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R E S U M E N 

La eritropoyesis en los organismos sanos es regulada por la actividad cooperativa de la 

Eritropoyetina (EPO) y el Stem Cell Factor (SCF), acoplados a sus respectivos receptores, el EpoR 

y c-Kit. En estudios previos, nuestro grupo de trabajo demostró que células derivadas de 

tumores cervicales expresan los receptores EpoR y c-Kit. Así mismo se observó que el SCF es un 

factor de sobrevivencia para estas células, mientras que la EPO promueve la proliferación 

celular. Sin embargo, la cooperación entre el EpoR y c-Kit en cáncer cervical no ha sido 

estudiada, a pesar del hecho de que la migración y el crecimiento celular independiente al 

anclaje son considerados pasos iniciales en la formación de metástasis. Por lo tanto, el objetivo 

del presente trabajo fue estudiar el efecto del SCF y EPO, tanto por separado como en 

combinación, sobre la migración y el crecimiento celular independiente al anclaje en dos líneas 

celulares derivadas de tumores cervicales. 

Para lograr dicho objetivo, primeramente corroboramos la expresión de los receptores en 

ambas líneas celulares. Posteriormente, evaluamos el crecimiento independiente al anclaje e 

identificamos que EPO y SCF producen un número modesto de colonias cuando son 

administrados individualmente, mientras que cuando se administran en combinación inducen 

la formación de un número significativamente mayor de colonias. El fenómeno de migración 

celular fue evaluado en el modelo de cámaras de Boyden. La co-estimulación con EPO y SCF 

indujo la migración de un número significativamente mayor (2 veces) que el producido por 

cualquiera de las citosinas individuales. La migración inducida por EPO y SCF fue inhibida 

cuando las células fueron incubadas con un inhibidor de la fosforilación de la cinasa Janus 2 

(JAK2).  El análisis por Western blot mostró que la vía de señalización JAK2/STAT5  (signal 

transducer and activator of transcription-5) se activó por la presencia de la EPO y el SCF. En 

contraste, la inhibición de la cinasa ERK1/2 (extracellular signal-related kinase 1/2) solo tuvo un 

efecto negativo sobre la migración inducida por SCF. De acuerdo con esta observación, se 

encontró que el estímulo con SCF y con SCF en combinación con EPO indujeron una importante 

y sostenida fosforilación de ERK 1 / 2, comparada con un efecto modesto y transitorio 

producido por la EPO. 



 
 

Los resultados de este trabajo revelan que la co-estimulación con EPO y SCF promueve  la 

migración y el crecimiento celular independiente al anclaje, y que la co-señalización de los 

receptores EpoR y c-Kit convergen en la activación de la vía JAK2/STAT5. También demostramos 

que la migración inducida por SCF solo o en combinación con EPO depende de la activación 

sostenida de la cinasa ERK1/2. Estos datos indican que la co-señalización a partir de diferentes 

receptores inducen la migración celular y el crecimiento independiente al anclaje, y sugieren 

que la adquisición de un fenotipo metastásico podría estar regulada por la actividad 

cooperativa de EPO y SCF en células tumorales que expresen a sus respectivos receptores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

A B S T R A C T 

The cytokines erythropoietin (EPO) and stem cell factor (SCF), coupled with their receptors 

(EpoR and c-Kit), are essential components of normal physiological erythropoiesis. In earlier 

studies, we demonstrated the expression of c-Kit and EpoR in cervical cancer cells. It was 

identified that SCF is a survival factor, whereas EPO promotes cell proliferation. Cooperation 

between EpoR and c-Kit in cervical cancer has rarely been studied, despite the fact that cell 

migration and anchorage independent growth are considered initial steps in metastasis. Thus, 

the aim of this study was to analyse the effect of SCF and EPO alone, or in combination, on the 

migration and anchorage independent growth of two cervical cancer-derived cell lines.  

First, we demonstrated the expression of EpoR and c-Kit in the cell lines. Next, we evaluated 

anchorage independent growth, and identified that EPO and SCF produced a modest number of 

colonies, whereas the combination EPO/SCF induced a significantly higher number of colonies. 

Migration was then evaluated in Boyden chambers. Co-stimulation with EPO/SCF induced a 

significantly higher number of migrating cells than either cytokine alone. SCF-, EPO- and 

EPO/SCF-induced migration was inhibited by blocking phosphorylation of Janus kinase 2 (JAK2). 

Accordingly, western blot analysis demonstrated that the JAK2/signal transducer and activator 

of transcription-5 (STAT5) axis was activated in all cases. By contrast, inhibition of extracellular 

signal-related kinase (ERK) 1/2 abrogated migration induced by SCF and EPO/SCF only. 

Concurrently, EPO induced a modest, transient activation of ERK1/2, whereas SCF and EPO/SCF 

prompted a strong, sustained phosphorylation of ERK1/2.  

The results from this study have revealed that co-stimulation with EPO/SCF promotes migration 

and anchorage independent cell growth, and that co-signalling from EpoR and c-Kit converge on 

JAK2/STAT5 activation. Furthermore, SCF- and EPO/SCF-induced migration depends on the 

sustained activation of ERK1/2. These results indicate that co-signalling from different cytokine 

receptors induces migration, and this suggests that migratory behaviour may be regulated by 

the cooperative activity of EPO and SCF in cells expressing their cognate receptors. 
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I N T R O D U C C I Ó N  

 GENERALIDADES DEL CÁNCER 

Los médicos de la antigüedad observaron que las venas entumecidas que aparecían sobre la 

piel cercana a los órganos atacados por tumores recordaban las patas de un cangrejo, por lo 

que en el siglo II de nuestra era, Galeno llamó a esos tumores cáncer, que significaba cangrejo, 

palabra derivada del griego karkinos, del mismo significado y con origen en el indoeuropeo kar- 

‘duro’ 1. 

 

El cáncer es definido por la OMS (Organización Mundial de la Salud) como un término genérico 

que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier parte del 

organismo 2, existiendo más de 200 tipos diferentes de cáncer y la mayor parte de ellos toman 

el nombre del órgano de origen 3. 

 

La Organización Mundial de la Salud (2011) estimó que la principal causa de muerte en el 

mundo durante 2008 fue el cáncer, con 7.6 millones de casos, lo cual equivale al 13% de todas 

las muertes a nivel mundial, principalmente por cáncer de pulmón, estómago, hígado, colon y 

mama 4. 

En América Latina, de acuerdo con la Organización Panamericana de la Salud [OPS] (2011) 

durante el periodo 2007-2009, la tasa de mortalidad estandarizada a consecuencia de alguna 

neoplasia maligna fue de 110.7 muertes por cada 100 mil habitantes 5. 

 

Hasta el año 2008, en México, el cáncer más común era el de próstata, seguido del cáncer de 

mama y en tercer lugar el cérvico uterino 6. 
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Grafica que muestra la incidencia y mortalidad por cáncer en México al 2012 
6
.  

 

De acuerdo con el INEGI (Instituto Nacional de Estadística Geografía e Informática), durante 

2009, el Distrito Federal, Chihuahua y Nayarit tuvieron las tasas más altas de morbilidad 

hospitalaria por cáncer cérvico uterino (48.28, 26.66 y 25.21 por cada 100 mil mujeres, 

respectivamente); mientras que en Guerrero, Tlaxcala y Estado de México se presentaron las 

más bajas (5.22, 3.08 y 2.23, respectivamente).  

