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Metastase, uma visao atualizada

Fernando A. B. Pitrez', Hélio F. Lemchem’, Rogério Grossmann', José Pio
Furtado', Richard Borba Magalhaes®, Reginaldo Castilho?

Resumo

Os autores revisam a Cascata Metastatica, nome que designa a seqiiéncia de
fenémenos que levam a implantagcao da célula metastatica e sua multiplicacdo no

orgao alvo.

Através de uma revisao atualizada da literatura pertinente, expéem as muiltiplas
teorias e experimentos que tentam esclarecer os complexos mecanismos bioqui-
micos e enzimaticos que envolvem este fascinante processo, bem como sua

implicacao terapéutica.

Unitermos: Metastases; cascata metastéatica.

Apesar do extraordinario desenvolvimento mé-
dico dos Ultimos anos, muitas patologias ainda hoje
encerram enigmas intrigantes que persistem como
verdadeiros desafios ao avanco cientifico.

A neoplasia & um desses exemplos mais contun-
dentes. Inobstante o vasto conhecimento a respeito,
0s seus mecanismos mais intimos ainda perma-
necem obscuros, e provavelmente a palavra final
sobre o assunto tdo cedo nao sera escrita.

Por que motivo, em um dado momento, um
grupo de células comega a multiplicar-se de ma-
neira anarquica, incontroladas pelos sensores or-
ganicos, e passa a langar na corrente sanglinea
e linfatica brotos celulares que se implantam e
comegam a desenvolver-se da mesma maneira
que o foco inicial? Sdo as metastases, que ha
muitos anos recebem uma atengao especial dos
estudiosos no sentido de esclarecer os intrincados
mecanismos que determinam o crescimento de-
senfreado, as vias de disseminagao e sua prefe-
réncia por esse ou aquele érgao.

O presente estudo pretende, através de uma
revisao atualizada, trazer, de modo didatico, alguns
esclarecimentos eminentemente técnicos sobre o
assunto, revelando sucintamente algumas experi-
mentacoes e teorias a respeito, bem como
atraentes propostas terapéuticas recentes.

A cascata metastatica

O complexo mecanismo de formacgao das me-
tastases pode ser entendido por uma seqliéncia
l6gica de fatos atualmente designados como “Cas-
cata Metastatica”. A célula neoplasica inicialmente

degrada os componentes da matriz extracelular
(MEC) presente no estroma do 6rgao sitio do tumor
primario. Em prosseguimento, a célula metastatica
desenvolve motilidade, invadindo os tecidos e cain-
do, por fim, no compartimento intravascular(®.

O transporte das células tumorais na circulagéo
se da de forma passiva. Tendo sobrevivido a todas
as barreiras impostas pelo organismo no sistema
circulatério, o passo seguinte é a aderéncia, im-
plantacdo e crescimento dessas células no érgao
alvo®,

Para sintetizar, podemos dividir a Cascata Me-
tastatica em cinco fases principais, sobre as quais
embasaremos a presente revisao:

1. dissociacao das células do tumor priméario e
movimento atraves do estroma tumoral;

2. travessia das células através da membrana
basal e entrada na circulagao;

3. transporte passivo na circulagao;

4. aderéncia da célula metastatica ao 6rgao alvo
e extravasamento;

5. colonizagao da nova area.

1. Dissociacao das células do tumor primario
e movimento através do estroma tumoral

O processo de invasado tumoral inicia com a
extensao direta de algumas células ou clones ce-
lulares do neoplasma primario em direcao aos re-
cintos adjacentes. Estas células possuem carac-
teristicas de motilidade e invasividade, que sé@o o
resultado da combinagao de forgcas mecénicas, de-
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créscimo da adesividade entre as células tumorais
e fatores bioquimicos.

A forca de expansdo tumoral exerce pressao
nos tecidos adjacentes, promovendo a separagao
destes e posterior implantagao de células tumorais
nestes espagos. Entretanto, em estudos de siste-
mas tumorais onde esta forga de expansao nao
existia, também ocorreu invasao de células tumo-
rais, determinando, assim, ndo ser este um ele-
mento essencial para a invasao tecidual®. Na pra-
tica clinica, isto fica bem demonstrado nos pa-
cientes que apresentam inimeras metéstases, as
vezes disseminadas por multiplos 6rgaos, mas ape-
sar de todos os exames realizados nao se conse-
gue determinar o tumor primario. Sao as chamadas
metastases multiplas de tumor primario desconhe-
cido e que corresponde ao TX de classificacao
TNM.

