano pueden estimular
la migracion de células metastasicas de melano-
ma con mas frecuencia que las células no metas-
tasicas®. La matriz extracelular del higado
estimula la migracién de células de melanoma
y de sarcoma de células reticulares colonizado-
ras de higado con una frecuencia mayor que las
de melanoma metastasicas a pulmén™.

Las células tumorales metastasicas también
pueden procucir factores de motilidad autocri-
nos. Los factores autocrinos de motilidad han
recibido recientemente mucha atencién por su
probable papel en cascada de metastasis tumo-
ral*®*’, Estos factores son secretados por la célula
tumoral metastasica y estimulan la motilidad qui-
miocinética de la célula. Un factor de motilidad
autocrino importante de peso molecular aproxi-
mado de 53,000 se ha aislado de células de
melanoma y de carcinoma de mama ‘%, El
receptor para el factor de motilidad autocrino de
células de melanoma ha sido identificado®. La
secrecién y la respuesta excesiva a factores de

motilidad autocrinos no debe esperarse que nece-
sariamente aumenten la especificidad del érga-
no de la célula maligna; sin embargo, en
general éste debe aumentar las propiedades
malignas de las células tumorales y ayudarlas
a la invasidn tisular. Por lo tanto, moléculas
tales como los factores de motilidad autocri-
nos pueden ser importantes en la formacién
de la metastasis pero es poco probable que
contribuyan a la especificidad de drgano de la
metastasis.

Propiedades Invasivas de Células
Metastdticas a Cerebro.

El acceso al cerebro esta altamente regulado
por la barrera hemato—encefalica. Esta es una
estructura basicamente definida por las conexio-
nes (tight junctions) entre las células endotelia-
les del cerebro, una membrana basal
relativamente gruesa, y una capa subyacente de
astrocitos que regulan estrictamente el flujo de
iones, nutrientes y células al cerebro. Para la for-
macién de metastasis al cerebro, la célula maligna
debe adherirse a la superficie luminal de la célu-
las endoteliales de la microvasculatura del cere-
bro e invadir la barrera hematoencefalica. Este
proceso requiere la expresion de una variedad de
receptores de superficie celulares, enzimas de-
gradativas y respuesta a factores paracrinos de
motilidad y de invasién.

Las células metastasicas a cerebro expresan
niveles altos de enzimas hidroliticas de la mem-
brana basal, tales como colagenasa tigo 1V, acti-
vador de plasminégeno y heparinasa®. Nosotros
hemos encontrado que células metastasicas a ce-
rebro de melanoma humano y murino, secretan
altas cantidades de enzimas degradativas de la
membrana basal®. A pesar de que las células
metastésicas generalmente tienen la capacidad
de secretar enzimas degradativas, la sintesis de
algunas de estas enzimas puede ser inducida
(factores de invasion paracrinos) o provista por
el microambiente (células endoteliales de la mi-
crovasculatura, neutréfilos). Estas pueden ser
estimuladas para aumentar la sintesis y secre-
cién de enzimas degradativas de la barrera he-
matoencefdlica. Por ejemplo, nosotros hemos
encontrado que células metastasicas a cerebro,
de origen murino y humano son sensibles al fac-
tor de, crecimiento de nervio (NGF)**% El NGF
funciona en las interacciones paracrinas de los
ganglios craneales y ha sido estudiado principal-
mente por su 3papel en el mantenimiento de la
célula neural®. Durante la progresién maligna
de melanoma hay un aumento en la expresion de
recegtores de baja afinidad para neurotrofinas
(P75 FCI:)M. La evaluacién inmunohistoquimica
de p75"*™N demostré un aumento en la expresién
en etapas avanzadas de melanoma®.



‘ 160 l NICOLSON Y MORA

PATOLOGIA

En contraste con los factores paracrinos créni-
cos del cerebro, las neutrofinas como NGF son
consideradas factores paracrinos de crecimiento
agudos ya que son inducidos por trauma y proba-
blemente por células tumorales en la metastasis
cerebral. El NGF se acopla a receptores especifi-
cos de neurotrofinas en la superficie de células
humanas de melanoma pero no induce mitogéne-
sis®, Estos receptores pueden ser de baja afini-
dad (p’75RF °N) o alta af1n1dad (codificados por la
familia de oncogenes trk) . Por ejemplo, el recep-
tor de alta afinidad para NGF es la proteina
pl40Pte*A oodificada por el gen trkA™

Nosotros hemos encontrado que el NGF puede
estimular la invasién y degradacién de la ma-
triz extracelular de células malignas de mela-
noma, particularmente en las lineas celulares
altamente metastdsicas a cerebro. El NGF pue-
de realizar estas funciones en ausencia de la
proteina p140°P™*4%1 15 cnal suglere que el
receptor de NGF de baja afinidad p75% ", tie-
ne un papel en la sefial de invasion.

