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Abstract

The microenvironment has emerged as a promising source of novel therapeutic
applications in experimental models of brain metastasis. Our limited understanding
of the complex brain ecosystem transformed by the presence of cancer cells includes
key cell types that either promote or limit local progression of metastatic cells. Iden-
tification of the molecular networks regulating the crosstalk between cancer cells and
the microenvironment, but also within different brain resident and non-resident cell
types surrounding the tumor is crucial to decipher the biology of colonization and
subsequently to target key nodes with innovative and effective therapies.

I will illustrate the importance of the brain metastasis microenvironment with our
pioneering work discovering pSTAT3™ reactive astrocytes, a subpopulation of resident
cells induced by the presence of cancer cells in the brain. pSTAT3™ reactive astrocytes
are crucial to maintain the viability of brain metastases independently of their source
of the primary tumor. The ability of these subpopulation of astrocytes to modulate
both the innate and the acquired immune systems creates a pro-metastatic niche

facilitating the growth of metastases. Targeting this altered molecular pattern has



proved to be safe and effective against brain metastasis in experimental model and in
patients, suggesting that it is feasible to develop anti-metastasis therapies targeting

the microenvironment.
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aquellos aspectos moleculares que nos estan permitiendo profundizar en la biologia de la
colonizacién cerebral por las células cancerosas, centrandome en el papel del microambiente

que rodea al tumor.

EPIDEMIOLOGIA Y CLINICA DE LA ENFERMEDAD

La metastasis cerebral corresponde a tumores secundarios de cerebro que tuvieron su origen,
por tanto, en otro 6rgano siendo los mas frecuentes el pulmoén (48 % de las metastasis cere-
brales tienen este origen), la mama (15 % de las metastasis cerebrales) y la piel (10 %) [1].

Algunas células cancerigenas se diseminan desde el tumor primario alcanzando la sangre
lo que les permite llegar a 6rganos distantes. Cuando estas células metastéticas alcanzan
el cerebro y son capaces de crecer en él hablamos de metastasis cerebral.

Este tipo de metéastasis afecta entre un 10% y un 30 % de los pacientes con céncer
avanzado. Es el cancer mas comun en el cerebro siendo su frecuencia diez veces superior a
los tumores primarios en este 6rgano como, por ejemplo, el Glioblastoma. A pesar de estos
datos, no hay un tratamiento efectivo para la metastasis cerebral y, aunque algunos pacien-
tes puedan disfrutar de algunas terapias avanzadas, es un érgano en el que, con frecuencia,
ocurren recaidas después de tratamientos oncologicos inicialmente exitosos contra el tumor
primario o incluso otras metastasis.

A la complejidad de la situacion terapéutica asociada a la metéastasis en el cerebro se
une el limitado conocimiento de su biologia lo que ha impedido la generaciéon de nuevas
posibilidades para mejorar su pronostico.

Las dos situaciones mas frecuentes que se presentan en los hospitales incluyen a pacientes
con céncer de pulmén y con cancer de mama. En los pacientes con cancer de pulmoén es
frecuente un diagnostico sincréonico del tumor primario y de la metéstasis en cerebro, de
hecho, la sintomatologia que lleva al paciente al hospital puede ser de tipo neurocognitiva
y no derivada del propio tumor primario. Una situaciéon muy diferente se puede dar en el
cancer de mama, que genera el 20 % de los casos de metastasis cerebral. Concretamente,
los tumores triple negativos o HERZ2 positivos son los principales subtipos en cuanto a
tropismo cerebral. A diferencia del cancer de pulmoén, es frecuente que el diagnostico de
la metastasis cerebral no sea simultdneo al del tumor primario, sino que éste sea tratado
inicialmente, quedando el paciente libre de enfermedad durante un tiempo, pero al cabo

de meses o incluso anos la sintomatologia neurologica y la historia clinica de un cancer



anterior llevan al diagnoéstico de la metéastasis cerebral.

Desde el momento en que se diagnostica la metastasis cerebral la supervivencia media
es de 6 meses. Ademas de la escasa supervivencia, el diagnéstico lleva implicito en muchas
ocasiones la incidencia de sintomas neurocognitivos y unas terapias de indole paliativo muy
agresivas como son la neurocirugia, radioterapia holocraneal o radioterapia estereotactica.

Asi pues, la metéstasis cerebral sigue siendo letal, pero es cierto que estamos viendo en
los ultimos anos esfuerzos destinados a mejorar las terapias, su caracterizaciéon molecular,
mejoras en los modelos de laboratorio, estrategias enfocadas a la prevenciéon y al estudio
microambiente, que creemos tienes grandes posibilidades. Discutiremos a continuacion en

més detalle algunos de estos aspectos.

MODELOS EXPERIMENTALES DE METASTASIS CEREBRAL

Los modelos de metastasis cerebral consisten en el uso de células derivadas de pacientes,
frecuentemente derivadas de liquidos pleurales o nédulos linfaticos, que inicialmente se
manipulan para permitir su seguimiento en el animal vivo o por histopatologia gracias
a marcadores de bioluminiscencia y fluorescencia, respectivamente. Este tipo de modelos
existen para cancer de pulmén, cancer de mama y melanoma.

Para generar las metastasis una vez marcadas las células, las inyectamos en ratones
inmunodeprimidos por via intracardiaca, de manera que las células se diseminan por todo
el organismo y acaban creciendo en algunos 6rganos de manera poco reproducible. Sin
embargo, el aislamiento de células capaces de colonizar el cerebro, que pueden haberse
manifestado en alguno de los ratones inyectados, y su posterior re-inyeccién en un nuevo
grupo de ratones permitira aumentar el tropismo del modelo experimental de manera que,
después de unas tres rondas de seleccion en vivo, seremos capaces de establecer una linea
celular metastatica al cerebro, las células llamadas BrM [I].