De igual manera, entre la población que padece cáncer cérvico uterino, el porcentaje más alto 

de morbilidad hospitalaria se concentra en la población de 35 a 59 años, principalmente en la 

población de 45 a 49 años (15.1%), seguido de las mujeres de 40 a 44 años y de las de 50 a 54 

años (14% y 13.2%, respectivamente) 7. 
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Cáncer cérvico uterino (CCU) 

El cáncer constituye un grupo de enfermedades crónico degenerativas, existen más de 200 

tipos distintos de tumores, con un origen y características particulares. El cáncer cérvico uterino 

(CCU) ha sido asociado a la infección por virus del papiloma humano (VPH). Este virus se puede 

transmitir por contacto con la piel de genitales externos infectados, a través de membranas 

mucosas o fluidos corporales, y a través del coito y del sexo oral. Entre los factores que 

aumentan el riesgo de infectarse con esta enfermedad de transmisión sexual (ETS) se encuentra 

el tener múltiples parejas sexuales, mantener relaciones con parejas promiscuas y/o contacto 

sexual sin protección 8. Se piensa que la mayoría de la población sexualmente activa está 

infectada por algún tipo de VPH, ya que al tratarse de un virus latente que se mantiene 

asintomático por períodos largos de tiempo, y que en la mayoría de personas infectadas se 

presenta como una infección subclínica, su detección y tratamiento no se dan de forma 

oportuna y, por lo tanto, su contagio aumenta día con día 9. 

Los virus del papiloma humano son un grupo de más de 100 tipos de virus. Algunos tipos del 

VPH pueden causar verrugas genitales. Otros tipos, sin embargo, causan cáncer del cuello 

uterino 10. 

Estos pueden clasificarse en dos grupos principales, de acuerdo con el sitio de infección: 

cutáneos y mucosos, o bien, de acuerdo al tipo de lesiones que provocan: alto y bajo riesgo. Los 

tipos de VPH mucosos asociados con lesiones benignas (tipos 6 y 11 principalmente) son 

conocidos como tipos de "bajo riesgo", mientras que aquellos tipos asociados a lesiones 

malignas (tipos 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52 principalmente) son conocidos como virus de 

"alto riesgo". 

El ciclo de vida de los VPH está estrechamente ligado al crecimiento y diferenciación de las 

células epiteliales hospederas. El VPH inicia su ciclo replicativo infectando a las células poco 

diferenciadas de las capas basales del epitelio, donde inicia la transcripción de sus genes. La 

forma en que el VPH alcanza las células de los estratos bajos del epitelio es a través de lesiones 

o micro-heridas en el tejido. 
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Una vez ocurrida la infección, el virus se establece dentro del núcleo de las células basales. El 

DNA viral permanece en estado episomal (circular) fuera de los cromosomas del hospedero, 

replicándose a niveles muy bajos en coordinación con la división celular.  

Cuando las células infectadas se diferencian y migran desde la capa basal hacia el estrato 

espinoso del epitelio, la replicación viral se estimula, produciendo la acumulación de viriones 

dentro del núcleo.  

 

Para entender mejor el cáncer se debe tener en cuenta que los tejidos sanos producen células 

de manera constante, mismas que eventualmente mueren. En ocasiones, esta producción 

genera células transformadas, que no mueren y continúan generando nuevas células 

transformadas, formando un tumor maligno. Estas células tienen la capacidad de migrar a otros 

tejidos e implantarse en ellos el proceso es conocido como metástasis. Aunque la producción 

de nuevas células es un proceso normal en el cuerpo humano existen factores que favorecen el 

crecimiento de células malignas (Fig. 2). 
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Fig. 2. Etapas que cursa una célula transformada hasta la generación de metástasis. Tejido sano 

(1) cuando las células han pasado por un proceso de transformación pueden, por un lado, 
inducir la producción de proteínas que favorecen al ciclo celular y, por el otro, estar 
inhibiendo la apoptosis (2), de tal forma que estas células comienzan a proliferar 
abarcando gran parte del tejido (3), inclusive, llega a invadir tejido circundante (4). Dentro 
de las transformaciones que la célula cancerosa puede presentar es la expresión de 
proteínas que contribuyan a la sobrevivencia y migración de las mismas en circulación (5 y 
6), hasta llegar a implantarse en tejidos distantes del que formaron parte inicialmente 
además de inducir angiogénesis (7) este proceso es conocido como metástasis. 

 

Se han determinado siete características de las células cancerosas para que puedan generar un 

tumor, como son: autosuficiencia para señales de crecimiento, evasión ante estímulos 

apoptóticos, potencial replicativo ilimitado, microambiente inflamatorio, insensibilidad a 

señales anti-crecimiento, angiogénesis sostenida y capacidad de invadir tejidos 11. 

 

Un paso crucial para la metástasis es la migración, ya que las células deben mantenerse vivas en 

condiciones adversas para viajar por el torrente sanguíneo evitando la apoptosis. 
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Migración celular. 

La migración celular es esencial para el desarrollo de tejidos y la homeostasis en el sistema 

inmune, incluyendo la migración de neuronas en embriones desde etapas  tempranas y 

migración de macrófagos y otras células en los tejidos 9, 10. Esta movilidad es modulada por las 

células con capacidad de censar gradientes de quimioatrayentes tales como quimiocinas y 

factores de crecimiento 12. 

La motilidad celular y quimiotaxis puede contribuir de manera importante en la cascada 

metastásica. En general, las vías de migración celular juegan un papel importante en una 

variedad de procesos fisiológicos que pueden ser “ejecutadas” por células cancerosas 12. 

Los quimioatrayentes activan vías de transducción de señales que regulan el citoesqueleto y la 

motilidad. Algunos de estos son quimiocinas y ligandos de factores de crecimiento unidos a 

receptores de membrana específicos, incluyendo receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) y 

receptores con actividad de cinasa de tirosinas (RTKs). Las quimiocinas pertenecen a una gran 

familia de péptidos pequeños secretados caracterizados por su capacidad para inducir la 

migración de leucocitos 13.  

Debido a la importancia de las quimiocinas se han realizado múltiples investigaciones en torno 

a éstas tratando de dilucidar como afectan en la progresión del cáncer.   

Como se mencionó anteriormente, en diferentes tipos de cáncer existen modificaciones a nivel 

protéico. Es decir sobre-expresión o sub-expresión de proteínas que coadyuvan a la 

sobrevivencia, proliferación e incluso la migración de las células cancerosas. A este respecto se 

han reportado dos proteínas sobre- expresadas en muchos tipos de cáncer: la eritropoyetina 

(EPO) y el stem cell factor (SCF) aunque no se ha establecido la función que estas tienen en las 

células cancerosas. 
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ERITROPOYETINA (EPO) 

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteína que actúa como primer regulador de la 

eritropoyesis, estimulando el crecimiento, previniendo la apoptosis e induciendo la 

diferenciación de precursores de glóbulos rojos 14. En humanos, el ARNm de EPO codifica para 

una proteína de 193 aminoácidos 15, 16. La proteína sufre una modificación post-traduccional 

que comprende la escisión de 27 aminoácidos del extremo amino terminal (péptido señal) y 

pierde también una arginina del extremo carboxilo terminal dando como resultado una 

proteína madura de 165 aminoácidos (Fig. 3). La EPO contiene dos uniones bisulfuro entre los 

aminoácidos 7 y 161 y, 23 y 33 que estabilizan la estructura, sin los cuales la molécula tiene una 

actividad biológica baja. Adicionalmente, la EPO posee 3 azúcares: N-glicosilación en las 

posiciones 24, 38 y 83, y, O-glicosilación en la posición 126. Las O-glicosilaciones no tienen una 

función importante conocida, pero la N-glicosilación es necesaria para la estabilidad de EPO en 

la circulación sanguínea 15, 16. La EPO no glicosilada es biológicamente activa pero su vida media 

es extremadamente corta 17.  