La incubacién de células de melanoma murino
o humano con concentraciones fisiolégicas de NGF,
aumenta la 5Produccmn de enzimas degradatlvas
de la matriz™”* y aumenta la hablhdad de invadir
una membrana basal reconstituida® o sus compo-
nentes™. Este fenémeno ocurre tnicamente si las
células han sido cultivadas en matriz extracelular
y estimuladas por el factor quimiotactico derivado
de las células endoteliales de la microvasculatu-
ra del cerebro. Esto sugiere que ademas de la
respuesta a factores neutréficos como NGF, las
células de melanoma deben recibir sefiales apro-
piadas de la matrlz y de motilidad paracrina
para ser invasivas®', Estos efectos de las neutro-
finas probablemente no son exclusivos del cere-
bro, ya que las neurotroflnas se encuentran
también en otros tejidos®*®'. La alta expresién de

p57¥N en células de melanoma metastdsicas a
cerebro sugiere que el cerebro probablemente es
el inico que utiliza el NGF como un factor inva-
sivo. El NGF y las otras neurotrofinas probable-
mente participan en la regeneracién tisular del
SNC*®

El NGF y las otras neurotrofinas probable-
mente part1c1pan en la regeneracién tisular del

SNC*

Propiedades de Crecimiento de Células
Metastaticas a Cerebro.

Las respuestas de algunas células cancerosas
a factores de crecimiento paracrinos expresados
diferencialmente en sitios metastasicos particu-
lares, podrian explicar porqué ciertos canceres
muestran una preferenc1a de crecimiento en 6r-
ganos especificos®”. Este fenémeno también po-
dria explicar el aumento en la afinidad de
receptores particulares de crecimiento y la res-

puesta aumentada de las células metastdsicas a
factores de crecimiento. Por ejemplo, la expre-
sién aumentada del receptor del factor de creci-
miento epidérmico (EGF) codificado por
c—erbB-1 esta asociado con un pronéstico pobre o
a un aumento en la capac1dad metastasica de
carcinoma de mama® %, Un gen relacionado (c—
erbB-2/neu) codifica el receptor de superficie del
factor de crecimiento pl85, cuya expresion au-
mentada estd asociada con un pobre pronéstico
de carcinoma de mama®*® y carcinoma de ova-
rio®®, La progresién de células de melanoma
humano a etapas mas avanzadas de malignidad
esta asociada con una expresion aumentada del
receptor para EGF™.

En general, la progresién de cancer a etapas
avanzadas de malignidad se basa en el concepto
de que los receptores para factores de crecimien-
to que resultan importantes en el proceso de
metastasis son los que muestran una expresion
aumentada durante las etapas tardias de la pro-
gresmn tumoral®, Para demostrar que la expre-
sién aumentada de receptores de crecimiento es
importante en la progresién del tumor y la me-
tastasis, la téenica de transferencia genética ha
sido utilizada para aumentar la expresién de los
receptores de crecimiento en células y determi-
nar las propiedades biolégicas de éstas. Por
ejemplo, la transferencia de genes mutados o no
mutados de c—erbB-2/neu, tiene como resultado
que por lo menos ciertas células transfectadas
adquieran el fenotipo metastdsico™®. Los cam-
bios en las propiedades metastasicas de las célu-
las transfectadas con c—erbB-2/neu ocurre
concomitantemente con otros cambios, como por
ejemplo, un aumento en la adhesividad a las
células endoteliales de la microvasculatura, au-
mento en la invasividad de una membrana basal
reconstituida, y aumento en motilidad en res-
puesta a factores quimiotacticos derivados de 6r-
ganos™’. No todas las células transfectadas se
conv1erten a fenotipos metastdsicos. Por lo tanto,
la conversién de células no transfdrmadas o célu-
las de tumor benigno a células de alto potencial
maligno por transferencia de un oncogen activado,
estd usualmente acompanada por cambios en la
expresion de receptores de factores de crecimiento
asi como también de cambios en la expresién de
otros productos genéticos implicados en otras etapas
de la formacion de metastasis.

