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Resumen

Los receptores Eph y Ephrin son moléculas altamente ver-
séatiles, reguladoras de procesos tan diversos como la guia de
axones, la modulacién de plasticidad sinaptica, la morfogé-
nesis del sistema vascular y el tamafio y organizacion de 6r-
ganos. Los receptores Eph comprenden la familia mas nu-
merosa de receptores de tirosina quinasa y sus ligandos
Ephrin estan anclados o atraviesan la membrana plasmatica.
El sistema Eph/Ephrin se caracteriza por desencadenar vias
de sefializacion bi-direccional, tanto a través del receptor
como a través del ligando. Mediante contacto célula-célula,
y dependiendo del repertorio de receptores expresados, del
tipo y el contexto celular, pueden controlar respuestas ce-
lulares muy diversas como la adhesion, morfologia, prolife-
racién y migracién. Estos roles no estan confinados a pro-
cesos fisiolégicos, sino su importancia resalta ain mas en
una variedad de patologias humanas y, en particular, en can-
cer. El receptor EphB4 esté sobre-expresado en varios tipos
tumorales y, con respecto a su funcionamiento, diversos ar-
ticulos publicados muestran discrepancias, ya que su acti-
vacién puede desencadenar sefiales pro- o anti-tumorales se-
gln la naturaleza del contexto celular. La expresién de su
ligando EphrinB2, tanto en las células tumorales como en
el endotelio asociado, esta relacionado a su alta vasculari-
zacion. Entender los mecanismos que controlan la funcién
del sistema Eph/Ephrin proporcionaria conocimientos pro-
fundos para comprender los principios biolégicos y permitir
el desarrollo de nuevas drogas terapéuticas. Por ejemplo,
mientras que anticuerpos contra VEGF ya son utilizados
para el tratamiento del cancer, la interferencia simultanea
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del sistema EphB4/EphrinB2 seria (til para actuar durante
la angiogénesis tumoral y la progresién del cancer.

Palabras clave: Eph/Ephrin * angiogénesis

Summary

Eph receptors and Ephrins are highly versatile regulators of
processes as diverse as axon guidance, modulation of synap-
tic plasticity, morphogenesis of the vascular system or the pat-
terning of organs. The Eph receptors are the largest family of
receptor tyrosine kinases and their Ephrin ligands are bound
to the plasmatic membrane or are transmembrane. The
Eph/Ephrin system is characterized by activating bi-directional
signals, throughout both the receptor and the ligand. By
cell-cell contact, and depending on the expressed receptors
set, cell type and context, it can trigger a wide array of cel-
lular responses like cell adhesion, morphology, proliferation
and migration. These roles are not confined to physiological
processes, but are highly relevant for a variety of human
pathologies and, in particular, cancer. EphrB4 receptor is
overexpressed in various tumor types and with respect to its
function, several published articles have shown discrepancies,
since its activation can trigger pro- or anti-tumoral signals. The
expression of its EphrinB2 ligand in both tumor cells and in
the associated endothelium is related to its high vascularity.
Thus, understanding the key mechanisms controlling
Eph/Ephrin function would not only provide deeper insight
into interesting biological principles, but it might also enable
the development of new therapeutic reagents. For example,
while antibodies against VEGF are already used for the treat-
ment of cancer, inhibition of ephrin-B2 might be useful to si-
multaneously interfere with the function of VEGFRZ2 and
VEGFR3, which act together during angiogenesis.