Ademas del uso de células de origen humano, la generacion de células BrM a partir
de células tumorales de modelos murinos de cancer tiene la ventaja de poder estudiarlas
en animales receptores con un sistema inmune intacto. Actualmente existen modelos BrM
singénicos de cédncer de mama, pulmén y melanoma con los que adicionalmente se puede
estudiar el papel de las células no cancerigenas del microambiente que rodea a la metastasis
mediante el uso de modelos genéticamente modificados. Estos modelos murinos modificados

genéticamente en los que se inyectan las células BrM tienen la particularidad de poseer
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determinadas proteinas del microambiente cerebral ausentes o expresadas a niveles méas

altos, lo que permite sacar conclusiones respecto a su papel en la metéastasis.
Sin embargo, lo ideal para estudiar la metéastasis cerebral seria tener modelos que re-

capitularan todo el proceso cancerigeno desde la generacion del tumor primario hasta la
formacion de la metastasis en cerebro. Desafortunadamente estos modelos no estan actual-
mente disponibles. Aunque varios modelos han sido publicados [2, B, 4] su uso no esta
extendido ya que ninguno posee reporteros en las células cancerigenas, lo que hace el ana-
lisis mas complicado, y el crecimiento del tumor primario es muy agresivo, implicando que
el tiempo disponible para el crecimiento de las metastasis esté limitado y, como mucho, lo
que se observa son micrometastasis. Una manera de mejorar esta situacion seria a través
del uso de terapias dirigidas hacia el tumor primario que permitiran controlarlo para dar
mas tiempo al desarrollo de la metéstasis cerebral.

Finalmente, inspirados por los hallazgos de la alta complejidad genémica detectada
en los estudios moleculares humanos se han hecho esfuerzos para obtener muestras de
neurocirugias que son luego implantadas en ratones inmunodeprimidos [1].

Estos modelos llamados PDX (del inglés “ Patient Derived Xenograft”) son los tnicos
capaces de recapitular la complejidad genoémica de las metéstasis cerebrales humanas. Su
uso ha servido para evaluar la sensibilidad a baterias de medicamentos para analizar nuevas
oportunidades terapéuticas |5}, 6] [7, [8, 9.

De manera complementaria, las alteraciones encontradas en las muestras humanas pue-
den introducirse en células cancerigenas mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 para estudiar
su papel inductor de la capacidad tropica a cerebro, o facilitadora de su supervivencia o

agresividad en este organo (Figura [1)).

LA IMPORTANCIA DEL MICROAMBIENTE CEREBRAL EN LA BIOLO-
GIA DE LA METASTASIS CEREBRAL

El microambiente ha emergido en modelos experimentales de metéstasis cerebrales como
una fuente prometedora de aplicaciones terapéuticas novedosas. Nuestra comprension limi-
tada del complejo ecosistema cerebral transformado por la presencia de células cancerosas
incluye varios tipos celulares que o bien promueven o, por el contrario, limitan la progresion
local de la metéstasis. La identificaciéon de los mecanismos moleculares que regulan la in-

teraccion entre las células cancerosas y el microambiente, pero también aquellas que se dan
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entre los diferentes tipos de células que rodean el tumor, es crucial para descifrar la biologia
de la colonizacion y, posteriormente, para atacar nodos clave con terapias innovadoras y

eficaces.

LOS ASTROCITOS

Los astrocitos son el tipo de célula glial méas abundante en el cerebro. Este tipo celular
interactia con las células metastaticas durante todo el proceso de colonizacion cerebral.
Cuando ocurre esta interaccion, los astrocitos se vuelven reactivos, un estado celular aso-
ciado a la presencia de un dafio o lesion [10]. La comunicacion entre las células cancerigenas
y los astrocitos reactivos incluye contacto fisico directo, pero también interacciones media-
das por moléculas y vesiculas secretadas (Figura . Todas estas interacciones pueden tener
consecuencias anti o prometastaticas. El complejo comportamiento de los astrocitos que
rodean las metéastasis cerebrales podria derivarse de la heterogeneidad intrinseca a este

tipo celular.

Comunicacion a través de moléculas secretadas

De la célula cancerigena al astrocito reactivo

Las moléculas secretadas pueden actuar como senales paracrinas entre las células cancerosas
y los astrocitos reactivos. Las células cancerigenas de las metastasis cerebrales derivadas del
cancer de mama producen IL-13 debido a la activacion de c-Met y MAPK [11]. La IL-15
secretada por las células cancerigenas regula la expresion de Jaggedl en los astrocitos,
que, a su vez, senaliza en las células metastaticas activando la via Notch, que promueve
la auto renovacion de las células madre de la metastasis [12]. Ademas, la IL-15 derivada
de células cancerigenas induce la producciéon de HGF por los astrocitos reactivos, lo que a
posteriori aumenta la activacion de c-Met en células metastasicas [12]. Derivado de estos
hallazgos, el compuesto E, inhibidor de Notch, y el pterostilbeno, inhibidor de c-Met, fueron
evaluados como posibles aplicaciones terapéuticas demostrando su capacidad para disminuir

la metastasis cerebral experimental del cancer de mama [IT], 12].
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Figura 1: Modelos experimentales de la metastasis cerebral
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Del astrocito reactivo a la célula cancerigena

Las moléculas secretadas por los astrocitos también son capaces de influir en las células
metastaticas del cerebro. Algunos de los factores secretados son frecuentes en otros procesos
neuroinflamatorios, lo que sugiere que las mismas vias moleculares que se inducen durante
estos procesos podrian participar en la metastasis cerebral. Las células metastaticas cere-
brales de cancer de pulmoén co-cultivadas con astrocitos producen IL-8, MIF y PAI-1. Los
astrocitos activados responden al secretoma de células cancerosas produciendo IL-6, TNF-«
IL-18 que estimula la proliferacion de células tumorales [13].

Ademés, los astrocitos producen la neurotrofina BDNF que se une al receptor TrkB en
células cancerigenas HER2" facilitando asf la colonizacion del cerebro. Asi, la inhibicion
combinada de HER2 con lapatinib y de TrkB con ciclotraxina B reduce la supervivencia
de las células metastaticas de cancer de mama HER2" de manera mas eficiente que cada
compuesto de manera individual [14].

Otra senal protumorigénica producida por los astrocitos reactivos incluye la metalo-
proteasa MMP-9 que, por una parte, promueve la invasion de las células cancerigenas al
degradar componentes no definidos de la matriz extracelular y, por otra, estimula la neo-
angiogénesis al liberar VEGF de la matriz que rodea al tumor [15].

Las células metastaticas cerebrales de melanoma inducen la expresion de diferentes
factores proinflamatorios en los astrocitos reactivos, entre ellos la interleucina IL-23 [16), [17].
La interleucina IL-23 producida por astrocitos reactivos asociados a la metastasis cerebral
induce la secrecion de MMP2 en las células cancerigenas, lo que promueve sus capacidades

migratorias e invasivas [16].