De um modo geral, as células neoplésicas sao
mais facilmente destacéaveis do que as de qualquer
outro tecido normal. Uma modificagdo metabdlica
que leva a esta condigdo é uma produgao defei-
tuosa ou diminuicdo na produgao de fibronectina,
elemento que auxilia na adesado e organizagao
celular.™ A “Zénula Aderens” & outro elemento que
mantém a adesao celular, e cujo mecanismo pos-
sivelmente seja mediado pelas caderinas, que sao
uma familia de moléculas de adesao celular de-
pendentes do célcio®. Postula-se que uma altera-
cao na regulagao das caderinas influencia o po-
tencial metastatico; todavia, nao existe uma relagao
direta entre a diminuigcao das caderinas e o aumento
do potencial metastatico, simplesmente pelo fato
de a célula com baixa regulagem de caderinas ter
maior facilidade para se desprender do tumor. Ao
mesmo tempo esta célula possuira, igualmente,
uma menor adesividade aos elementos figurados
no sangue, os quais lhe garantiriam maior chance
de sobrevida na circulagao®.

Outro componente relevante na invasao da ma-
triz extracelular (MEC) pela célula neoplasica é a
interacao direta entre estas células, as células do
hospedeiro e a prépria MEC.

Liotta (1986) propde que isso ocorra em trés
etapas:

a) adesao a MEC;

b) degradagao enzimatica;

c) motilidade®.

A adesao pode ocorrer diretamente entre re-
ceptores na membrana da célula neoplasica e com-
ponentes da MEC, tais como a Fibronectina e Vi-
tronectina no estroma, e colageno IV e V e laminina
na membrana basal. Os receptores celulares para
a MEC podem ser divididos em duas grandes ca-
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tegorias: as Integrinas e Nao-integrinas. As inte-
grinas sé@o produtos génicos com afinidade para
determinados elementos da MEC. As nao-integri-
nas sdo determinantes da superficie celular que
podem atuar como moléculas adesivas e influenciar
no potencial metastéatico, como é o caso do CD44.®

Uma vez aderida a MEC, o estagio seguinte &
a degradagdo enzimética local de seus compo-
nentes por proteases liberadas somente por células
metastaticas.

O primeiro a notificar a capacidade dos proteo-
nases em degradar a MEC foi o autor antes citado,
correlacionando a expressao da 92 KDa gelatinose
com progressdao do CA de mama, e de 95 KDa
gelatinose com CA de célon. As enzimas até o
momento melhor relacionadas com a degradagao
da MEC sao a Colagenase IV a V, Catepsina B,
Elastase, Heparanase e Ativador do Plasminogénio,
entre outras.®

Tém sido definidas influéncias do érgéo sitio do
tumor primario na ativagcdo das enzimas degrada-
tivas da MEC. O colageno tipo IV é a maior proteina
estrutural de membrana basal que existe entre as
células do tecido conectivo e as parenquimatosas.
A colagenase, obtida a partir de células tumorais
metastaticas, atua de forma preferente sobre o
coldgeno da membrana basal. Em um estudo feito
por Cajot et al. (1986), uma linhagem de células
tumorais secretava somente uma pré-enzima da
colagenase |V, quando na hipoderme, enquanto
que no ceco produzia a mesma pré-colagenase 1V
intacta (inativa) e parcialmente clivada (ativada).
O aparecimento de formas ativas da colagenase
IV é provavelmente o resultado do aumento da
atividade de enzimas presentes no proprio 6rgao®.
Varios tipos de enzimas sao conhecidas por esta-
rem envolvidas na ativacao das Metalloproteinases,
em especial a Uroquinase Ativadora do Plasmino-
génio (UPA) e o ativador do Plasminogénio Tecidal
(tPA). Em outro estudo mais recente, Nakajima
demonstrou que em um sitio com muitas metas-
tases foi encontrado um meio com alta concentra-
cao de uPA, e num meio com poucas metastases,
encontrou-se baixa concentragao de uPA®.