Key words: Eph/Ephrin * angiogenesis

Resumo

Os receptores Eph e Ephrin sGo moléculas altamente versa-
teis, reguladoras de processos tao diversos como guia de axé-
nios, modulagdo de plasticidade sindptica, morfogénese do
sistema vascular e o tamanho e organizacado de drgéos. Os
receptores Eph compreendem a familia mais numerosa de
receptores de tirosina quinase e seus ligandos Ephrin estao
ancorados ou atravessam a membrana plasmatica. O sistema
Eph/Ephrin se caracteriza por desencadear vias de sinaliza-
¢éo bidirecional, tanto através do receptor quanto através do
ligando. Mediante contato célula-célula, e dependendo do re-
pertorio de receptores expressos, do tipo e o contexto celu-
lar, podem controlar respostas celulares muito diversas como
a ades&o, morfologia, proliferacdo e migragédo. Estes papéis
nao estao confinados a processos fisioldgicos, mas sua im-
portancia salienta mais ainda numa variedade de patologias
humanas e, em particular, em cancer. O receptor EphB4 esta
sobre-expresso em varios tipos tumorais e, com relagéo a seu
funcionamento, diversos artigos publicados mostram diver-
géncias, visto que sua ativagcdo pode desencadear sinais pré
ou anti-tumorais conforme a natureza do contexto celular. A
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expressdo de seu ligando EphrinB2, tanto nas células tu-
morais quanto no endotélio associado, esta relacionada com
Sua alta vascularizacdo. Entender os mecanismos que con-
trolam a fungdo do sistema Eph/Ephrin proporcionaria co-
nhecimentos profundos para compreender os principios bio-
Iégicos e permitir também o desenvolvimento de novas drogas
terapéuticas. Por exemplo, enquanto anticorpos contra VEGF
Ja sdo utilizados para o tratamento do cancer, a interferéncia
simultanea do sistema EphB4/EphrinB2 seria util para atuar
durante a angiogénese tumoral e a progressao do cancer.

Palavras chave: Eph/Ephrin * angiogénese

Familias de Eph y Ephrin

Los receptores denominados Eph (erytropoietin-pro-
ducing hepatocellular carcinoma) comprenden la familia
mas numerosa de receptores de tirosina quinasa del
reino animal y estdn presentes en la mayoria de los tipos
celulares. Los receptores Eph han sido subdivididos en
dos clases, EphA y EphB, basandose en la homologia de
sus secuencias y en las propiedades de sus ligandos Eph-
rins (Eph receptor interacting protein). Estos ligandos se di-
viden en EphrinA, los cuales se encuentran anclados a la
membrana plasmatica por glucosil-fosfatidil-inositol
(GPI), y EphrinB, caracterizados por ser proteinas trans-
membrana. A diferencia de los clasicos receptores de fac-
tores de crecimiento, la unién del receptor/ligando
Eph/Ephrin desencadena transducciones de senales bi-
direccionales, tanto en las células que presentan el re-
ceptor (proceso denominado “senalizacion forward”)
como también en las células que presentan el ligando
(“senalizacion reverse”) (1). La interaccion del receptor
Eph con su ligando Ephrin conduce a la regulacién de
la morfologia, adhesién y migracion a través de la mo-
dificaciéon de la organizacién del citoesqueleto e in-
fluenciando las actividades de moléculas de adhesion in-
tercelular. Recientes trabajos han mostrado que ademas
participan en el control de la proliferacién y la sobrevida,
como también en otras funciones celulares especificas ta-
les como plasticidad neuronal, secrecion de insulina, re-
modelacion del hueso y regulacién inmunolégica (2).

En humanos, nueve receptores EphA (EphAl-
EphA9) se unen en forma promiscua a cinco EphrinA
(EphrinAl-EphrinAb), y cinco receptores de la subclase
EphB (EphB1-B4 y EphB6) se unen a tres ligandos Eph-
rinB (EphrinB1-EphrinB3), con la tinica excepcién que
EphB4 s6lo es activado por EphrinB2. La parte extrace-
lular de los receptores Eph incluye un dominio de unién
a Ephrin N-terminal que es necesario y suficiente para
el reconocimiento y la unién al ligando, una region rica
en cisteina y dos repeticiones similares a fibronectina
tipo III las cuales podrian estar involucradas en las in-
teracciones de dimerizacion receptor-receptor (3). Se-
parado por un dominio transmembrana, el dominio ci-
toplasmatico incluye un segmento yuxtamembrana, un
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dominio tirosina quinasa y un dominio SAM. Los ligan-
dos de Ephrin estan caracterizados por la presencia de
un unico dominio de union al receptor en el extremo N-
terminal separado de la membrana por un segmento de
40 aminoacidos. Las moléculas de la subclase EphrinA,
ancladas a la célula por GPI, se encuentran agrupadas en
dominios de membrana tipo lipid rafts, las cuales estarian
asociadas con proteinas citoplasmaticas. Los ligandos de
EphrinB atraviesan la membrana y poseen un dominio
citoplasmatico que incluye un motivo PDZ C-terminal,
capaz de activar la via de la familia de quinasa Src (2).