Otros tipos de interacciones

Contacto fisico directo: uniones de tipo gap

Los astrocitos y las células cancerosas de melanoma, cancer de pulmoén y cdncer de mama
forman uniones que se traducen en un apoyo para el crecimiento de la metastasis cerebral
y contribuyen a su resistencia a diversas quimioterapias, todo ello debido a la induccién de
genes clave para la supervivencia [I8, 19]. Las células cancerigenas con tropismo cerebral
tienen un enriquecimiento en PCDHT. Esta protocadherina interactiia con su homénima

en los astrocitos para ensamblar uniones de tipo gap dependientes de Cx43. Las células
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Figura 2: Interaccion célula cancerigena-astrocito

metastaticas utilizan estos canales intercelulares para transferir a los astrocitos el ADN de
cadena doble (dsDNA) y moléculas de cGAMP que se generan en altas cantidades en las
células cancerigenas secundarias a estrés proliferativo o al estrés terapéutico. En los astro-
citos reactivos cGAMP se une a STING, lo que desencadena la expresion de las citoquinas
inflamatorias IFNa y TNF de una manera dependiente de TBK1/ IRF3. Las citoquinas
secretadas activan las vias STAT1 y NF-kB en las células metastaticas del cerebro aumen-
tando asi su resistencia a la quimioterapia [20]. El uso de los inhibidores de las uniones gap

tonabersat o meclofenamato sensibiliza la metastasis cerebral a la quimioterapia.
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Vesiculas extracelulares

La naturaleza secretora de los astrocitos reactivos incluye la produccion de vesiculas ex-
tracelulares. Los exosomas derivados de los astrocitos reactivos contienen miRNAs que son
incorporados por las células tumorales. Los miRNAs pertenecientes al grupo miR-17~92
regulan a la baja la expresion de PTEN en las células metastaticas del cerebro, lo que
lleva a una desregulacion de NF-xB que induce la produccion de CCL2. CCL2 derivado
de células cancerigenas recluta células Ibalt, que promueven la proliferacion y reducen la

apoptosis de las células metastaticas [21].

(Los astrocitos reactivos son solo prometastaticos?

Los astrocitos reactivos también pueden desempenar un papel antitumoral que comprome-
te la viabilidad de las células iniciadoras de metastasis cerebrales de cancer de pulmoén y
de mama [22] (Figura [2). Los activadores de Plasminogeno (PA) secretados por astrocitos
reactivos que rodean la micrometastasis convierten el Plasminogeno derivado de neuronas
en Plasmina. La Plasmina es letal para las células cancerosas no adaptadas a este microam-
biente ya que la proteasa solubiliza FASL, generando una senal de muerte paracrina para
las células cancerosas, y, ademaés, elimina la actividad de L1CAM, una molécula de adhesion
celular necesaria para la cooptacion vascular de las células cancerigenas. Las serpinas, es-
pecialmente Neuroserpin y SerpinB2, se expresan en algunas células metastéaticas. Gracias
a ellas, estas células metastéaticas bloquean el PA derivado de los astrocitos, protegiendo

asi a las células cancerigenas de la muerte mediada por Plasmina [22].

Evidencias de la heterogeneidad de los astrocitos reactivos

La heterogeneidad de los astrocitos no se limita tnicamente a los aspectos funcionales
discutidos anteriormente, sino también a diferentes perfiles moleculares. Por ejemplo, la
Nestina solo esta presente en algunos astrocitos reactivos asociados a las células metasta-
ticas del cerebro [15]. De manera similar, los astrocitos reactivos PDGFRA" se encuentran
entremezclados con los PDGFRS™ en la metastasis cerebral de cancer de mama [23].

La importancia de disecar la heterogeneidad de los astrocitos para comprender la bio-
logia de la metéstasis cerebral ha sido confirmada por el factor de transcripcion STATS.

STAT3 esta presente en una subpoblacion de astrocitos reactivos asociados a las metastasis
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cerebrales de diferentes origenes primarios. Esta subpoblacién de astrocitos reactivos es
clave para la viabilidad de la metéstasis en modelos experimentales y en pacientes [24].
De manera interesante, medicamentos dirigidos a subpoblaciones de células gliales reac-

tivas han resultado en estrategias efectivas para reducir las metéstasis cerebrales [23] 24].

DISECCION DE LA HETEROGENEIDAD DEL MICROAMBIENTE CERE-
BRAL: LOS ASTROCITOS REACTIVOS pSTAT3"

Consideraciones previas

En el Grupo de Metastasis Cerebral de CNIO estudiamos los mecanismos de la etapa mas
avanzada de la metéstasis qué equivale a la colonizacion del 6rgano diana.

Quizas uno podria estar tentado a pensar que la mera llegada de una célula cancerigena
al cerebro después de haber completado todas las tapas anteriores ya implica el desarrollo
de una metéstasis, sin embargo, esto no es asi. De hecho, la colonizaciéon del 6rgano diana,
incluso una vez que las células cancerigenas han cruzado la barrera hematoencefalica, im-
pone muchas dificultades y una presion selectiva muy elevada sobre las células cancerigenas
que tienen que ser capaces de sortear para finalmente generar una metastasis.

Dentro de el proceso de colonizaciéon del érgano diana podemos diferenciar dos etapas:
las etapas mas iniciales, que corresponderian al estado de la micrometastasis y en el que
no hay signos clinicos de la enfermedad manifestados por el paciente, y unas etapas avan-
zadas, donde la metastasis cerebral ya ha adquirido un determinado tamano lo que la hace
detectable con los métodos de imagen actualmente disponibles.

Nuestro interés para entender como unas células cancerigenas se adaptan a un érgano
diferente de aquel en el que fueron generadas se canaliza a través del estudio de la interaccion
de las células metastaticas con los diferentes componentes del cerebro. Tratamos de evaluar
cuél es la importancia de estas interacciones para el desarrollo de la metastasis cerebral.

Concretamente les voy a hablar de un tipo celular llamado astrocito. Esta célula cere-
bral tiene una funcién fascinante ya que juega un papel critico en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral [25] pero cuando ocurre un dano en el cerebro cambia completamente
su comportamiento y funcion para limitar la extension del mismo [25]. Cuando el astrocito
esta en este dltimo estadio se denomina astrocito reactivo y su presencia ha sido validada

en multiples patologias que afectan al Sistema Nervioso Central [25].
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Dado el caracter patologico de la metéstasis cerebral, el astrocito reactivo también se
ha descrito en ella.