Todavia, conforme o mesmo autor, nao basta
que exista uma producao aumentada de uPA para
que haja ativagéo das pré-enzimas, é necessaria
a presenca de receptores na superficie celular ca-
pazes de mediar essa ativacao.

Acredita-se, ainda, que da mesma forma que
existem ativadores das pré-enzimas, possam existir
também inibidores, presentes na intimidade dos
tecidos. Um destes fatores inibidores € o TIMP
(tissue inhibitor of metalloproteinases), que pode



METASTASE, UMA VISAO ATUALIZADA

inibir colagenases intersticiais, stromelysina e ge-
latinases(. Inibidores da atividade do plasminogé-
nio (Pai 1 e 2) também ja foram demonstrados e
se revelaram potentes reguladores negativos da
degradagao da MEC®,

Alguns componentes da MEC também podem
estimular a producéo e ativacdo das enzimas. E
0 caso de uma porgcao da molécula de laminina
A, que estimulou a producao de Colagenase IV e
aumento nas metastases pulmonares de melanoma
Murino®. Fato semelhante ocorre com a Fibronec-
tina, que aumenta a atividade de uPA em CA de
mama(9,

Também ocorre no mecanismo de invasao da
MEC uma interagédo entre a atividade das células
neoplasicas e as células normais (fibroblastos, ma-
créfagos, linfécitos), que resulta na ativagao e li-
beracdo de enzimas que degradam a MEC. Ao
mesmo tempo, fatores organicos, tais como as
Interleucinas, fatores de crescimento epidermal e
os derivados das plaquetas, também podem esti-
mular a producao e secrecao de proteinases de
células neoplasicas®.

Conforme os experimentos de Stracke et al.("),
no ano de 1991, apds iniciada a degradacao en-
zimatica da MEC, a célula comega a apresentar
motilidade para avancar na matriz degradada. Essa
motilidade € conseguida de duas formas: uma inclui
a descoberta de uma nova classe de citoquinas,
o AMF (Autocrine Motility Factor), e a outra um
fator quimiotatico derivado da degradacao da MEC.

As células do tumor primario presumivelmente
secretam AMF até concentragdes suficientemente
altas para estimular a motilidade, através de re-
ceptores de membrana, em células aptas a res-
ponder a este estimulo. O AMF parece possuir
alguma especificidade para as células tumorais.
Apds a sua ligagao com o receptor celular, a mo-
vimentagcao se da a partir da formacao de pseu-
dépodos na célula metastatica. A glicdlise €, de
fato, a origem da energia utilizada durante a mo-
tilidade, mas na auséncia de incremento de glicé-
lise, a célula pode utilizar respiragcao mitocondrial
como fonte de energia.

O outro fator implicado na motilidade celular é
a quimiotaxia, onde moléculas produzidas durante
a degradagao da MEC serviriam como quimiotaxi-
cos e estimulariam o movimento celular. Em um
dos seus estudos utilizando componentes da MEC,
tais como laminina, fibronectina e colageno |V,
Stracke observou que os mesmos estimularam a
motilidade das células neoplasicas, tendo sido essa
resposta variavel para os diferentes clones celu-
lares em relacdo as concentracoes relativas dos
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diferentes componentes da MEC utilizados. Isso
significa que existem diferentes receptores nas cé-
lulas metastaticas para as diferentes fragoes pro-
téicas da MEC.

2. Travessia das células através da
membrana basal e entrada na circulacao

Neste estagio se repetem os passos da invasao
tecidual: ancoragem, degradacao enzimatica e mo-
tilidade, que visam especificamente a ultrapassa-
gem da membrana basal endotelial e subsequente
entrada no compartimento intravascular.