Recientes estudios estructurales y biofisicos sugieren
que el mecanismo para la iniciacion de la senalizacion
bidireccional involucra inicialmente un contacto célula-
célula y posteriormente la union de ligandos y recepto-
res en una relacion estequiométrica de 1:1. Estos com-
plejos de heterodimeros Eph-Ephrin crean superficies
de interacciéon que juntan pares de dimeros en estruc-
turas tetraméricas desencadenando la senalizacion “for-
ward”y “reverse”. Aunque la formacion de estos comple-
jos de tetrameros Eph-Ephrin es suficiente para la
fosforilacion del receptor, la agregacion de varios de es-
tos tetrameros y el tamano de estos agregados serian ab-
solutamente esenciales para determinar la intensidad de
la senal y su naturaleza fisiol6gica. Sin embargo, se ha
descrito que existen otros mecanismos que definen la se-
nalizacion del sistema Eph/Ephrin, como la activacion
en cis entre moléculas receptor y ligando de una misma
célula, la interaccion con otros receptores (por ejemplo:
Erb2, E-cadherina) (4) y la trans-endocitosis, haciendo
que el estudio de este sistema sea un tanto complejo.

Si bien los receptores Eph y sus ligandos Ephrin es-
tan presentes en la mayoria de los tipos celulares, sus ac-
tividades se encuentran mejor caracterizadas en el sis-
tema nervioso central y en el desarrollo embrionario del
sistema circulatorio. En el sistema nervioso central re-
gulan varios procesos tales como guia de direcciona-
miento de axones, la migraciéon de células de la cresta
neural y la sinaptogénesis. La activacion de receptores
Eph en las células de la cresta neural o en los conos de
crecimiento axonal dispara la retraccion ante los tejidos
que expresan las moléculas de ligando Ephrin com-
plementarias a los mismos (5).

El corte enzimatico de las moléculas de Ephrin por
la metaloproteasa ADAMI10 unida a membrana pre-
senta otra posible explicaciéon molecular para cambiar
entre adhesion y repulsion. Se ha mostrado que la
union de EphA3 con EphrinA5 expone un motivo de
reconocimiento de metaloproteasas y dispara el corte
de EphrinAb por ADAM10. Esta liberacion de Ephrin
de la superficie del ax6n conduce a la retracciéon de las
células que expresan EphAb, mientras que el bloqueo
de la escision conduce a una interaccion adhesiva ex-
tensa (6).

Otro mecanismo que media la conversion de inte-
racciones adhesivas en senales repulsivas consiste en re-



tirar el complejo Eph-Ephrin de la superficie celular por
endocitosis. Durante este proceso denominado trans
endocitosis, el complejo receptor-ligando intacto, y posi-
blemente las proteinas citoplasmaticas asociadas, junto
con la membrana circundante son endocitados por la
célula que expresa Eph o Ephrin. Estructuras intrace-
lulares revestidas por doble membrana fueron obser-
vadas por microscopia electrénica en hipocampo de
rata (7). La trans endocitosis cesa la adhesion y permite
la retraccion celular. Este proceso de despegado de cé-
lulas que requiere tanto de la activaciéon de Eph (via for-
ward) como de la internalizacion del complejo de se-
nalizacién, depende de la polimerizacion de moléculas
de actinay de la actividad de la GTPasa pequena Racl.

Recientes descubrimientos han evidenciado que la
interaccion Eph-Ephrin no esta confinada a la zona de
contacto entre dos células adyacentes, sino que ademas
se han reportado interacciones en cis entre receptores
y ligandos expresados en la misma célula. Mientras las
interacciones convencionales en trans entre células dis-
tintas involucran el dominio de Ephrin y el correspon-
diente dominio de unién a ligando del receptor, Eph-
rinAb puede unirse en cis al dominio extracelular de
fibronectina tipo III del receptor EphA3 en la misma cé-
lula, bloqueando la activacion del mismo y contrarres-
tando la senalizacion forward desencadenada por el
contacto célula-célula. Este modelo de inhibicion en cis
podria explicar como se generan gradientes de recep-
tores activos parcialmente solapados durante el desa-
rrollo del sistema visual (8).