De manera interesante su papel en esta patologia tiene una gran complejidad ya que
conocemos de su diferente comportamiento en los estadios iniciales del proceso metastatico,
donde el astrocito es capaz de detectar a las células cancerigenas que acaban de cruzar la
barrera hematoencefalica como una amenaza frente a la que reacciona eliminando muchas de
estas células potencialmente iniciadoras de metastasis cerebral [22]. A pesar de esta defensa
tan eficiente en la que participa el astrocito reactivo, hay algunas células cancerigenas que
son capaces de sortear esta respuesta del ambiente cerebral para seguir proliferando hasta
llegar a desarrollarse como una metastasis establecida o macrometéstasis.

Sorprendentemente, el mismo astrocito reactivo en estos estadios més avanzados de la
enfermedad parece que no sélo no limita la supervivencia de las células cancerigenas, sino
que incluso la promueve [20)].

Asi pues, la misma célula del ambiente cerebral que inicialmente posee un caracter anti-
metastatico luego parece convertirse en un componente pro-metastatico [25]. La pregunta
a responder era por tanto como es posible que se de este cambio del comportamiento en

los astrocitos reactivos asociados a la metéstasis cerebral.

Hallazgo de patrones moleculares alterados en el microambiente cerebral aso-

ciado a la metastasis cerebral

Nuestra hipotesis de partida proponia que cuando un mismo tipo celular, el astrocito reac-
tivo, muestra caracteres fenotipicos tan diferentes, anti-metastatico inicialmente y pro-
metastatico en las etapas mas avanzadas, deberia existir diferencias moleculares subyacentes
entre ambas poblaciones que aparecerian en paralelo a la progresion local de la metéastasis.

Nuestro interés fundamental era buscar evidencias de alteraciones moleculares que espe-
cificamente ocurrieran en los estadios mas avanzados, ya que éstas podrian ser responsables
del caracter pro-metastatico.

Su estudio, ademés de permitirnos entender la biologia de la interaccion entre las células
cancerigenas y su microambiente, tiene el potencial de generar nuevas dianas terapéuticas.

Estas potenciales nuevas dianas terapéuticas presentes en el microambiente son intere-
santes por varias razones: menor toxicidad asociada a sus inhibidores, ya que van dirigidas

contra unas alteraciones del ambiente cerebral es decir no tendrian ningtn efecto sobre el
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cerebro normal; independencia del origen de la célula cancerigena, podria ser aplicada a
la metéstasis cerebrales independientemente del tipo de tumor primario; menor resistencia
asociada al tratamiento, es previsible qué las terapias contra el microambiente tengan me-
nos incidencia de resistencia debido a su mayor estabilidad genémica en comparaciéon con
la alta heterogeneidad y plasticidad de las células cancerigenas; posibilidad de combinacién
con terapias actualmente en uso, dado el caracter dirigido contra el ambiente cerebral seria
compatible con terapias dirigidas de manera directa contra las células cancerigenas.

Nuestro hallazgo inicial implica el descubrimiento de uno de estos patrones moleculares
alterados asociados con la metastasis cerebral. Asi observamos como en una zona donde
no hay una metastasis no se observan los cambios que vemos en una zona afectada por la
metastasis. Concretamente nuestro hallazgo implica la activacion de la via de senalizacion
de STATS3, determinado por la fosforilaciéon en la tirosina 705, que indicaremos en el texto
como pSTAT3*. Esta activacion es especifica de las inmediaciones donde esté localizada la
metastasis.

Estos hallazgos sugieren que es necesaria una reprogramacion del microambiente cere-
bral durante la colonizacién del 6rgano diana para poder explicar como se transita de un
ambiente anti-metastatico a otro pro-metastatico.

En relacion a este hallazgo mostraré el tipo celular al que afecta dicho patréon molecular,
la influencia que tiene en la colonizacién metastética, asi como la aproximacion terapéutica
que hemos desarrollado no solo en modelos experimentales sino también en pacientes. Estos

resultados han sido recientemente publicados en la revista “ Nature Medicine” [24].

El astrocito reactivo activa la via de STAT3

Asociado a la metastasis cerebral establecida, hay una fuerte acumulacion de astrocitos
reactivos que identificamos con la proteina GFAP (ésta identifica cambios que se dan en el
citoesqueleto tipicos de los astrocitos en este estadio).

El analisis de la activacion de STAT3 claramente indicaba su presencia especifica en
este tipo celular. Es posible observar como no todos los astrocitos reactivos muestran este
patréon de activacion, sino que encontramos otros también proximos a la lesion tumoral que
se mantienen como STAT3 negativos (pSTAT3™).

Asi pues, en el microambiente cerebral hay una heterogeneidad celular que se debe tener

en cuenta ademas de la més habitualmente descrita que afecta las células cancerigenas.
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Actualmente estamos tratando de entender cuél es el origen de dicha heterogeneidad en
los astrocitos reactivos y nos debatimos entre dos posibilidades. Una de ellas nos lleva a
evaluar el diferente origen durante el desarrollo de los astrocitos en el que diferentes proge-
nitores podrian implicar la capacidad a posteriori de activar o no el programa de STATS3.
La otra opcién tiene que ver con la posibilidad de que el dano celular inducido por la me-
tastasis cerebral o su mera presencia, active células madre quiescentes que se diferenciarian
en estos astrocitos, tal como ha sido descrito en otras patologias cerebrales [26].

Nuestra hipotesis predice que los patrones alterados del microambiente son independien-
tes del tipo de tumor primario que generd la metastasis en cerebro. Evaluamos miltiples
modelos disponibles en nuestro laboratorio derivados de metéastasis cerebrales de cancer de
mama, de melanoma y de pulmoén. Nuestra amplia coleccion de modelos experimentales
incluye tanto células cancerigenas humanas como de ratén que poseen perfiles oncogenoémi-
cos diferentes representativos de los subtipos méas frecuentes como, por ejemplo, el HER2
positivo y el triple negativo en la mama, o los tumores de pulmén con mutaciones en KRAS,
EGFR, P53. De manera interesante, en todos estos modelos de metastasis cerebral encon-
tramos exactamente el mismo patréon en el que una metéstasis establecida esta rodeada de
una fuerte acumulacion de astrocitos reactivos entre los cuales hay algunos que activan la
via de senalizacion de STATS.

Una vez ampliamente validado nuestro hallazgo en modelos experimentales, tratamos
de ver si era reproducible en muestras humanas de metastasis cerebral.