Um fator importante nesta etapa é a angiogé-
nese induzida pelo tumor. Tumores com até 2 mm
de diametro podem receber nutricdo por difusdo.
A partir deste tamanho os tumores estimulam uma
neovascularizagao('?. Tumores malignos nao pro-
duzem seus vasos sanglineos, mas induzem o
crescimento de novos capilares a partir do tecido
do hospedeiro mediante a ligagcao de fatores an-
giogeneticos. Alguns destes fatores angiogénicos
foram recentemente identificados e isolados por
Folkman et al.(®

Os novos vasos formados sao mais suscetiveis
a invasao, pois geralmente apresentam defeitos
estruturais em sua parede, ou por ma formagao
ou por necrose, muito comum nos tumores.('®)

Uma vez que o tumor tenha ganho acesso a
circulagao, ele deve permanecer no sitio de entrada
e proliferar para em seguida liberar émbolos tu-
morais. Estando nos vasos, tanto a disseminacgao
hematica como a linfatica pode ocorrer. A idéia de
que sangue e linfa estao separados € errada. Existe
grande comunicagao entre estes compartimentos,
e metastases hematicas e linfaticas podem ocorrer
em paralelo.('®)

3. Transporte passivo na circulacao

Apos atingirem a circulagao, as células neopla-
sicas tornam-se mais sensiveis as barreiras me-
canicas e imunoldgicas. A presenca de células tu-
morais na circulagao ainda nao se constitui em
uma metastase, porquanto a maioria dessas células
liberadas sao rapidamente destruidas. Muitos ém-
bolos tumorais sao destruidos antes de se implan-
tarem.(” E estimado que a sobrevivéncia celular
esteja entre 1:1.000 a 1:1.000.000(®. Isso se deve,
em parte, ao trauma causado pela turbuléncia in-
travascular, adesao inadequada, oxigenagao insu-
ficiente ou atividade do sistema imune®. Um dos
mecanismos utilizados pela célula tumoral para
evitar a sua destruicao & a agregagcao homotipica:
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uma agregacao celular tumoral em uma unidade
multicelular embdlica, onde a porgao externa ser-
viria para proteger as células do interior dos danos
externos. Outro mecanismo € a agregacao hete-
rotipica, onde algumas unidades celulares tumorais
se agregam com outras do hospedeiro, como lin-
focitos e plaquetas, ou estimulam a formagao de
fibrina ao seu redor, apés se aderirem ao leito
tecidual receptor. As metastases podem ser o
resultado das células centrais viaveis, protegidas,
do meio hostil, pelos agregados circunjacentes.

4. Aderéncia da célula metastatica ao orgao
alvo e extravasamento

Tem sido postulado que a localizagdo de uma
metastase em um 6rgao especifico pode ser devida
a relagbes vasculares anatdmicas e/ou inter-re-
lacoes entre as células malignas e o érgao alvo(®).

A implantagdo mecanica é caracterizada pela
chegada da célula metastatica no primeiro leito
capilar encontrado. Este fator é responsavel por
cerca de 50% de todas as metastases.'”® Uma
caracteristica que favorece essa implantacao € a
formacao de émbolos multicelulares (homotipico):
o tamanho do émbolo favorece sua apreensao no
leito capilar.('®)

Por outro lado, ja em 1889, Paget sugeriu que
as metastases sao o resultado final de interacoes
muito especificas entre a célula tumoral e o 6rgao
colonizado (“Seed and Soil”)?. Uma dessas inte-
racoes pode ser devida a uma capacidade das
células neoplasicas em aderirem a moléculas lo-
calizadas na parede vascular. Johnson et al. (1991),
em um estudo experimental, demonstrou que pre-
parados de microvasculatura de pulmao apresen-
taram uma grande avidez migrante por células me-
tastaticas comumente encontradas neste sitio, en-
quanto preparados de outros tecidos nao apresen-
taram®"),

Outro tipo de interagao seria a presenca de
substancias nas células capazes de intermediar a
adesao com o endotélio vascular (“Vascular adres-
sins”)@2, Algumas dessas substancias sdo encon-
tradas fisiologicamente em linfécitos, sendo que
algumas também servem como mediadoras da ade-
sao das células tumorais (ELAM-1; INCAM-110)@.

Algumas formas variantes de uma glicoproteina
que tém sido propostas como mediadora da adesao
de linfocitos a membrana vascular (CD 44), igual-
mente parecem estar envolvidas no mecanismo
de adesao®.