Ephy ephrin en el sistema cardiovascular

El posicionamiento espacial y temporal apropiado de
células endoteliales durante el nacimiento de los vasos
es un requerimiento necesario para la formacion de
anastomosis y redes diferenciadas de vasos sanguineos
que eventualmente permitirian la direccién del flujo
sanguineo. Diversas moléculas Eph-Ephrin son expre-
sadas en el sistema cardiovascular, sin embargo EphB4
y su ligando EphrinB2 han atraido mayor interés. Eph-
rinB2 es expresada principalmente en el endotelio ar-
terial, mientras que EphB4 es especifica del endotelio
venoso. Por esto, se ha propuesto a estas dos moléculas
como marcadores candidatos para la diferenciacién ar-
terio-venosa (9). La relevancia del funcionamiento de
EphB4 y EphrinB2 durante la vasculogénesis es indis-
cutida, dado que ratones transgénicos knockout para
EphB4 o EphrinB2 mueren en estadios embrionarios
tempranos por una desorganizacion de vasos sangui-
neos. Recientemente se demostré que el calibre de ar-
terias y venas y la localizaciéon de células endoteliales
cuyo destino es la aorta o las venas cardinales esta fina-
mente regulado por un balance entre Notch y el sistema
EphB4/EphrinB2 (10).

IBYME 677

Durante etapas tardias del desarrollo embrionario y
en el adulto, la formacién regenerativa o patologica de
nuevos vasos se caracteriza por el remodelamientoy la
generacion de nuevos capilares por brotacion de la vas-
culatura existente, proceso denominado angiogénesis.
La expresion de EphrinB2 esta aumentada durante el
remodelamiento activo de vasos, sin embargo su rol
durante la angiogénesis no es tan claro. La activacion de
EphB4 en células endoteliales en cultivo y en la cérnea
de raton induce la proliferacion, la migracion, la for-
macion de tabulos y la angiogénesis (9) lo que indica-
ria que la via forward puede promover la brotaciéon de
nuevos vasos. En modelos de isquemia cardiaca se ob-
servo que EphrinB2 senalizando a través de EphB4 es
capaz de estimular la mitosis de cardiomiocitos, au-
mentar la densidad de capilares y el desarrollo de vasos
colaterales funcionales (11), sugiriendo a EphrinB2
como un candidato potencial para la terapia angiogé-
nica en enfermedades de isquemia de corazon.

Ephy Ephrin en cancer

EphAl fue el primer miembro de la familia de re-
ceptores Eph en ser clonado a partir de una linea celu-
lar de carcinoma hepatocelular humano productor de
eritropoyetina. EphAl se encuentra sobre-expresado en
esta linea celular en niveles relativamente elevados, lo
que sugirio6 a esta nueva familia de tirosina quinasa un
rol en la tumorigénesis (12). Desde entonces, cada
miembro de la familia Eph ha sido identificado por sus
caracteristicas de expresion o desregulacion en dife-
rentes tipos de tumores humanos (13). Entre los recep-
tores EphA, EphA2 ha sido el mds intensamente estu-
diado en oncologiay sus altos niveles de expresion estan
correlacionados con el estadio y la progresion del tumor.
Ademas, la sobre-expresion de EphA2 en células epite-
liales no transformadas de mama induce transforma-
cion maligna y confiere potencial tumorigénico (14).