Este estudio comparativo es muy necesario, no solo porque nos interesa el estudio de
modelos experimentales para luego tener un impacto en la enfermedad humana, sino porque
existen grandes diferencias entre las células del raton y las células humanas respecto a la
expresion de genes en los astrocitos tal y como ha sido publicado por el laboratorio del
recientemente desaparecido Ben Barres [27]. En este estudio se muestra que, a pesar de
haber patrones de expresion transcripcional comunes entre los astrocitos humanos y raton,
existe también un porcentaje significativo que responde a patrones de expresion especie-
especificos.

Para abordar la validacion del patrén molecular establecimos una colaboraciéon con
los hospitales 12 de Octubre, Vall d’Hebron y Hospital Universitario de Turin. Gracias a
ellos contamos con 91 metéstasis cerebrales generadas por canceres de pulmén, mamé y de

melanoma. Estas muestras ademas tenian que contar con una parte de ambiente cerebral
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rodeando a la metéstasis para poder evaluar la presencia de los astrocitos pSTAT3".

El anélisis de estas muestras validoé el patrén observado en los modelos experimenta-
les, por el que una gran cantidad de astrocitos reactivos rodeando la metastasis cerebral
activaban la via de STAT3. De la misma manera, también encontramos que no todos los
astrocitos tienen activacion de STAT3 y, por tanto, pudimos concluir acerca de la similitud
entre los fenotipos humanos y de raton.

Un 89 % de las muestras humanas presentan astrocitos pSTAT3™. De ellas, el 50 % tenia
unos valores més altos que el resto respecto al niimero de astrocitos y a la intensidad de
la activacion de STATS3. Al correlacionar la historia clinica asociada a las muestras clinicas
pudimos ver que la supervivencia asociada al diagnoéstico de la metastasis cerebral era més
limitada cuanto mas numerosos y mas activados estaban los astrocitos reactivos, lo que

sugeria acerca del potencial caracter pro-metastatico de los astrocitos pSTAT3™".

Implicaciones funcionales del astrocito reactivo pSTAT3" en la metastasis ce-

rebral

Para valorar si los astrocitos pSTAT3™ eran necesarios para la metéastasis cerebral genera-
mos aproximaciones experimentales que nos permitieron bloquearlos.

Desarrollamos dos estrategias una genética y otra farmacolégica. La primera implicaba
el desarrollo de un modelo genéticamente modificado de raton que expresaba la recombinasa
Cre sensible a tamoxifeno (tmx) bajo el promotor del gen Gfap. La administracion de tmx
en este raton induce la activacion de la recombinasa Cre so6lo en los astrocitos reactivos
donde se delecciona el gen Stat3 al estar floxeado en homozigosis.

Para evaluar el impacto de la estrategia genética en la metastasis cerebral, este modelo
se inyect6 con células BrM y se evalu6 la incidencia de metastasis en el cerebro.

Los experimentos de colonizaciéon metastatica los evaluamos mediante sistemas de ima-
gen no invasiva basados en la emisiéon de bioluminiscencia por las células cancerigenas
que expresan el gen que codifica para la proteina Luciferasa. Estos analisis permiten el
seguimiento de la metastasis a lo largo del tiempo.

Observamos que la ausencia de los astrocitos pSTAT3" impide el desarrollo de la me-
tastasis cerebral, consiguiendo asi la primera evidencia de que los patrones alterados del
microambiente cerebral pueden jugar un papel pro-metastatico muy relevante.

Confirmamos este hallazgo mediante técnicas complementarias de histologia obteniendo
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los cerebros de estos ratones y realizando tinciones para detectar las metéstasis cerebrales
basandonos en su expresion del reportero fluorescente GFP. Los hallazgos histologicos con-
firmaron el menor niimero y tamano de las metéstasis cerebrales y la falta de activacion de
STAT3 en los astrocitos reactivos.

Este fenotipo no solo se obtuvo con un modelo de melanoma sino también con un modelo
de cancer de pulmoén.

Aunque este hallazgo ya era muy informativo acerca del papel de los astrocitos
pSTAT3", para poder evaluar su potencial trascendencia clinica teniamos que evaluar si la
dependencia de la metastasis cerebral de los astrocitos pSTAT3" era reproducible cuando
se evaluaba en metastasis una vez que ya estaban establecidas.

Para ello usamos un método que nos permitia obtener los cerebros con metastasis ya
desarrolladas y ponerlos en cultivo. Estos cultivos organotipicos nos permiten anadir el tmx
ex vivo para inducir la eliminacion del gen de Stat3 y en paralelo, de manera complemen-
taria, anadir inhibidores de la via de STAT3 cémo el WP1066.

Estos experimentos mostraron como este sistema de cultivos organotipicos permite, a
través de aproximaciones genéticas y farmacologicas, probar que los astrocitos pSTAT3™
son necesarios para mantener la viabilidad de las metéstasis cerebrales establecidas tanto
de melanoma como de céancer de pulmon.

Para obtener la prueba definitiva de la implicacion de los astrocitos pSTAT3" en la
metastasis cerebral ya establecida realizamos el mismo experimento al expuesto anterior-
mente usando el raton genéticamente modificado, pero inoculando de manera intracraneal
las células metastaticas directamente en el cerebro.

La inyeccion intracraneal nos permite en muy poco tiempo generar un tumor més grande
de manera que tenemos méas tiempo para conseguir la eliminaciéon de Stat3 con tmx, algo
muy importante en los modelos singénicos en los que la enfermedad progresa mas rapido
que en los modelos basados en células humanas [1].

Esta aproximacion también validé el caracter pro-metastatico de los astrocitos reactivos

pSTAT3*.

Activacion de la via de STAT3 e implicaciones funcionales asociadas

Dada la demostrada importancia de los astrocitos pSTAT3" en la metastasis cerebral co-

menzamos a analizar la biologia subyacente.

22



Debido a nuestra hipotesis de partida predeciamos que el patron pro-metastatico co-
rrespondiente a la activacion de STATS seria especifico de los estadios mas avanzados de
la metastasis cerebral.

El analisis histologico de muestras de metastasis cerebrales experimentales obtenidas
durante los estadios de micrometastasis confirmaron que los astrocitos pSTAT3™ no estan
presente en los estadios mas iniciales, sino que aparecen cuando la metastasis cerebral ha
adquirido un cierto tamano.

Para continuar en el aprendizaje de la biologia de estos astrocitos nos preguntamos por
qué se activa esta via de senalizacion asociada a la presencia de metéastasis cerebrales.