 

 

 

Fig. 3. Eritropoyetina. S-S representan los puentes disulfuro en la molécula que le dan estabilidad 

a la molècula. En Y es en donde se encuentran los sitios N-glicosilados y en + se representa 

la O-glicosilación. 
16

. 

 

N- Glicosilación  

 

 

O- Glicosilación  

http://theoncologist.alphamedpress.org/content/vol9/suppl_5/images/large/18_fig1.jpeg
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RECEPTOR PARA EPO (EpoR) 

El receptor de eritropoyetina (EpoR) pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas 18. 

Entre estos se encuentran los receptores de la hormona del crecimiento, prolactina, G-CSF, GM-

CSF, trombopoyetina, oncostatina M y varias interleucinas. Los receptores en esta familia 

comparten distintas características: un dominio extracelular de unión al ligando con dos pares 

conservados de residuos de cisteína y un motivo WSXWS localizado cerca del dominio 

transmembranal; un dominio transmembranal simple; y un dominio intracelular carente de 

actividad catalítica (Fig 4). El dominio extracelular contiene 230 aminoácidos al igual que el 

citosólico 19.  

 

 

Fig. 4. Receptor de eritropoyetina (EpoR) es un receptor transmembranal con dos pares de 

cisteína en la superficie y en la parte interna que carece de actividad catalítica. 
16

. 

 

 

Funcionalidad. 

EPO ejerce su efecto induciendo la homodimerización de dos moléculas de EpoR en la 

superficie celular con lo cual se inicia la cascada de señalización que regula la diferenciación y 

Dominio 

extracelular 

Dos pares de 

cisteína 

Caja 

 

Caja 

Dominio 

intracelular 

Membrana Celular 

motivo 

http://theoncologist.alphamedpress.org/content/vol9/suppl_5/images/large/18_fig2.jpeg
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proliferación eritroide  15, 16, 18. A diferencia de otros receptores, el EpoR no tiene actividad 

cinasa de tirosina intrínseca para activar la señalización del receptor. La señalización está 

mediada por JAK2, una de las proteínas de la familia JAK (cinasas Janus), una cinasa de tirosina 

constitutivamente asociada al dominio intracelular del EpoR, específicamente en la tirosina 

Y1007 20. JAK2 es una de las cuatro JAKs conocidas en mamíferos. Enseguida de la 

homodimerización del EpoR, las moléculas de JAK2 asociadas a cada uno de los receptores 

individuales se aproximan, induciendo así su transfosforilación y subsecuente activación (Fig 5). 

Una vez activada JAK2, se fosforilan varias proteínas intracelulares incluyendo al receptor 

mismo. Las tirosinas fosforiladas actúan como sitios de anclaje de diversas proteínas 

intracelulares que contienen dominios homólogos de Src como SHP, PI3K, STAT’s 16, 18 Shc y CIS 

21. 

 

Fig. 5. La estimulación con eritropoyetina (Epo) a su receptor (EpoR), induce la asociación de 

proteínas intracelulares ancladas al receptor que promueven la activación de la vía 

JAK/STAT. La inhibición de esta vía se da por defosforilación. 
22

. 
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Vía canónica de señalización mediada por EPO (JAK/STAT) 

Como ya se ha dicho la interacción de EPO induce la transfosforilación de JAK creando sitios de 

unión para dominios SH2 de STAT (proteínas transductoras y activadoras de la transcripción). 

Las proteínas STAT reclutadas pueden ser fosforiladas en un residuo de tirosina en su carboxilo 

terminal que permite la disociación del complejo JAK-receptor y la dimerización de STATs 

mediada por interacciones recíprocas entre sus dominios SH2 y sus residuos de tirosina 

fosforilados. Las STATs diméricas activadas se internalizan al núcleo y se unen directamente al 

ADN para activar la transcripción. Entre los blancos transcripcionales conocidos para STAT se 

encuentran cyclina D y myc. Esta vía controla  tanto la retroalimentación negativa de la señal así 

como interacciones con proteínas que activan vías de señalización mediadas por cinasas de 

tirosina 23, 24, 25.  Por otro lado, se sabe que EPO mantiene vivas a las células eritroides al 

prevenir su muerte por apoptosis26. La adición de EPO en células dependientes de EPO 

incrementan los niveles de Bcl-X, un miembro de la familia Bcl-2 que actúa como una proteína 

anti-apoptótica 23. 

 

Evidencias experimentales sugieren que esta vía es vital para el desarrollo embrionario, por 

ejemplo, se ha demostrado que ratones deficientes genéticamente de JAK2 mueren siendo 

embriones entre los días 13 y 15 debido a anemia severa, con un fenotipo similar a ratones 

deficientes de EpoR. Sin embargo, tanto el número total de células fetales de hígado y el 

número de progenitores eritroides están considerablemente disminuidos 24, 25. Esto sugiere que 

JAK2 es requerido en etapas tempranas del desarrollo eritropoyético mediado por EpoR. 

 

JAK2 no es la única cinasa involucrada en la señalización de EpoR, también Lyn un miembro de 

la familia de cinasa de tirosinas Src está involucrada en la diferenciación inducida por EPO. La 

línea celular J2E que expresa bajos niveles de Lyn no se diferencia en respuesta a EPO, pero, si 

la expresión de esta cinasa por infección retroviral se lleva a cabo, entonces se revierte este 

efecto 21. La proteína Lyn está asociada con el EpoR en dos vías: su dominio SH2 se une a las 

tirosinas fosforiladas 464 y 479 y el dominio cinasa se une al EpoR en el aminoácido 92 que se 

encuentra próximo a la membrana. Los ratones knockout deficientes de esta proteína no tienen 
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defectos hematopoyéticos por lo que no es claro si Lyn u otras cinasas Src son esenciales para 

la señalización mediada por EpoR. 

 

Otras vías 

La unión de EPO a su receptor induce la fosforilación del producto del proto-oncogene Vav 26. 

Se ha demostrado que la tirosina fosforilada de Vav cataliza el intercambio de GDP/GTP de Rac-

1, una proteína implicada en la proliferación celular y organización del citoesqueleto 27. La 

fosforilación de Vav inducida por EPO podría estar correlacionada con la señalización de 

crecimiento del EpoR incluyendo la activación de JAK2 26. También se ha mostrado que Vav 

fosforilada interactúa con la fosfotirosina p85, una subunidad reguladora de fosfatidil inositol 3 

cinasa (PI3K) 28 para inhibir la apoptosis. 

 

En respuesta a EPO, los residuos de tirosina en el dominio distal a la membrana del EpoR son 

fosforilados. Las tirosinas fosforiladas reclutan moléculas de señalización a través de sus 

dominios SH2 y las moléculas reclutadas son activadas por la subsecuente fosforilación de sus 

tirosinas, tales moléculas de señalización incluyen una proteína adaptadora conocida como 

SHC, la subunidad p85 (reguladora de PI3K), PLC1 y la fosfatasa Syp (también llamada SH-PTP2 

o PTP-1D). Muchas citocinas activan Ras por inducir la fosforilación de SHC. Otras cinasas 

transductoras de señal que son fosforiladas en tirosina en respuesta a EPO incluyen GAP 29, c-

fps/fes 30, Lyn 31 y c-Cbl 32.  