Las funciones durante la tumorigénesis de los recep-
tores y ligandos de la clase B parecen mas complejas. La
sobre-expresion de EphrinB2 en células de cancer parece
estar correlacionada con un aumento de invasién y una
alta vascularizacion de tumores humanos conduciendo a
un pobre pronéstico. El receptor EphB4 se encuentra so-
bre-expresado en diversos tumores humanos y con res-
pecto a su funcionamiento, diversos articulos publicados
muestran discrepancias, ya que su activacion puede de-
sencadenar tanto senales pro-oncogénicas como tam-
bién senales anti-tumorales, segtin la naturaleza del con-
texto celular. EphB4 incrementa el crecimiento tumoral,
la motilidad de células cancerosas y la metastasis en la
prostata, mesotelio y utero. Por otra parte, también pa-
rece actuar como supresor de tumores en cancer de
mama y colon. Diversas estrategias han sido exploradas
para evidenciar el funcionamiento de EphB4. Mediante
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la inhibicién de la senalizacion por EphB4 utilizando re-
ceptores EphB4 truncados solubles, sobre-expresando
un dominante negativo del receptor, o bien mediante
técnicas de interferencia de ARN se observo una dismi-
nucion de la proliferacion, migracién y del crecimiento
tumoral en modelos de melanoma y de prostata
(15) (16). Hemos observado en nuestro modelo de cé-
lulas de melanoma humano que el estimulo con molé-
culas solubles de EphrinB2 activa el receptor EphB4 e in-
duce la proliferaciéon y migracion (datos aun no
publicados). En células de cancer de mama, sorpresiva-
mente se observo que a pesar de los niveles de expresion
de EphB4, la fosforilacion en tirosinas es mucho mas
baja comparada con células epiteliales MCF-10A no
transformadas (17), y la activacion del receptor EphB4
y senalizaciéon mediante la via Abl-Crk inhibe la capaci-
dad tumoral de células de cancer de mama.

El efecto promotor de tumores durante el creci-
miento de un tumor de mama podria no depender ex-
clusivamente de la senalizacion forward de EphB4. Se ob-
servo que la expresion de un receptor EphB4 con su
dominio citoplasmatico defectivo resulté en un incre-
mento del crecimiento del tumor y un fuerte desarro-
llo de la angiogénesis tumoral (18). Este descubrimiento
resalta a la senalizacion reverse mediante la molécula de
EphrinB2 e implica la participaciéon de interacciones
EphB4/EphrinB2 entre células tumorales y células del
estroma. Ademads, la senalizacién por EphrinB2 también
promueve la interaccién entre células endoteliales, pe-
ricitos y células de la musculatura lisa vascular (19), su-
giriendo que la regulaciéon por EphrinB2 podria esta-
bilizar los vasos de los tumores recurrentes después de
una terapia anti-angiogénica utilizando anticuerpos
contra el factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF). Siguiendo este razonamiento, inhibir el sis-
tema de Eph podria ser particularmente ttil para tera-
pias anti-angiogénicas, y posiblemente lograria superar
la resistencia a las terapias anti VEGF.

Hasta la actualidad, se han identificado moléculas pe-
quenas que inhiben la actividad del dominio quinasa de
Eph y dos de ellas, dasatinib y X1.647, han sido evalua-
das en ensayos clinicos. Dasatinib es un potente inhibi-
dor de EphA2, estudiado hasta fase II en leucemia mie-
loide crénicay en tumores solidos, mientras que X1.647,
probado en cancer de pulmoén, es un inhibidor de EphB4
y de los receptores del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y VEGF (http://clinicaltrials.gov). Otra estrategia
de terapia anti-angiogénica para el cancer ha consistido
en inhibir las interacciones Eph/Ephrin y la senalizacion
bidireccional. Para esto se han desarrollado moléculas
pequenas, péptidos, receptores solubles y anticuerpos
monoclonales antagonistas (20) que han sido capaces de
disminuir con el crecimiento tumoral y la angiogénesis
asociada en diferentes modelos in vitroy en ratéon. De ma-
nera interesante, existen también anticuerpos agonistas
y ligandos que han sido utilizados exitosamente para re-
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ducir la progresion tumoral, a pesar de ser activadores
de la senalizacion de Eph/Ephrin (17). La respuesta
ante una terapia particular contra el sistema
Eph/Ephrin dependera del tipo de tumor, del estadio
de avance y del microambiente tumoral. Seleccionar la
estrategia 6ptima enfocada en interferir con las funcio-
nes de Eph como terapia contra el cancer requiere un
mejor entendimiento de los mecanismos de senalizacion
en los diferentes compartimientos celulares del tumor.
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Importancia de las Células Madre
Mesenquimales en el desarrollo del
cancer de mama