Quando ocorre a adesdo das células metasta-
ticas ao endotélio vascular, pode ocorrer a retragao
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das células endoteliais e a conseqliente exposicao
dos componentes da matriz extracelular (MEC). %
Esta exposicao constitui-se usualmente em um
grande substrato adesivo para células tumorais,
ao contrario das endoteliais®®. A fibrina, compo-
nente da interacao célula metastatica — plaqueta,
é outro fator envolvido no dano a membrana basal
do endotélio. Essa interacao estimula a producao
de colagenase IV pela célula metastatica, dando
inicio ao processo de degradagao enzimatica da
membrana basal endotelial e consequente invasao
local do parénquima. Os produtos resultantes da
degradagdo da MEC servem como estimulantes
da motilidade celular, auxiliando, consequente-
mente, a invasdo do tecido®.

5. Colonizagao da nova area

A habilidade de algumas células para proliferar
no parénquima de um 6rgao “especifico” esta as-
sociada com as metastases em 6rgaos especificos;
todavia, as bases dessa interacdo permanecem
obscuras. Durante a interagéo da célula metastatica
com as células e os sistemas do hospedeiro, fatores
enddcrinos, paracrinos e autdcrinos, sozinhos ou
em combinagdo, podem servir como estimulo ou
inibicao da proliferagéo celular metastatica®”). Este
fendmeno caracteriza uma grande influéncia do
meio ambiente do érgao alvo no crescimento da
célula metastatica, fortalecendo, desta forma, a teo-
ria da “semente e do solo”, na qual células tumorais
especificas necessitam de um meio ambiente tam-
bém especifico para se desenvolverem. A fim de
ratificar tais afirmacoes, Morikawa et al. (1988),
em um estudo experimental feito com populagoes
celulares de carcinoma de célon com diferentes
propriedades metastaticas, implantadas no baco e
no ceco de alguns ratos (implantagao ortotépica),
observou que estas células produziram metastases
exclusivamente hepaticas ou para linfonodos. Es-
sas mesmas células, quando implantadas no sub-
cutaneo ou intramuscular, apresentaram um pe-
queno crescimento e raramente metastases®®.

Varios outros fatores influenciam o crescimento
metastatico no érgao alvo. Um desses € a habili-
dade da célula em produzir seu préprio fator de
crescimento (estimulagdo autécrina). Alguns sao
secretados pela célula e interagem com o receptor
na membrana celular (CSF-1, IL-2, BOMBEZIM e
GMCSF); outros interagem com o receptor no com-
partimento intracelular (PDGF, IL-3, GM-CSF, B
FGF)®®. Rodeck et al., realizando experimento com
metastases de melanoma humano, cultivadas in
vitro, mostrou que as mesmas apresentaram um
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crescimento autbnomo, sugerindo-se o envolvimen-
to de fatores autécrinos de crescimento®), Todavia,
somente esses elementos nao seriam suficientes
para o crescimento tumoral e metastatico('¢27, De
extrema importancia sao os fatores paracrinos,
aqueles derivados do 6rgao alvo. Esses fatores
sao peptideos produzidos pela célula normal; contu-
do, a concentracao necessaria para estimular o
crescimento das metastases € desconhecida.”
Um interessante achado é que a matriz extracelular
pode funcionar como um deposito de alguns fatores
de crescimento (B FGF, TGF B). O heparam sulfato
armazena B FGF ligando-se a ela. Quando ocorre
a invasao tecidual do o6rgao alvo pelas células
metastaticas, a heparanase € ativada, degradando
o heparam sulfato e liberando a B FGF, que pode
interagir com o receptor e estimular o crescimento
metastatico®).

O adenocarcinoma de préstata € um tumor de
crescimento lento em seu sitio primario. Frequen-
temente, este tumor metastatiza para a coluna ver-
tebral, onde, ao contrario, ostenta um crescimento
bastante acelerado. Foram encontradas na coluna
vertebral substancias capazes de promover o cres-
cimento de células de carcinoma prostatico, sendo,
provavelmente, estes fatores os responsaveis por
esta diferenca‘®?.

O contato célula-célula também é importante na
relacéo fator de crescimento-receptor. Um precur-
sor de fator de crescimento localizado na mem-
brana celular (TGF) e o seu receptor (EGF) fun-
cionam como mediadores da adesao célula-célula,
exercendo uma estimulacdo mitogénica®?.