 

Regulación. 

La producción de eritropoyetina es regulada a nivel de la transcripción génica 33 y la hipoxia es 

el único regulador fisiológico de la expresión del gen de eritropoyetina 34. Aunque la inducción 

hipóxica de la transcripción del gen de eritropoyetina es una propiedad fundamental de todas 

las células, los riñones y, hasta cierto punto, el hígado, son los sitios principales de su 

producción en el adulto. La producción de eritropoyetina en los riñones es máxima y 

constitutiva; por lo tanto, un incremento en la producción de eritropoyetina renal requiere la 

transcripción del gen de eritopoyetina en células adicionales 35. Semejante a lo que ocurre en el 
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riñón, la producción de eritropoyetina en hepatocitos parece ser proporcional al estímulo 

hipóxico 36. El umbral de la producción de la eritropoyetina durante la hipoxia es también alto, 

pero a pesar de ello, el hígado no puede compensar la producción de eritropoyetina renal, 

aunque en estado de hipoxia profunda es capaz de hacer una contribución significativa 37. No 

existe almacenamiento de eritropoyetina preformada y un incremento de eritropoyetina 

plasmática representa la entrada a la circulación de proteína sintetizada de novo. Al comenzar 

la hipoxia en el tejido, HIF1 entra al núcleo en 2 minutos, dimerizando con HIF1 y 

transactivando al gen de eritropoyetina, entre muchos otros 38.  

 

Semejante a otros factores de crecimiento hematopoyéticos, la eritropoyetina es también 

metabolizada por su célula blanco por lo que, posterior a la unión con su receptor, ambos son 

internalizados 39. Con respecto a la eritropoyetina circulante, las células progenitoras eritroides 

constituyen la más importante población celular en condiciones hipóxicas, no solo en número 

sino también en densidad de receptores de eritropoyetina. Este comportamiento explica en 

parte la rápida desregulación de eritropoyetina en plasma 40. La producción de eritropoyetina 

puede estar también desregulada ya que el incremento en número de células rojas es 

compensado y alivia la hipoxia del tejido o incrementa la viscosidad de la sangre 41.  

 

El complejo mecanismo involucrado en la expresión de eritropoyetina inducido por hipoxia está 

también sujeto a supresión no fisiológica. Individuos con enfermedad renal del parénquima de 

cualquier tipo, característicamente exhiben alteración en la producción de eritopoyetina renal 

en proporción al déficit en la función excretora renal. Pacientes con inflamación, infecciones o 

cáncer tienen una respuesta debilitada para la hipoxia del tumor y el nivel de eritropoyetina en 

plasma es inapropiadamente bajo para su grado de anemia en ausencia de enfermedad renal 

intrínseca 42.  

 

Se ha demostrado que citocinas inflamatorias tales como interferón gamma (IFN), IL-1 ( y ), 

IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF) suprimen la producción de EPO tanto in vitro como 

in vivo 43, 44, 45. El mecanismo de supresión por IL-1 y TNF- parece no estar involucrado 
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directamente con HIF1 46, pero, sin embargo, involucra la activación de los factores de 

transcripción GATA2 y el factor nuclear B, los cuales regulan negativamente la expresión de 

HIF1 47.  

El requerimiento específico de hierro para la prolil hidroxilación de HIF1 como blanco para su 

ubiquitinación y degradación proteosomal 34 provee un mecanismo adicional para la supresión 

de la producción de eritropoyetina. El incremento intracelular de hierro podría promover la 

degradación de HIF1 y reducir así la producción de eritropoyetina; la deficiencia de hierro, 

semejante a hipoxia, tiene el efecto opuesto 48. 
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EXPRESIÓN DE EPO y EpoR EN CÁNCER 

Datos recientes han demostrado que el receptor de eritropoyetina no solo está presente en 

muchos tipos celulares no eritroides tales como células endoteliales 49, 50, células neuronales 51, 

células de Leydig 52, mieloblastos53 y megacariocitos 54, sino también en células tumorales no 

eritroides y líneas de células tumorales.  La expresión del EpoR ha sido reportada, por ejemplo, 

en carcinoma de células renales humanas 55 y carcinoma de células mamarias 56, así como en 

melanoma 57, carcinoma renal 55, hepatoma HEP3B, carcinoma cervical HeLa, neuroblastoma 

SHSY5Y, glioblastoma U87, y líneas celulares de glioma U251 y U373 56. La observación de la 

expresión del EpoR en células cancerosas, acorde a lo reportado, en donde EPO tiene la 

capacidad de  soportar el crecimiento celular, corresponden a la administración de 

eritropoyetina recombinante humana (rHuEPO) en pacientes con cáncer y anemia, esto podría 

estar ligado a la proliferación o sobrevida de las células cancerosas o estimular la angiogénesis  

y con ello promover el crecimiento del tumor. 

 

Por otro lado, se ha sugerido al EpoR como marcador de progresión en melanoma. Se ha 

demostrado que el EpoR está expresado en líneas celulares humanas transformadas derivadas 

de melanocitos normales y en líneas celulares de melanoma humano derivadas de la metástasis 

de melanoma, pero no es expresado en melanocitos humanos primarios 57. El análisis de 

subclonas de una línea celular transformada mostró que no todas las subclonas expresan al 

receptor de EPO y que la expresión del receptor no afecta el crecimiento celular. A raíz de esto 

se ha concluido que la expresión del EpoR parece estar asociada, pero no absolutamente 

requerida, para la transformación de melanocitos hacia melanoma maligno y, por ende, el EpoR 

puede ser un marcador de progresión de melanoma. En otro estudio, se investigaron los 

efectos de EPO en más de 25 diferentes líneas celulares de tumor malignas y benignas 

demostrando que el ARNm de EPO y la proteína estaban presentes en la mayoría de las líneas 

de células tumorales evaluadas, incluyendo líneas de origen no hematopoyético 58.  

 

En cuanto al efecto proliferativo dado al estimular al EpoR aún tiene gran controversia, ya que 

al estimular el receptor con rHuEPO y estudiar la capacidad proliferativa de las células se 
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encontró  que la activación del receptor no es esencial para el crecimiento del tumor. En 

contraste, existen varios trabajos en los que se asocia dicha activación con la capacidad 

proliferativa, por ejemplo: en un estudio analizando biopsias de nefroctomía de pacientes con 

carcinoma de células renales, así como líneas celulares humanas y adenocarcinomas renales de 

ratón, encontraron que tanto los carcinomas renales de humano como las líneas celulares 

expresaron el ARNm y la proteína de EpoR y que la activación del receptor con EPO induce la 

proliferación de las líneas celulares de adenocarcinoma renal de humano y ratón 55. Este 

hallazgo sugiere que la administración de rHuEPO a pacientes con carcinoma renal podría tener 

el potencial de modificar el crecimiento del tumor al estimular la proliferación celular, y 

posiblemente al inducir la angiogénesis.  