Importance of mesenchymal stem cells in
breast cancer development

Importancia das Células Tronco
Mesenquimais no desenvolvimento do
cancer de mama

Valeria Fernandez Vallone, Vivian Labovsky,
Leandro Martinez, Norma Chasseing

Resumen

La mayoria de las pacientes con cancer de mama (PCM)
avanzado desarrollan metastasis éseas, de tipo osteoliticas,
como resultado de un desbalance entre los procesos de 0s-
teogénesis, osteoclastogénesis y resorcion ésea. Nosotros en-
contramos en la médula 6sea (MO) de las PCM avanzado
(carcinoma mamario ductal infiltrante, estadio clinico Il y
IV, sin metastasis en MO y hueso) una disminucién de la efi-
ciencia de clonado de las células madre mesenquimales
(MSC), medida como el nimero de unidades formadoras de
colonias fibroblasticas (CFU-F), asi como una disminucion
en su capacidad de diferenciacién osteogénica en compa-
racién con las voluntarias sanas (VS). Ademas, observamos
osteoclastogénesis espontanea en MO y sangre periférica de
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las PCM, mientras que no lo hicimos en las VS. Por ultimo,
consideramos importante la evaluacién de la diferenciacién
osteogénica de las MSC de MO y del potencial osteoclasto-
génico de los progenitores hematopoyéticos de MO y de los
monocitos de sangre periférica, como posibles factores pro-
nésticos de futuros desérdenes 6seos que pueden favorecer
la invasion de las células del CM en el hueso.
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génesis

Summary

Most advanced breast cancer patients (BCP) develop oste-
olytic bone metastasis as a result of the imbalance between
osteogenesis, osteoclastogenesis and bone resorption
processes.In bone marrow (BM) aspirates of untreated BCP
(infiltrative ductal breast carcinoma, clinical stage 1l and IV,
without bone and BM metastasis), a decrease in cloning ef-
ficiency of BM-mesenchymal stem cells (MSC), measured as
number of colony forming unit-fibroblasts (CFU-F), and a de-
crease in its osteogenic differentiation capacity compared to
healthy volunteers (HV) were found . Moreover, spontaneous
osteoclastogenesis (SpOC) in BM and peripheral blood of
BCP were observed, while SpOC was not observed in BM of
HV. Finally, evaluation of the osteogenic differentiation of
BM-MSC and osteoclastogenic potential of BM-hematopoi-
etic progenitors as well as peripheral blood-monocytes are
considered important as possible prognostic factors for fu-
ture bone disorders that may favor the invasion of BC cells
into bone.
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Resumo

A maior parte das pacientes com cancer de mama (PCM)
avangado desenvolve metéastases dsseas, de tipo osteoliticas,
como resultado de um desequilibrio entre os processos de o0s-
teogénese, osteoclastogénese e ressorcdo ossea. NOs en-
contramos na medula éssea (MO) das PCM avangado (car-
cinoma mamadario ductal infiltrante, estagio clinico Ill e 1V,
sem metéstase em MO e osso) uma diminui¢do da eficién-
cia de clonagem das células tronco mesenquimais (MSC),
medida como o nimero de unidades formadoras de colénias
fibroblasticas (CFU-F), bem como uma diminuicdo em sua
capacidade de diferenciacdo osteogénica em comparagdo
com as voluntarias saudaveis (VS). Além disso, observamos
osteoclastogénese espontdnea em MO e sangue periférica
das PCM, enquanto que néo o fizemos nas VS. Por dltimo,
consideramos importante a avaliagdo da diferenciagdo o0s-
teogénica das MSC de MO e do potencial osteoclastogénico
dos progenitores hematopoiéticos de MO e dos mondcitos de
sangue periférico, como possiveis fatores progndsticos de fu-
turas desordens 6sseas que possam favorecer a invasao das
células do CM no osso.

Palavras chave: células tronco mesenquimais, cancer de
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