La expresién de factores paracrinos estimula-
dores e inhibitorios de crecimiento en cantidades
variable en diferentes érganos y tejidos, proba-
blemente determina en gran medida el potencial
de crecimiento de las células metastasicas en
tejidos especificos. Es conocido que los canceres
son frecuentemente dependientes, por lo menos
en las etapas iniciales, de factores paracrinos de
crecimiento secretados por células circundantes
del huesped®. Sin embargo, una vez que ocurre la
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progresion al fenotipo metastasico, la capaci-
dad de responder a factores de crecimiento
cambia. Las células metastasicas responden
mas a factores estimuladores/inhibitorios de
crecunmeto expresados en la localizacién se-
cundaria® (Fig. 1).

La preferencia por drganos de las células me-
tastdsicas se ha correlacionado con un aumento
en la respuesta mitogénica a factores estimulado-
res/inhibitorios de crecimiento expresados en la
localizacién secundaria para colonizacién’ ™. Por
ejemplo, cuando se cultivaron las células tumora-
les metastasicas en medio condicionado de organos
con riesgo de colonizacién metastdsica, encontra-
mos que el crecimiento celular en medio con canti-
dades minimas de suero fué diferencialmente
estimulado por factores no dializables de tejidos
de 6 Srganos a riesgo’'*. En 1989 Chackal-Roy et
al.”® encontraron que el medio condicionado
contiene un factor de crecimiento derivado de
la médula 6sea que diferencialmente estimula
el crecimiento de carcinoma metastasico de
préstata. Por otro lado, Price et al.”® en 1988
encontraron que el potencial de colonizacién de
una serie de clonas derivadas de células de
melanoma no siempre se correlaciona con su
habilidad de crecer en co-cultivo con fragmen-
tos de tejido pulmonar, indicando que otros fac-
tores son necesarios para la preferencia de
organos por las metastasis.

Factores Similares
a la Transferrina y Metastasis Cerebrales

En 1989 nosotros purificamos un factor para-
crino de cre01m1ento importante para las células
metastas1cas 7 el cual resulté ser similar a trans-
ferrina’. Estos factores similares a la transferri-
na son probablemente utilizados como factores
estimuladores de crecimiento en organos tales
como pulmédn, hueso y cerebro. Por ejemplo, Ros-
si y Zetter' encontraron que un factor similar a
la transferrina juega un papel importante en
carcinoma de prostata metastasico a hueso. Un
factor similar a la transferrina derivado de un
medio condicionado de pulmoén fue el primer fac-
tor de crecimiento purificado con homogeneidad.
Estos estudios se basaron en la capacidad de
estimular diferencialmente el crecimiento de
células altamente metastasicas a un érgano en
particular’’. Estos factores similares a la tras-
sferrina probablemente utilizan el receptor di-
mérico de la transferrina (180kDa). Cuando
nosotros estudiamos la correlacién entre las
propiedades de acoplamiento de la transferrina
marcada con '**-1 y la respuesta de crecimiento
de diferentes lineas de melanoma con diferen-
tes potenciales de metéastasis, encontramos que
las lineas que colonizan el cerebro exhiben una
mayor respuesta de crecimiento a la transferri-

na. El orden de acoplamiento de la transferrina
marcada a las lineas celulares de melanoma es
paralelo a sus respuestas de crecimiento a la
transferrina®. Resultados similares fueron ob-

tenidos con un sistema murino de adenocarci-
noma de mama metastasico. Las lineas
celulares de adenocarcinoma mamario de rata
con mayor tendencia a colonizar el cerebro,
mostraron el mayor acoplamiento a la trasferri-
na marcada con 7 y la me]or respuesta de
crecimiento a la transferrina®. Al utilizar unas
lineas celulares derivadas de céncer de mama
(MCF-17), seleccionadas por su capacidad invasi-
va en ratones desnudos (nude), encontramos por
andlisis grafico de Scatchard, que las lineas mas
invasivas y metastdsicas acoplan mas moléculas
de transferrina ?-I°"