Dado que la via de STAT3 es muy sensible a la presencia de multiples citoquinas y
factores de crecimiento extracelulares, realizamos experimentos para evaluar si las células
metastaticas a cerebro tenian la capacidad de producir algunos de estos activadores y si,
por el contrario, esto no ocurria en aquellas células que no tienen tropismo por este 6rgano.
Analizamos la expresion de miltiples citoquinas y factores de crecimiento en las células
tropicas a cerebro (BrM) con las células que no lo son (células parentales, P).

Los resultados usando ocho modelos de células P y BrM indicaron que la mayoria de
estas citoquinas y factores de crecimiento incluyendo EGF, TGFa, MIF ademas de, en
menor medida, CNTF y I1.-6 estdn aumentados en la mayoria de las células BrM respecto
a las P.

De hecho, al anadir sobre astrocitos primarios el medio condicionado de las células
BrM o directamente un coctel con varias de estas citoquinas éramos capaces de inducir la
activacion de STATS.

Ademas de que estos experimentos nos permitian explicar que la accion de las células
metastatica es necesaria para la aparicion de los astrocitos pSTAT3™ y que, seguramente, es
necesario que éstas alcancen unos ntumeros elevados en el microambiente cerebral para que
la cantidad de citoquinas y factores de crecimiento sea la suficiente para tener un efecto do-
minante sobre los astrocitos, lo mas interesante de este hallazgo in vitro es que lo podiamos
explotar para evaluar la diferente funcionalidad entre los pSTAT3" y los pSTAT3™.

Asi, mediante esta preparacion in vitro, dimos con un hallazgo muy interesante. Solo
los astrocitos primarios en la condicion donde STAT3 era activado, eran capaces de crecer
formando esferas cuando se cultivaban en placas de baja adherencia. Estas astroesferas son

dependientes de la activacion de STAT3 ya que el uso de inhibidores especificos bloqueaba
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completamente este fenotipo.

Dado que la formaciéon de esferas tiene relacién con la adquisicién de caracteristicas
asociadas a las células madre, realizamos ensayos que permiten evaluarlas.

La generacion de nuevas esferas a partir de esferas pre-existentes implica la presencia
de células con la capacidad de auto-renovacion, caracteristica intrinseca de la célula madre.
Solo las astroesferas pSTAT3™ eran capaces de auto-renovarse.

Ademés, observamos la presencia de marcadores tipicos de células madre del Sistema
Nervioso, Nestina, solo en las astroesferas pSTAT3". Este marcador también pudo ser
encontrado en aquellos astrocitos reactivos que rodean la metastasis cerebral y poseen la
via de STAT3 activada.

Finalmente, y como prueba més concluyente de la adquisiciéon de caracteristicas tipi-
cas de las células madre por parte de las astroesferas pSTAT3", evaluamos su potencial
para generar otros tipos celulares no pertenecientes a la estirpe glial. Para ello aplicamos
un protocolo de diferenciacién sobre las astroesferas. De manera muy interesante, fuimos
capaces de observar que las astroesferas pSTAT3" eran capaces de generar tipos celulares
que incluyen los oligodendrocitos, analizado mediante el marcador Olig2, e incluso neuronas
inmaduras, analizado mediante el marcador Tujl.

Asi pues, concluimos que los astrocitos pSTAT3™ que se asocian a la metastasis cerebral
podrian adquirir capacidades de células madre lo que, presumiblemente, les dotaria de unas
nuevas capacidades funcionales.

Sin embargo, estos hallazgos todavia no son suficientes para dar respuesta a nuestro
principal interés que radica en explicar el por qué del caracter pro-metastatico de estos

astrocitos.

La influencia de los astrocitos pSTAT3" en el sistema inmune asociado a la

metastasis cerebral

Para tratar de responder a esta pregunta consideramos nuestros hallazgos més importantes.
Por una parte, la adquisicion de caracteristicas de células madre y por otra parte la
activacion de la via de STAT3 confluyen en esta subpoblacion de astrocitos reactivos.
Tanto la via de STAT3 como las células madre son capaces de bloquear el sistema
inmunitario y promover inmunosupresion.

STAT3 es una molécula inmunosupresora ampliamente caracterizada [28, 29] y las cé-
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lulas madres son capaces de evitar el sistema inmune para no ser reconocidas y eliminadas
por él dada su importancia para mantener la homeostasis tisular [30, B1], 32].

Ademas, detectamos que los astrocitos reactivos coexisten fisicamente en la misma lo-
calizacion que las células T CD8T positivas que rodean la metastasis cerebral.

Los astrocitos reactivos son células con una altisima capacidad secretora [25].

Con todas estas consideraciones y hallazgos lanzamos la hipotesis de que los astrocitos
pSTAT3" pudieran ejercer un caracter pro-metastatico dadas su influencia inmunosupre-
sora.

Los analisis proteémicos del secretoma de los astrocitos pSTAT3" y pSTAT3™ indica-
ron la presencia de una firma molecular diferencial entre ambas poblaciones de astrocitos.
En ella encontramos moléculas de demostrado caracter inmunosupresor como son VEGF,
Lipocalin-2, TIMP-1 [33] 34, 35] enriquecidas en la poblacion pSTAT3" asi como un en-
riquecimiento muy notable de la matriz extracelular, que sugerimos podria implicar una
barrera fisica al acceso de los linfocitos al tumor.

El analisis del transcriptoma de ambas poblaciones de astrocitos también muestra cam-
bios de expresion génica que correlacionan con una capacidad de bloquear el sistema inmu-
nitario por parte de los pSTAT3*.

Para analizar esta posibilidad realizamos unos experimentos usando el medio condicio-
nado de las astroesferas pSTAT3™' que se incub6 con linfocitos T CD8T, obtenidos a partir
de esplenocitos y activados in vitro mediante diversas citoquinas. Estos experimentos nos
permitieron evaluar el grado de activacion de los linfocitos, asi como su capacidad de matar
a las células metastaticas in vitro.

El medio condicionado de los astrocitos pSTAT3" indujo una disminucion de marcadores
de activacion de los linfocitos CD44 y CD25. Ademas, los linfocitos previamente incubados
con el secretoma de las astroesferas pSTAT3™ perdian capacidad de eliminar a las células
metastaticas en comparacion con los que fueron incubados con los astrocitos que no tenian
activacion de la via de STATS.