 

Como ya se mencionó anteriormente, se ha demostrado que el receptor para eritropoyetina 

está expresado en muchos tipos tumorales, incluyendo cáncer de mama, el tracto reproductor 

femenino, cabeza y cuello, y del sistema nervioso central. Con base en análisis por Western blot 

y hallazgos inmunohistoquímicos, se han reportado altos niveles de expresión tanto de EPO y su 

receptor en células de cáncer de mama 56. Aunque el papel exacto que tiene la eritropoyetina 

en cáncer no está bien definido, se tiene idea de que la expresión de EpoR en células 

cancerosas podría contribuir a la proliferación, migración y resistencia a la muerte inducida por 

quimiofármacos.   

 

En lo que respecta a los carcinomas de los órganos reproductores femeninos se ha observado la 

expresión del EpoR en biopsias de adenocarcinomas de ovario y endometrio, así como en 

biopsias de carcinoma invasor de células escamosas del cérvix mediante RT-PCR 59. 

Interesantemente en estudios inmunohistoquímicos se observó que la tinción del EpoR en las 

biopsias de tumores de endometrio y cérvix era heterogénea 60, 61. También se observó 

positividad del EpoR en células endoteliales y células del músculo liso del tejido cervical y 

endometrial 60, 61. También se han analizado biopsias de tumores de ovario y endometrio y se 

ha determinado la cantidad de EPO producida por cada tumor, encontrando que los 

adenocarcinomas de ovario y endometrio producen una mayor cantidad de EPO en 

comparación con los tejidos sanos 62. 
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Como se ha mencionado, la eritropoyesis en los organismos sanos es regulada por la actividad 

cooperativa de la Eritropoyetina (EPO) y el Stem Cell Factor (SCF), acoplados a sus respectivos 

receptores, el EpoR y c-Kit.  
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STEM CELL FACTOR (SCF) 

 

El gen que codifica para la proteína SCF se encuentra en el locus steel (SI) en el cromosoma 

humano 12q22-q24 y el cromosoma murino 10.  SCF también es conocido como ligando de c-Kit 

y es expresado en dos isoformas después de edición alternativa del exón 6 63,  64. La primer 

isoforma es una glicoproteína de 248 aminoácidos (SCF 248) con un peso molecular de 45kD 

expresada en la membrana celular la cual es escindida por proteasas para generar una proteína 

soluble de 165 aminoácidos de 31 kD (sSCF o SCF165) 65, 66. La concentración de Stem Cell Factor 

soluble (sSCF) es de  alrededor de 3.3 ng/ml (177 pmol/L) en suero humano 67. El sSCF se 

encuentra como homodimero ligado no covalentemente 68, el cual se disocia espontáneamente 

y se reasocia en solución 69. En estudios in vitro se observa que más del 50% del sSCF puede ser 

monomérico bajo condiciones fisiológicas 70. La segunda isoforma es una glicoproteína de 220 

aminoácidos (32kD) también expresada en la membrana celular. Esta forma permanece unida a 

la membrana (mSCF o SCF220) pero puede también ser escindida por proteasas para generar la 

forma soluble 65, 71 (Fig. 6).  La proporción sSCF/mSCF varía considerablemente entre células y 

tejidos 71, por ejemplo, células cebadas humanas producen más mSCF que sSCF 72, mientras que 

en fibroblastos de pulmón y en células de músculo liso bronquial se produce más sSCF que 

mSCF 73, 74.  

 

SCF presenta un centro compuesto de cuatro hélices alfa y dos cadenas beta. El dimero de SCF 

asociado tiene una estructura simétrica 75, 76. mSCF también se encuentra como homodimeros 

en la superficie celular, y la dimerización puede ser esencial en la etapa de señalización 

yuxtácrina mediada por mSCF/c-Kit 77. 
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Fig. 6. Traducción y post-traducción del gen que codifica para SCR. Nótese que esta molécula 

puede concluir en su forma membranal o suluble.Representación esquemática del 

producto de la escisión de SCF. 
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El receptor c-Kit, con actividad intrínseca de cinasa de tirosinas, está codificado por el locus 

white (W) en el cromosoma humano 4q11-q12 y el cromosoma murino 5 78. 

Han sido reportadas cuatro diferentes isoformas de c-Kit resultado de edición alternativa. Como 

se describió para SCF. El receptor c-Kit puede también ser escindido proteolíticamente, 

permitiendo su desprendimiento de la superficie de células hematopoyéticas, células cebadas y 

células endoteliales 79, 80, 81, 82. La forma soluble de c-Kit se encuentra en el suero humano en 

una concentración de 324 ng/ml (5.8nmol/L), el cual es alrededor de 33 veces más que la 

concentración reportada para sSCF 83. Este desprendimiento ocurre en el quinto dominio 

semejante a inmunoglobulina de c-Kit 84, pero el sitio de corte se desconoce.  

 

El receptor c-Kit pertenece a la subclase III de la familia de receptores con actividad de cinasa 

de tirosinas, entre los cuales se encuentra el receptor del factor de crecimiento derivado de 

plaquetas PDFGR y el receptor del factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSFR) 78, 85, 

86. 

 

 

Funcionalidad 

El homodímero de SCF se une a los primeros tres dominios semejantes a inmunoglobulinas de 

c-Kit (Fig. 8) y media la dimerización del receptor 87, 88. Se ha reportado que el sitio de unión al 

receptor para SCF puede incluir los primeros residuos en el extremo amino terminal 89, la región 

entre los aminoácidos 79 y 95 90, 91 y la región alrededor de la lisina 127 90.  

El dominio intracelular de c-Kit está compuesto de un dominio  partido en dos por una región 

inserto. La dimerización del receptor lleva a una autofosforilación en varias tirosinas en el 

dominio citoplásmico (Fig. 7). La estructura cristal del dominio cinasa activo de c-Kit ha sido 

reportado, por lo que podría facilitar el diseño de inhibidores de cinasa potentes y específicos 

de c-Kit 92. 
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Fig. 7. Receptor c-Kit en su forma heterodimérica. Contiene un dominio extracelular semejante a 

inmunoglobuina, un dominio transmembranal y una región intracelular con múltiples sitios de 

tirosina (Y). 

 

Fig. 8. Receptor c-Kit como homodìmero que muestra la interacción en la región extracelular cuando es 

estimulado por su ligando (SCF). 
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La unión de homodímeros de SCF induce la homodimerización de c-Kit y la fosforilación 

intermolecular de tirosinas del receptor, creando sitios de anclaje para diversas moléculas 

transductoras de señal que contienen dominios de homología Src 2 (SH2), desencadenando así 

una serie de cascadas de señalización (Fig. 9). 

 

 

 

 

Fig. 9. Cascadas de señalización mediada por la unión de SCF al receptor c-Kit.  
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Vía MAPK 

La proteína 2 de unión a receptores de crecimiento (Grb2) es una proteína adaptadora que se 

une a las tirosinas fosforiladas Y703 y Y936 de c-Kit 93. Grb2 se asocia con al menos siete 

proteínas sos, formando un complejo que interactúa y activa a la proteína G pequeña Ras 94, lo 

cual lleva a la activación de Raf-1 95 y finalmente a la subunidad p38 de la cinasa MAP 96, 97, ERK 

½ 95, 96, 98, y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK) 97. Se ha mostrado que estas cinasas MAP actúan 

activando factores de transcripción y con ello en la transcripción de genes asociados a la 

proliferación y diferenciación celular 99.  La transcripción de genes inducido por SCF está 

también mediada por la activación de la vía Ras/MAPK 100, 101. 