La expresiéon aumentada de un factor de creci-
miento en particular puede ser importante en la
respuesta de crecimiento de células metastdsicas
en ciertas localizaciones o en sitios con trauma o
inflamacion. Las células tumorales que expresan
un alto nimero de receptores para la transferri-
na, deben ser capaces de responder a concentra-
ciones limitadas de transferrina que existen en
algunos compartimientos tisulares como el cere-
bro. En el cerebro, los factores similares a trans-
ferrina son probablemente utilizados como
factores paracrmos de crecimiento durante el de-
sarrollo fetal®, Con la posible excepeién del plexo
coroide, el cerebro humano adulto no sintetiza
grandes cantidades de transferrina. La transfe-
rrina esta presente normalmente en cantidades
limitadas probablemente debido a su pobre pene-
tracién de la barrera hemato—encefalica. Para
que una célula maligna pueda metastatizar a cere-
bro, puede ser ventajoso expresar grandes cantida-
des de receptores de la transferrina y asi poder
responder a las bajas concentraciones de estos fac-
tores. Otra explicacién para este fenémenno es que
los factores similares a la transferrina sintetizados
por el cerebro no se acoplan eficientemente al re-
ceptor de la transferrina. Recientemente, nosotros
hemos encontrado que el cerebro fetal sintetiza
cantidades relativamente altas de un factor simi-
lar a la transferrina que ha sido llamado TfL.F-3%,
Es muy probable que el TfLF-3 sea uno de la serie
de factotes estimuladores e inhibitorios de creci-
miento, importantes en la preferenc1a de células
metastdsicas por el cerebro®.

Factores paracrinos de inhibicién
de crecimiento y la preferencia
de érganos por la célula metastdsica

Senales tanto positivas como negativas en lo-
calizaciones secundarias son importantes en las
metastasis. Pocas moléculas inhibitorias de cre-
cimiento paracrinas derivadas de drganos han
sido identificadas y la mayor parte de las cue
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han sido identificadas han resultado ser factores
de inhibicién conocidos, tales como la familia de
citocinas del factor de transformacién de creci-
miento beta (TGF-p)*!. Los tejidos pueden secre-
tar potentes inhibidores de crecimiento que, en
conjunto con factores positivos de crecimiento
probablemente determinan la proliferacién de
células metastasicas en diferentes comparti-
mientos. Por ejemplo, un medio condicionado de-
rivado del rifién es particularmente inhibitorio
en muchos sistemas metastasicos. Estos siste-
mas metastaticos no colonizan en rindén por la
presencia de TGF-®,

El factor TGF-p1 inhibe algunas, pero no to-
das las células metastasicas. Por ejemplo, la ma-
yoria de las lineas celulares de melanoma
maligno son inhibidas en su crecimiento pero
otras no son afectadas por la presencia de TGF-

Bl en el medio de cultivo®. Ocasionalmente, cé-
lulas altamente metastdsicas son estimuladas en
su crecimiento por estas citocinas®. Reciente-
mente, lineas celulares de carcinoma colorectal
y renal establecidas de tumores individuales ex-
hiben estimulacién/inhibicién clonal de creci-
miento, independientemente del }gotencial
metastasico de las clonas celulares”. Por lo
tanto, la heterogeneidad en la respuesta de célu-
las metastasicas al TGF-p1 sugiere que no hay
una relacion sencilla entre las respuestas de las
células malignas a un factor de crecimiento posi-
tivo o negativo y el potencial metastasico®.

En melanomas humanos, las respuestas a va-
rias citocinas que afectan el crecimiento celular
positiva o negativamente indican que las células
de melanomas en etapas avanzadas no son capa-
ces de responder a citocinas de crecimiento nega-
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“bFGF TGF¢
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Fig. 2. Interacciones bidireccionales entre las células malignas y el microambiente del cerebro. Las células del
tumor secretan citocinas que pueden afectar las células de Schwann y matriz extracelular del cerebro. En cambio,
las células y matriz del hiesped secretan factores que estimulan/inhiben la motilidad celular y proliferacién del