Por tanto, estos experimentos iniciales nos han permitido sugerir que el papel pro-
metastatico de los astrocitos reactivos pSTAT3™ en la metastasis cerebral podria derivarse
de su capacidad para bloquear linfocitos T CD8' que pudieran llegar a las inmediaciones
de la metéstasis.

A pesar de este hallazgo tan interesante, la funcion de los astrocitos pSTAT3™ no podia
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ser exclusiva de su potencial papel sobre el sistema inmune adquirido ya que nuestras
evidencias experimentales sugerian de su papel pro-metastatico también en modelos de
metéstasis cerebral en los que las células humanas BrM se inyectan en ratones donde las
poblaciones de linfocitos T y B estan casi totalmente mermadas.

Empezamos por tanto a evaluar la relacion entre los astrocitos pSTAT3" y sistema
inmune innato.

Ademas de la notable presencia de los astrocitos rodeando a la metastasis cerebral, la
microglia y los macréfagos también estan muy presentes.

Sin embargo, a diferencia de los astrocitos, la microglia y los macrofagos pueden infil-
trarse dentro de las lesiones metastaticas.

Concretamente, encontramos una poblacién de microglia o macrofagos (no tenemos
datos para poder diferenciar ambos tipos de macrofagos) que se localiza preferiblemente
dentro de la metastasis y que se caracteriza por la presencia de los marcadores CD11b y
CD74. Esta poblacion se enriquece muy significativamente en el cerebro en presencia de
metéstasis cerebrales.

La deteccion de CD74 en este tipo celular es interesante ya que su ligando, MIF [36],
es producido a niveles elevados por los astrocitos pSTAT3™.

El receptor CD74 sufre un procesamiento una vez unido a su ligando MIF. La parte
intracelular de CD74 una vez procesada se importa al niicleo donde se comporta como un
factor de transcripcion 37, 38].

Debido a la presencia del ligando producido por los astrocitos pSTAT3™ y el receptor
presente en esta poblacion del sistema inmune innato, nos planteamos la posibilidad de que
los astrocitos pudieran desarrollar su papel pro-metastatico a través de su interaccion con
esta poblaciéon de la microglia o macrofagos.

Mediante el uso del ratén modificado genéticamente que nos permitia eliminar Stat3 de
los astrocitos reactivos, analizamos la influencia sobre la poblacion CD747.

La eliminacion del factor de transcripcion STAT3 y por tanto de la expresion de sus
genes dependientes, entre ellos Mif, correlacionaba con una disminucién en la abundancia
de las células CD74" que también eran Ibal™.

Ibal es un marcador fundamentalmente enriquecido en la microglia si bien recientemente
se ha concluido que no es especifico de este tipo de macrofago [39], lo que nos impide poder

concluir acerca del origen de la poblacion CD74".
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Como experimento complementario, incubamos rodajas de cerebro normales en cultivo
ex vivo por tres dias en presencia del medio condicionado de las astroesferas pSTAT3". En
esta preparacion observamos un aumento relativo del ntimero de las células CD74% / Thal™.

La senalizacion de MIF a través de CD74 puede inhibirse farmacolégicamente mediante
el inhibidor ibudilast, que ademés posee una excelente capacidad de penetrar en el Sistema
Nervioso Central [40].

El uso de ibudilast en cultivos organotipicos de cerebro que contienen metastasis ce-
rebrales establecidas mostro la capacidad de disminuir la bioluminiscencia de las células
cancerigenas en un periodo de incubacién de tres dias, lo que demostraba la capacidad
anti-metastatica de este compuesto y sugeria la importancia de la interaccion del ligando
MIF, producido por los astrocitos pSTAT3™, con las células de la microglia/ macrofagos
CD74" en el mantenimiento de la viabilidad de la metéstasis.

Como mencionaba anteriormente, la uniéon de MIF a CD74 induce la activacion de un
programa transcripcional. Entre los genes inducidos por el dominio intracelular se encuentra
el factor secretable Midkine [41]. Dado el probado caracter inductor de crecimiento tumoral
por parte de esta proteina, que se acumula en el espacio extracelular, evaluamos su presencia
en el contexto de la metastasis cerebral.

La presencia de Midkine es facilmente detectable en el interior de la metastasis coloca-
lizando con las células CD74" y también acumuléandose entre las células tumorales.

Este hallazgo nos permitia imaginar que la funcién pro-metastatica de los astrocitos
pSTAT3* podria implicar la promocion de una poblacion de microglia/ macrofagos CD74"
a través de la produccion de MIF. Estas células del sistema inmune innato serian capaces
de producir el factor inductor de crecimiento Midkine que, al acumularse en el interior de
la metastasis, podria promover el crecimiento de las células cancerigenas.

Nuestra hipotesis predecia que la falta de STATS3 en los astrocitos perjudicaria el cre-
cimiento de la metastasis en parte debido a la disminucién de la produccion del factor
Midkine y, por tanto, la adicién exdgena de este factor deberia ser capaz de rescatar la
ausencia de STATS3.

Para testar esta hipotesis usamos el raton “knockout” condicional de Stat3 que usamos
para preparar cultivos organotipicos de cerebro que contienen metastasis cerebrales esta-
blecidas. En el cultivo ex vivo inducimos la pérdida de Stat3 mediante la adicion de tmx

y a la vez anadimos Midkine. Mediante el analisis de la bioluminiscencia por parte de las
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células cancerigenas al final del periodo de incubacién pudimos comprobar la importancia
de Midkine dada su capacidad de rescatar la falta de funcién del STAT3 en los astrocitos
reactivos.

Este hallazgo fue también reproducido con la inhibicién farmacologica de la via de
STATS3.

Nuestros hallazgos del papel pro-metastatico de los astrocitos pSTAT3™ sugieren su ca-
pacidad de comportarse como un componente central en la modulacién del sistema inmune

local promoviendo un fenotipo inmunosupresor, tanto a través de su influencia en el sistema

inmune adquirido, asi como en el innato (Figura |3)).

CD74+
MIE Slllblnln

MDK . hSTAT3+ RA

Figura 3: Los astrocitos pSTAT3" en la metastasis cerebral
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Aplicacion de los hallazgos experimentales a pacientes con metastasis cerebrales

Nuestro interés fundamental en el laboratorio es generar nuevas oportunidades terapéuticas
para los pacientes con metastasis cerebrales.

Nuestro hallazgo implica una potencial diana terapéutica en la metastasis cerebral para
la que existen inhibidores.