 

 

Vía PI3K 

El fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K) interactúa con la tirosina fosforilada Y721 de c-Kit 102. El 

reclutamiento de PI3K inducido por SCF lleva a la activación de Akt y a la subsecuente 

fosforilación del factor pro-apoptótico Bad. Esta fosforilación inhibe la actividad de Bad y de 

este modo promueve la sobrevida celular 103. Recientemente, en células hematopoyéticas 

inmortalizadas Myb (MIHC) que expresaban a una mutante de c-Kit en la tirosina Y721, la 

señalización inducida por SCF fue deficiente para inducir crecimiento celular en dicha línea, en 

este mismo estudio, el inhibidor Y294002 de PI3K inhibió la sobrevida inducida por SCF en las 

células transfectadas con c-Kit, de manera dosis dependiente 104. PI3K también media la 

proliferación inducida por SCF de células cebadas derivadas de médula ósea (BMMC), al activar 

a la proteína de unión a guanosina trifosfato (GTP) Rac1 y la vía JNK 105. Estos resultados fueron 

confirmados en células mononucleares de médula ósea (BMMCs) I3K-/-, donde la fosforilación 

de JNK inducida por SCF y la proliferación celular fue desregulada negativamente 106. 

 

Vía PLC- 

Estudios previos, utilizando sSCF reportaron que este factor no activa a la fosfolipasa C- (PLC-) 

107, 108. Sin embargo, un estudio comparativo usando sSCF y mSCF mostró que la activación de 

PLC- es inducido por el mSCF pero no por el sSCF 108, sugiriendo un efecto diferencial para 
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ambas formas de SCF en la señalización de c-Kit.  PLC- se asocia con c-Kit en ausencia de 

ligando en células murinas transformadas P815, donde c-Kit está constitutivamente fosforilado 

109. Usando formas truncadas del receptor c-Kit se observó que PLC- se asocia con c-Kit 

después de la estimulación con el factor de crecimiento epidermal (EGF) en células HEK293 que 

sobre-expresan un receptor quimera c-Kit-EGF 110. Además la transfección de células COS con 

una forma truncada de c-Kit (tr-Kit) demostró que el dominio cinasa de Kit lleva a la activación 

de PLC- 111. El sitio de asociación para PLC- es la tirosina Y730 en la región citoplásmica de c-

Kit 108.  Otros estudios han demostrado, que la activación de PLC- por c-Kit en la protección 

mediada por SCF contra la apoptosis inducida por radiación o quimioterapia 112, 113.   

 

Vía Src 

SCF induce la activación de múltiples miembros de la familia Src (oncogene viral [Schmidt-

5ruppin A-2] de sarcoma aviar v-src), incluyendo Src, Tec, Lyn y Fyn 114, 115, 116. La familia Src se 

asocia con las tirosinas Y568 y Y570 en el dominio yuxtamembranal de c-Kit 117,  118. Las vías de 

señalización Src y PI3K convergen para activar Rac1 y JNK después de la estimulación con SCF 

en células BMMC, promoviendo la proliferación celular  105. La reducción en la expresión de la 

cinasa Lyn (usando oligonucleótidos antisentido) es acompañada por la inhibición de la 

proliferación inducida por SCF 116. En este sentido se ha observado que en células cebadas 

deficientes de Lyn, la proliferación inducida por SCF es defectuosa, y la transfección de células 

cebadas murinas con una mutante inhibitoria dominante de Lyn, inhibe el crecimiento inducido 

por SCF 119.  

 

Vía JAK/STAT 

SCF induce la activación de JAK/STAT. JAK2 se asocia con c-Kit y es fosforilada después de la 

estimulación con SCF 120. La activación de JAK2 da como resultado la fosforilación de varias 

isoformas de STAT (STAT1, 3, 5ª Y 5b) 121, 122, 123, 124, 125. Dicha activación está asociada con la 

proliferación y diferenciación de células progenitoras hematopoyéticas en hígado fetal 126, 127.  
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Regulación. 

La proteína cinasa C (PKC) también interactúa con c-Kit fosforilándolo  en los residuos S741 y 

S746. Esta fosforilación lleva a la inhibición de la actividad cinasa de c-Kit 114, 128. PKC también 

media la desregulación de c-Kit induciendo el desprendimiento del dominio extracelular de c-Kit 

90, 129. La proteína fosfatasa SHP-1 regula negativamente la señalización de c-Kit ya que se une a 

la tirosina Y570 fosforilada en el dominio yuxtamembranal 130. Los supresores de señalización 

de citocinas (SOCS)-1 y 6 también regulan negativamente la señalización de c-Kit. SOCS-1 se une 

a Grb2 y la proteína vav (oncogen homologo del virus de vaccinia humano), esto lleva a la 

inhibición de la proliferación inducida por SCF 131. SOCS-6 interactúa con la tirosina Y568 

fosforilada en el dominio yuxtamembranal de c-Kit con ello se inhibe la proliferación y 

fosforilaciones de  p38 y ERK1/2 inducida por SCF 132. Miembros de la familia Cbl han sido 

recientemente establecidos como componentes de la maquinaria ligada a ubiquitina 

involucrada en la degradación de proteínas fosforiladas. Bajo la estimulación de SCF, el 

reclutamiento de cinasas Src o  bien, otras proteínas fosforiladas llevan al reclutamiento de 

proteínas Cbl para ser fosforiladas 133. Una vez fosforiladas, las proteínas Cbl median la 

ubiquitnación de c-Kit y la degradación a través del proteosoma y/o vía del lisosoma 133.  

 

Por otro lado, la internalización del receptor puede ser un mecanismo para atenuar la 

respuesta celular de SCF. c-Kit es rápidamente internalizado después de la unión a SCF 81, 129, 134, 

135. La internalización de c-Kit requiere de actividad cinasa intrínseca del mismo, activación de 

PI3K e influjo de calcio 81. El inhibidor PP1 de la familia Src bloquea la internalización de c-Kit 

inducida por SCF 136. Este resultado fue confirmado analizando la internalización de c-Kit 

usando una quimera funcional c-Kit-EGFP (c-Kit ligado a la proteína verde fluorescente), donde 

la internalización fue dependiente de Src pero no de PI3K 137.  

 

Una vez conociendo las generalidades de cada uno de estos receptores y sus respectivos 

ligandos, podemos introducirnos al efecto que puede tener la estimulación de los mismos en 

enfermedades como el cáncer. 
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EXPRESIÓN SCF Y c-Kit EN CÁNCER 

 

SCF es expresado in vitro por varios tipos celulares, incluyendo células epiteliales bronquiales 

138, miofibroblastos subepiteliales bronquiales 139, fibroblastos de pulmón 140, 141, 142, células del 

músculo liso bronquial 73, células endoteliales 143, eosinòfilos de sangre periférica 144 y células 

cebadas aisladas de pulmón humano 145, 146. 

 

El receptor c-Kit está principalmente expresado en células madre hematopoyéticas y en células 

cebadas humanas de las vías aéreas 147. Éste también ha sido descrito en eosinófilos de sangre 

periférica 148 y basófilos circulantes 149. La expresión de c-Kit hºa sido reportada en algunas 

células estructurales, como son células del músculo liso vascular humano 150, células epiteliales 

151 y  en células endoteliales de la vena umbilical 152, 79. Estas diversas estirpes celulares que 

expresan al receptor c-Kit también producen SCF, lo cual estaría hablando de una estimulación 

autócrina. 