tumor™.
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SENSIBILIDAD A CITOQUINAS DURANTE LAPROGRESION TUMORAL
RESPUESTA A FACTORES DE CRECIMIENTO E INHIBITORIOS ENDOCRINOS, PARACRINOS Y AUTOCRINOS
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Fig.3. La progresion de las células malignas cancerosas conlleva la alteracién de su respuesta a moléculas
estimuladoras e inhibitorias derivadas del hdesped y sintesis de factores de crecimineto autocrinos. La "diferen-
ciacidén" del tumor a estados de menos malignidad se demuestra como un proceso posible hacia la izquierda y la
progresiéon del tumor a un estado de malignidad mds avanzada se demuestra a la derecha. La progresién del tumor
puede resultar en cambios en la regulacion de factores paracrinos y autocrinos de crecimiento. En las etapas
iniciales de crecimiento de las células tumorales metastdsicas, se espera que éstas sean reguladas por factores de
crecimiento paracrinos, como en el caso de colonizacion especifica de érgano por células metastdsicas y regula-
cién de crecimiento por factores paracrinos de crecimiento/inhibitorios derivados de Srganos. Mientras la
progresion del tumor contintia, sin embargo, hay una pérdida de la respuesta a factores paracrinos estimulado-
res/inhibitorios del crecimiento y un aumento en la produccién de factores autocrinos de crecimiento. Esto se
hace evidente con la colonizacion metastdasica a diferentes tejidos. Finalmente, la progresién del tumor resulta
en la pérdida completa de la respuesta a factores estimuladores/inhibitorios de crecimiento (estado acrino) dando

como resultado la colonizacién metastdsica de virtualmente cualquier microambiente tisular®.

tivas, lo cual sugiere una pérdida de la capacidad
de responder a factores de crecmuento paracri-
nos con la progresién del tumor®. Una de las
moléculas responsables de la 1nh1b1cién diferen-
cial del crecimiento vertical de células de mela-
noma fué purificado y demostré ser la IL-6. En
1992 Lu et al.® establecieron que las células
metastdsicas mas avanzadas han perdido su ca-
pacidad de responder a inhibidores de erecimien-
to lo cual sugiere que una de las propiedades mas
importantes de las células altamente malignas
es la pérdida de las respuesta a inhibidores para-
crinos de crecimiento.

Los tejidos y células de origen de la mayoria
de los factores paracrinos estimuladores/inhibi-
torios de crecimineto son desconocidas. Las fuen-
tes mas probables de dichos factores en la
mayoria de los tejidos son las células paréquima-
tosas, fibroblastos, células endoteliales, mastoci-

tos, y macréfagos. Las fuentes no celulares de
dichos factores incluyen la matriz intersticial ex-
tracelular y la membrana basal. En el cerebro,
las fuentes de factores paracrinos incluyen los
astrocitos, células gliales y células de Schwann
(fig. 2).

La mayoria de los tejidos secretan factores
solubles de crecimiento e inhibicién. En 1993
Okumura et al. * encontré que medio condiciona-
do de cultivos a corto plazo pero no de cultivos a
largo plazo de fibroblastos de drganos particula-
res estimulan el crecimiento de clonas de célu-
las altamente metastdsicas de carcinoma de
mama. La mayor estimulacién del crecimiento
se obtuvo del medio derivado de fibroblastos
aisladas de pulmon o glandula mamaria, las
localizaciones mas comunes de células metasta-
sicas de carcinoma mamario®. En 1991 Gleave
er al” encontraron estimulacién de crecimiento
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bidireccional cuando el medio condicionado deri-
vado de células de carcinoma de prdstata fué
sustituido por medio condicionado derivado de
fibroblastos de hueso. Como el hueso es una
localizacién comin para el carcinoma de prés-
tata, estos resultados sugieren que las células
de carcinoma de préstata estimulan y son esti-
muladas por los fibroblastos de hueso. En 1992
Hamada et al.* utilizando células murinas de
linfoma de células grandes colonizadoras de
pulmén o higado, encontré que el medio condi-
cionado de células endoteliales singénicas deri-
vadas de 6rganos especificos, podia sustituir al
medio condicionado derivado del 6rgano especifi-
co en ensayos de proliferacién de células tumora-
les. En estos estudios, las células de linfoma
colonizadoras de higado responden mejor al me-
dio condicionado de células endoteliales sinusoi-
dales; las células de linfoma colonizadoras del
pulmén respondieron mejor al medio condiciona-
do derivado de células endoteliales de la micro-
vasculatura del pulmén. La eliminacién de
factores similares a la transferrina del medio
condicionado de células endoteliales del pulmén,
reduce la actividad mitogénica, pero siempre
queda alguna actividad residual. Estos resulta-
dos sugieren que hay muiltiples factores de creci-
mineto tumoral secretados por las células
endoteliales.