Por ejemplo, el inhibidor de la activacion de STAT3 WP1066, que posee una buena
capacidad para cruzar la barrera hematoencefélica. Este y otros inhibidores de STATS3
existentes fueron evaluados como candidatos para ser usados en nuestros modelos primero
y, eventualmente, en pacientes después. Sin embargo, los problemas detectados en la bio-
disponibilidad de varios de ellos y concretamente de WP1066 nos llevaron a buscar nuevas
alternativas.

La silibinina es un producto natural derivado del cardo mariano que modificado a través
procesos quimicos y concentrado genera un compuesto con una biodisponibilidad mayor que
no produce toxicidad en humanos [42], cruza la barrera hematoencefalica [43] y se comporta
como un potente inhibidor directo de STAT3 [44].

Datos preliminares del Dr. Joaquim Bosch-Barrera (Instituto Catalan de Oncologia,
Girona) demostraron en dos pacientes la eficacia especifica en la metéstasis cerebral, sin
que hubiera, en ese momento una explicacion al respecto [42].

Con todos estos datos existentes decidimos evaluar la silibinina como una potencial
nueva terapia de la metastasis cerebral a través de su efecto en los astrocitos pSTAT3™.

En primer lugar, caracterizamos desde el punto de vista molecular la capacidad de la
silibinina para inhibir STATS3.

La silibinina se une al dominio SH2 de STAT3 inhibiendo su activacion. Mediante muta-
cion dirigida probamos que el fenotipo inhibiendo las astroesferas pSTAT3" era dependiente
de la inhibicion de esta via de senalizacion y no derivado de otros potenciales efectos de
silibinina en otras dianas.

Usamos a continuacion silibinina en cultivos organotipicos de cerebro con metéastasis
establecidas donde pudimos observar el mismo fenotipo que la inhibicién genética ante-
riormente realizada y que correlacionaba con un bloqueo de la senial de pSTAT3 en los
astrocitos reactivos que rodeaban la metéastasis cerebral.

El siguiente paso fue aplicar silibinina en los modelos experimentales de metastasis

cerebral in vivo. La administracion de silibinina inhibi6 significativamente la metastasis
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cerebral en el modelo de melanoma B16/F10-BM tanto al tratar durante los estadios mas
iniciales de la colonizacién como también cuando el tratamiento se aplicé6 una vez que la
metéstasis estaba formada. Estos fenotipos fueron validados tanto mediante bioluminiscen-
cia como por histologia, donde se comprobé la disminuciéon de la activacion de STAT3 en
los astrocitos reactivos.

Con los resultados pre-clinicos nos planteamos junto al Dr. Bosch-Barrera trasladar
estos descubrimientos a una cohorte de pacientes para usar el producto que contiene el
principio activo (Legasil®) como una terapia de uso compasivo.

Finalmente 18 pacientes de cancer de pulmoén en estadio IV con metéstasis cerebrales
fueron incluidos.

El uso compasivo implica que los pacientes reciben la terapia experimental en el contexto
de las terapias recomendadas y aprobadas. Por ello este tipo de ensayos tiene muchas
limitaciones y precisan finalmente de un estudio clinico més controlado posterior para
poder certificar la contribucién clinica.

Independientemente de esta consideracion, esta prueba de concepto resulté un gran éxito
ya que las respuestas clinicas a nivel cerebral se detectaron en més del 75 % de los pacientes
que incluian silibinina en su tratamiento. Incluso hubo tres pacientes que desarrollaron una
respuesta completa cerebral.

Dada la inclusion en el estudio de tres pacientes que estaban en cuidados paliativos,
sabemos que la silibinina per se, independientemente de las otras terapias que estaban
recibiendo el resto de pacientes, tiene un efecto ya que estos pacientes también generaron
respuestas locales.

Acorde con nuestros datos experimentales, las respuestas locales en el cerebro no se
acompanaban de las mismas respuestas a nivel pulmonar en el tumor primario ni en otras
metéstasis. Creemos que estos resultados se deben al papel tan fundamental de los astrocitos
pSTAT3" en la metastasis cerebral.

Debido a la alta morbilidad y mortalidad que implica metastasis cerebral evaluamos
si las respuestas clinicas observadas se traducian en una mejora en la supervivencia com-
parando la cohorte con otra que incluia 38 pacientes con el mismo tipo de caracteristicas
clinicas y tratados en el mismo hospital durante el mismo periodo de tiempo pero que no
recibieron silibinina. La supervivencia de los pacientes con silibinina resulté en un aumento

de 4 a 17 meses tras el diagnostico de la metastasis cerebral.
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CONCLUSIONES

A través de mi ponencia he tratado de exponer una vision actual de la situaciéon clinica y
de los aspectos més prometedores en la investigacion de la metastasis cerebral.

A pesar de que este tipo de metastasis sigue siendo letal, he tratado de transmitir un
mensaje optimista, todavia timido dada la gravedad del tema que nos compete, basado en
recientes descubrimientos con el potencial de mejorar el manejo clinico actual e incluso con
opciones de, en el futuro, ser capaces de prevenirla.

Concretamente he hecho hincapié en las posibilidades de desarrollar nuevas aproxima-
ciones para el tratamiento de la metéstasis cerebral que se basan en las particularidades de
este tipo de metéstasis y que podrian ser combinadas con los tratamientos que se aplican
acorde al tumor primario.

Uno de las causas fundamentales de que pueda haber aspectos especificos trascenden-
tes en la metéastasis cerebral, podria deberse al microambiente particular del cerebro, que
claramente participa de la evolucion de la metastasis.

Nuestros datos implican de manera directa al astrocito reactivo como un factor clave en
la colonizacion dada su presencia e interaccion con las células cancerigenas desde su llegada
hasta el momento en que éstas comprometen la funcionalidad del érgano.

El hallazgo fundamental implica que el tumor metastatico es capaz de modificar el
cerebro, especificamente hemos descubierto cambios moleculares en los astrocitos.

Los astrocitos reactivos son reprogramados y desarrollan funciones pro-tumorales que
contribuyen al crecimiento de la metastasis.

Por ello, estos componentes alterados del cerebro derivados de la presencia de las células
metastaticas se convierten en nuevas dianas terapéuticas para las que se podrian desarrollar
terapias especificas como la que he mostrado.

Para finalizar quiero agradecer a mi grupo de investigaciéon y a mis colaboradores la

ayuda para desarrollar nuestros proyectos, asi como a las fuentes de financiacion.
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