 

Se ha observado la expresión de c-Kit en varios tumores como son: testicular 153, de tiroides 154, 

mama 155, colon 156, vejiga 157, renal 158 y cervical 159. Debido a esto, c-Kit ha sido asociado con 

varias enfermedades malignas. Existen mecanismos que provocan la activación descontrolada 

de c-Kit tales como loops autócrinos y/o activación mutacional. La activación mutacional ha 

sido encontrada en pacientes con mastocitosis, tumores de estroma gastrointestinal (GIST) y en 

leucemia mieloide aguda (AML). Estas mutaciones están localizadas predominantemente en el 

dominio cinasa o en la región yuxtamembranal de c-Kit, mientras que la activación de c-Kit por 

loops autócrinos (una misma célula produce tanto a c-Kit como a SCF) han sido identificados en 

cáncer de células pequeñas de pulmón (SCLC) 160 y neuroblastomas 161.  

 

En este contexto, se sabe que c-Kit y SCF también están expresados en tumores ginecológicos. 

Existe un reporte en donde se analiza la expresión de c-Kit y SCF en líneas celulares de cáncer 

vulvar (A431), cáncer endometrial (HOUA, RIM 3, RIM 4, HGCM, HHUA, KCC1a, KCC 1b y KMC) y 

cáncer cérvico uterino (HeLa, CaSKi, SiHa, SKG IIIa, ME180, C33a, y HT 3) y en tejido neoplásico. 
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En este estudio observaron que c-Kit y SCF se encuentran expresados tanto en líneas celulares 

como en tejidos tumorales ginecológicos, lo cual sugiere una posible participación del 

mecanismo autócrino 159. 

 

Ya se ha dicho que para generarse metástasis es necesario que las células curse por varias 

etapas para poder salir del tejido primario e implantarse en tejidos secundarios tal es el caso de 

la migración celular. 
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MIGRACIÓN CELULAR MEDIADA POR EPO/EpoR Y SCF/c-Kit. 

Existen evidencias de que los binomios SCF/c-Kit y EPO/EpoR pueden inducir la migración 

celular.  

 

EPO en migración celular. 

Por un lado, se ha observado que la administración exógena de EPO recombinante (rEPO) ha 

sido asociada con diversos efectos en tejido no hematopoyético. Se ha observado que EPO 

funciona como citocina proangiogénica en una gran variedad de sistemas experimentales, 

además rEPO estimula la proliferación y migración de células endoteliales 162. 

Raymond J. Hohl y cols. (2007) demostraron que EPO actúa como quimioatrayente que induce 

quimiotaxis en células de cáncer cérvico uterio y que este efecto es dependiente de la 

activación de dos vías de señalización dadas por EPO, la MAPK/Erk y la vía RhoA/RhoA 163. 

 

SCF en migración celular 

Se ha observado que la movilización de células troncales hematopoyéticas (HSC) involucra la 

interacción de SCF con c-Kit. Además, la combinación de la citocina G-CSF con SCF es 

particularmente potente para movilizar células progenitoras tanto en humano como en ratón 

164, 165.  

Asimismo, se tiene evidencia de que SCF es un factor quimiotáctico de células cebadas in vitro 

166, 167. Esto ha sido confirmado por estudios en pacientes asmáticos durante la exposición a 

polen donde los fluidos bronqueoalveolares presentes tenían una actividad quimioatrayente de 

células cebades, la cual fue parcialmente bloqueada por un anticuerpo anti-SCF 168.  

 

La transducción de señales involucradas en la migración de células cebadas inducidas por SCF 

incluye la activación de la MAP cinasa p38 169, 170, y PI3K 169. Adicionalmente Tan et al, (2003) 

demostraron que la vía SCF/c-Kit también regula la migración de mastocitos primarios inducida 

por fibronectina, involucrando a PI3K clase 1A y la vía Rac 171. Además, Takeyama y Manabe 

2006 demostraron que la vía SCF/c-Kit está ligada a proliferación e invasión en líneas celulares 

de cáncer pancreático 172. Por ejemplo, se ha observado que c-Kit y su ligando (SCF) promueven 
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la sobrevivencia y la migración de células endoteliales, así como la formación del tubo capilar 

del cordón umbilical en células HUVEC (Células Endoteliales de la vena umbilical Humanas) y 

que este efecto es mediado rio abajo de la señalización inducida por SCF en su receptor c-kit a 

través de Akt y Erk 1/2 173. Otro grupo de investigación trabajando con mutantes para c-Kit, 

(sustituyendo residuos de tirosina por fenilanlanina en el dominio citoplásmico), mostraron que 

ante la estimulación con SCF la migración y movilización de calcio se reduce en comparación 

con células que no habían sido modificadas, y que la señalización implicada en este proceso de 

movilización de calcio era la vía MAPK/ERK, mientras que para la migración estaba involucrada 

la vía PI3K 174.  
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CO-SEÑALIZACIÓN ENTRE EpoR Y c-Kit. 

Se ha observado que el crecimiento y expansión de progenitores eritroides comprometidos 

requieren de la transducción de señales dadas tanto por c-Kit como de EpoR. Así mismo, SCF 

induce tanto crecimiento como sobrevivencia de progenitores eritroides y esta respuesta es 

profundamente amplificada en combinación con EPO. Este tipo de cooperación ente c-Kit y 

EpoR ha sido descrita in vitro con respecto a la generación de unidades formadoras de blastos 

eritroides (BFU-e) y unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-e)  in vivo bajo la co-

administración de SCF y EPO. Sin embargo, las bases de esta co-señalización son pobremente 

conocidas. Con este fin, estudios bioquímicos han provisto evidencia de una asociación física 

entre c-Kit y EpoR vía la caja 2 del dominio citoplásmico del receptor de eritropoyetina. Sin 

embargo, la co-estimulación de una línea celular de progenitores eritroides con SCF y EPO 

mostró la fosforilación de EpoR en residuos de tirosina 41.  

 

Wu y cols. utilizando varias mutantes truncadas de EpoR han mostrado que la estimulación de 

c-Kit por SCF no activa a EpoR por inducir su dimerización, sino por la fosforilación en residuos 

de tirosina en el dominio citoplásmico de EpoR 42. Estas evidencias sugieren que hay 

cooperatividad entre estos dos receptores, por lo que es probable que también haya 

participación de ambos en el evento de migración celular. 
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J U S T I F I C A C I Ó N 

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado que células derivadas de 

tumores cérvico uterinos expresan en su membrana tanto al EpoR como a c-Kit, y que son capaces de 

responder al estímulo producido tanto por EPO como por SCF exógenos. Por lo tanto, en el presente 

trabajo hemos decidido estudiar si la activación de estos receptores de manera individual y en conjunto 

pueden estimular la migración de células de carcinoma cérvico uterino, incrementando así su potencial 

metastásico. 

 

 

 

 

H I P Ó T E S I S 

Dado que las células derivadas de tumores cérvico uterinos expresan tanto a EpoR como a c-Kit, la 

presencia de EPO y SCF exógenos, estimulará la capacidad migratoria de dichas células, incrementando 

así su potencial metastático. 
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O B J E T I V O    G E N E R A L 

Determinar el efecto de la activación de los receptores EpoR y c-Kit en el potencial migratorio y 

de crecimiento independiente al anclaje de células derivadas de tumores cérvico uterinos en 

cultivo. 

 

Objetivos particulares. 

- Determinar si los receptores c-Kit y EpoR se encuentran expresados en líneas celulares 

derivadas de tumores cérvico uterinos CaLo e InBl. 