Dado que las células endoteliales responden a
factores angiogénicos secretados por las células
tumorales, una relacién bidireccional o reciproca
debe existir entre la célula tumoral y las células
endoteliales especificas de la localizacién se-
cundaria (fig.3). Este crecimiento reciproco
regulado por citocinas®’ probablemente se
aplica tanto a diferentes tipos de células pa-
rénquimatosas como a la matriz extracelular.
La explosién de crecimiento metastasico en
ciertos 6rganos puede ser explicada facilmen-
te por la estimulacién de la motilidad, inva-
sion y crecimiento del tumor y células del
huesped derivadas de la secrecién reciproca de
citocinas y otros factores por células tumorales
y del huesped®’.

El crecimiento de las células metastasicas
puede ser estimulado por células que son espe-
cificamente atraidas al tumor por la circula-
cién, ademas de las células parenquimatosas,
las células endoteliales, los astrocitos y las cé-
lulas gliales. Por ejemplo, los mastocitos pue-
den ser atraidos a la periferia del tumor y
proveer otra fuente de mitégenos y factores de
motilidad. Al igual que el proceso de inflama-
cidn, los mastocitos son atraidos al tumor de-
bido a la secrecién de factores mitogénicos y de
motilidad secretados por mastocitos en la peri-
feria del tumor. En 1992 Dabbous et al.** utili-
zando células de adenocarcinoma de mama,
encontraron que solamente las células altamente

metastaticas eran capaces de atraer un gran nd-
mero de mastocitos en la periferia del tumor. Los
mastocitos aislados secretaron factores que dife-
rencialmente estimularon. el crecimiento de las
células altamente metastdsicas pero no de las
células con pobre potencial metastasico.

Mecanismos Autocrinos y Metastasis.

Las células metastasicas pueden producir
multiples factores motilidad y crecimieto que
pueden actuar como factores autocrinos. Células
tumorales que puedan condicionar su microam-
biente con la secrecién de factores de motilidad,
factores de crecimiento y citocinas también pue-
den producir efectos en células vecinas que no
secretan factores similares. Este mecanismo de
senal paracrino entre poblaciones tumorales se
piensa que juega un papel en el movimiento,
crecimiento y otras propiedades biolégicas de la
célula metastasica®™”*. Uno de los efectos de las
interacciones interclonales de las células tumo-
rales es el cambio en la expresién y despliegue
de receptores para factores de crecimiento en
la superficie celular. Por ejemplo, interacciones
interclonales entre células de melanoma muri-
no colonizadoras de cerebro alteran la expre-
sién de un receptor de superficie®™ que
finalmente fué identificado como un receptor
de transferrina®. En este caso, los interaccio-
nes interclonales estabilizaron la expresion de
receptores de transferrina concomitantemente
con las propiedades de colonizacidn de cerebro de
las clonas celulares™.

Los factores autocrinos de crecimiento apa-
rentemente aumentan en importancia durante el
progreso de la célula tumoral a estados mas
avanzados de malignidad. Las células tumorales
mas avanzadas en el proceso tumoral general-
mente son menos dependientes de factores de
crecimiento derivados del suero para su creci-
miento in vitro”®, La pérdida de ciertas res-
puestas a factores de crecimiento y factores
inhibitorios en células altamente metastdsicas y
la habilidad de esos canceres de colonizar y cre-
cer en localizaciones secundarias distantes se
puede explicar al considerar las propiedades de
crecimiento de los cdnceres durante las dife-
rentes etapas de progresion. Cuando los cdnce-
res progresan a las etapas tempranas de
metastasis, usualmente demuestran una dis-
tribucién restringida de metastasis o de especi-
ficidad de érgano de metdstasis, mientras que
en los estadios finales de la progresién cancero-
sa cerca de la muerte del hiesped, pueden colo-
nizar maultiples érgancs y tejidos. La
explicaciéon mas razonable para este fenomeno
es que la célula cancerosa progresa de unos me-
canismos paracrinos estimuladores/inhibitorios
en las etapas iniciales de la progresion metasta-
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sica a unos mecanismos mayormente autocrinos
o hasta la pérdida de todos los mecanismos de

regulacién de crecimiento en las etagpas finales
de la progresién metastasica (acrino) T,
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