O meio ambiente organico atua, da mesma for-
ma, inibindo o crescimento das metastases. Alguns
fatores inibitérios isolados sdao a TGF B 204 e a
AR®% (amphiregulin). Com o tempo, algumas cé-
lulas vém a perder a sensibilidade aos efeitos ini-
bitérios do crescimento.

Os fatores fisiologicos de regeneracao tecidual
também parecem exercer influéncia no crescimento
tumoral. Durante o reparo de determinado 6rgao,
aumenta o numero de mitoses desse dérgao por
estimulagao de fatores de crescimento fisiolégicos
proprios do mecanismo de regeneragao. Um
desses, recentemente identificado, € a TGF, des-
crita como um regulador fisiolégico da regeneracao
hepatica®). Van Dale e Galand (1988) inocularam
celulas de adenocarcinoma de célon no sistema
circulatério porta de ratos parcialmente hepatecto-
mizados e verificaram um dramatico aumento do
crescimento e incidéncia de colbnias tumorais no
figado desses animais, em comparagao com o gru-
po controle®®. Desta forma, quando tecidos nor-
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mais, como o figado, sdo danificados (possivel-
mente por invasao de células tumorais), fatores de
crescimento sao liberados para estimular o reparo
do 6rgao, e, ao mesmo tempo, também estimulam
a proliferagao das células neoplasicas receptiveis.

Ao chegar no 6rgao alvo, a célula metastatica
necessita de suprimento sanglineo adequado para
o seu desenvolvimento. Para isso, libera substan-
cias que estimulam a angiogénese. Algumas des-
sas ja foram isoladas: TAF (fator de angiogénese
tumoral), fatores de crescimento &cidos e basicos
dos fibroblastos, angiogenina, fatores de cresci-
mento modificados e prostaglandinas e certas pro-
teases degradativas do soro.(12.13.37-41)

6. Propostas terapéuticas

Baseados nos conceitos acima delineados, no
momento estdo em estudo algumas drogas que
seriam capazes de bloquear, em algum estagio, a
cascata metastatica, trazendo novas perspectivas
na terapia das metastases. Podem ser divididas
nos seguintes grupos:

Antiinvasivas: visam bloquear a invasao do
tumor primario, bloqueando enzimas proteoliticas
(Aprotinin ou Cysteine)“243),

Antiadesivas: inibem a adesao das células tu-
morais a fibronectina e laminina, como o peptideo
GRGDS®2,

Anti-motilidade: inibem a glicdlise, fonte de
energia para a motilidade celular. Como exemplo
o Oxamato(,

Anticoagulante: devido a conhecidas altera-
¢oes na coagulagdo que ocorrem em animais €
seres humanos com neoplasias malignas, agentes
que afetam a coagulagao e a agregacgao plaquetaria
tém sido estudados®. O Warfarim, j& usado em
humanos, promoveu um aumento da sobrevida e
retardamento na progressdo da doenca em pa-
cientes com carcinoma brénquico de pequenas cé-
lulas“),

Antiangiogénese: baseado na fato de que o
crescimento ou a proliferagao de neoplasias pri-
marias e metastases € grandemente dependente
de um adequado suprimento sanguineo, tém sido
estudadas drogas que vao interferir com ou inibir
a vascularizacdo das células neoplasicas®®. A pri-
meira droga identificada € o ICRF-159 (razoxane),
que inibe a disseminagao de células tumorais, nor-
malizando a estrutura da vascularizacao tumoral
e resultando em uma reducao do escape de células
malignas para a corrente sanguiinea®.

Bioterapia: visa o controle imunolégico da for-
magao de metastases através de substancias que
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estimulariam o sistema imunoldgico do hospedeiro,
como o Interferon”) e técnicas para ativacao de
macréfagos®® e anticorpos monoclonais®?. Esta,
atualmente, constitui-se no enfoque mais atual e
promissor na abordagem medicamentosa das me-
tastases.

Summary

The authors described in details Metastatic Cas-
cade that means a phenomenous sequence goes
to implantation of metastatic cell and its multiplica-
tion on target organ. Actual review was made in
agreement with specific literature to explain many
theories and trials which try to understand en-
zymatic and bioquimic mechanisms as well as its
therapeutic implications involved in this exciting
process.

Uniterms: Metastatic cascade; metastatic cells
implantation.
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