 

- Determinar el efecto de EPO recombinante humana (rHuEPO) y SCF exógenos, 

administrados individualmente o en conjunto, sobre la capacidad migratoria de células 

CaLo e InBl. 

 

- Determinar el efecto de EPO recombinante humana (rHuEPO) y SCF exógenos, 

administrados individualmente o en conjunto, sobre la capacidad de crecimiento 

independiente al anclaje de las células en cultivo. 

 

- Evaluar las vías de señalización que se activan en las células estimuladas y que inciden 

en su capacidad migratoria. 

 

 

 

 



32 
 

M A T E R I A L    Y    M É T O D O S 

Material biológico 

En el presente trabajo se estudiaron dos líneas celulares llamadas CaLo e InBl. Dichas líneas 

celulares fueron donadas de la FES-Zaragoza. Ambas, son líneas celulares desarrolladas a partir 

de carcinoma cervical epidermoide de células grandes no keratinizadas. La particularidad entre 

ellas es que las células CaLo se obtuvieron a partir de una paciente que no había desarrollado 

metástasis (FIGO, etapa IIB) y las células InBl de otra paciente que fue diagnosticada con 

metástasis (FIGO, etapa IVB).  

La línea celular CaLo fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 

(InVitro) suplementado con 2% de suero fetal bovino (Invitrogen Life Technologies) y 

antibióticos  10,000 U/g/l (penicilina-estreptomicina, InVitro). Por otro lado, la línea celular 

InBl, se mantuvo en medio RPMI 1640 (InVitrogen) suplementado de igual forma.  

Las células leºucémicas, K562 utilizadas en algunos ensayos como control positivo para la 

expresión de EpoR,  fueron mantenidas en RPMI 1640 (Invitrogen Life Techologies) conteniendo 

10% de suero fetal bovino.  

Cabe señalar que todas las líneas se mantuvieron en una incubadora a 37C, 5% de CO2 y 

humedad constante. 

 

Análisis de Western Blot.  

Las células fueron resuspendidas en solución de lisis (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 

mM EDTA; 1% NP40; 0.25% deoxicolato de sodio), conteniendo  100 μl/ml de coctel inhibidor 

de proteases completo (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) and 10 μl/ml de 

inhibidores de fosfatas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para el aislamiento de proteínas de 

membrane, las células fueron resuspendidas en una solución de lisis que conteniendo 10 mM 

Tris-HCl (pH 7.4), 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100 and 0.05% SDS. La cantidad de 

proteina total obtenida fue determinada usando el “DC protein assay kit! (BioRad Laboratories, 

Hercules, CA, USA). 30 30 μg de protein fue resuelta en 10% SDS-PAGE y transferida en 

membranas “PVDF” (Millipore, Billerica, MA, USA). Las membranas fueron incubadas a 4˚C, 
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toda la noche con anticuerpos específicos diluídos 1:1,000, posteriormente lavados e incubados 

con e apropiado anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa diluído 1:5,000 (Zymed 

Laboratories, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para la detección de c-Kit, las 

membranas fueron incubadas con un anticuerpo polyclonal anticabra biotinilado 

(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) diluído 1:2,000 durante 2 hrs. a temperatura ambiente, 

seguido de la incubación con un anticuerpo secundario acoplado a estreptavidina 

(DakoCytomation) diluído  1:3,000 por 2 h a temperatura ambiente. Las proteínas fueron 

detectadas por quimioluminiscencia usanto el ¡Amersham ECL plus Western Blotting Detection 

System” (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA). Para la detección de EpoR humano, 

un anticuerpo anti EpoR humano de cabra (Sigma-Aldrich). Para  estudiar las cascadas de 

señalización, se usaron: anti-STAT5 de conejo, anti- fosfoTyr694 de STAT5 de conejo, anti ERK1 

de conejo y anti ERK1 y 2 fosforilado en diferentes posiciones (Thr185 + Thr202 + Tyr204 + 

Tyr187); todos de GeneTex Inc. (Irvine, CA, USA). Como control interno se incluyó anti-GAPDH 

de conejo (GeneTex Inc.). 

 

 

Citometría de Flujo. 

Las células fueron cosechadas, fijadas en 2% de paraformaldehido y teñidas con anticuerpos 

monoclonales conjugados a diferentes fluoróforos: anti-EpoR conjugado a carboxyfluorescein y 

c-Kit CD117 conjugado a ficoeritrina. Ambos adquiridos a R&D Systems y diluídos 1:4 en PBS por 

una hora. Las céulas fueron lavadas con PB y analizadas usando un FACScalibur con software 

Cell Quest  (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA). 

 

 

Ensayos de proliferación y sobrevivencia celular. 

Para evaluar la proliferación celular, las células fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de eritropoyetina recombinante humana (rHuEPO) (1, 10, 20, 30 y 50 U/ml; 

Sigma Aldrich). La proliferación fue determinada por el ensayo colorimétrico de MTT. Para 

evaluar el efecto de SCF en la sobrevivencia, las células fueron incubadas in medio de cultivo sin 
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SFB y tratadas con 15U/ml de Stem Cell Factor (SCF) o no tratadas durante 14 días. La viabilidad 

celular fue evaluada por el ensayo MTT. 

  

Ensayo de migración celular. 

El efecto de EPO y SCF en la migración fue evaluada usanto el ensayo colorimétrico de 

migración de 24 pozos “QCM™” (Chemicon International, Millipore, Temecula, CA, USA), el cual 

está basado en el uso de cámaras de Boyden. 

Las células fueron cultivadas e incubadas 12 hrs. para cada ensayo en medio libre de suero. 

1x105 células fueron sembradas dentro de la cámara superior en 300 μl de medio libre de SFB  y 

entonces suplementeadas con 5% de albúmina de suero bovino (BSA). En 500 μl libres de suero 

que contenían5, 10, 20 y 30 U/ml de EPO o SCF, o combinaciones de 10/20, 10/10 y 30/30 U/ml 

de EPO/SCF fueron depositados en la cámara inferior. Como control negativo, fue usado medio 

libre de suero y como control positivo, medio suplementado con 10% de SFB. Los platos fueron 

incubados por 24 hts. La migración celular fue determinada por medición colorimétrica a 560 

nm. 

 

 

Ensayo de clonogenicidad. 

 1x103 células fueron sembradas en 0.3% de agar en medio de cultivo con 5% de SFB y 30U/ml 

de EPO o 15U/ml de SCF, o bien por la combinación de 30 U/ml de EPO y 15 U/ml de SCF, sobre 

una capa de 0.6% de agar en placas de 24 pozos. Pasados 7 días de incubación, las colonias 

fueron teñidas con una solución que contenía 1% de colorante cristal violeta en 20% de 

metanol, y las colonias fueron contadas. 

 

 

Inhibición de receptores. 

Para inhibir la expresión de EpoR en la membrana celular, las células fueron incubadas con 20 

μM de lovastatina (Sigma-Aldrich), la cual es un inhibidor selectivo de l 3-hidroxy3-metilglutaril 

coenzima A reductasa, por 20 hrs. a 37˚C. La inhibición de la expresión fue evaluada mediante 
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western blotting de extractos de proteína membranal. Para la inhibición transiente de la 

expresión del gen c-Kit, fue usado un siRNA comercial (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA). 

Como control negative, las células fueron transfectadas con “scrambled RNA”. Las células 

fueron preincubadas en medio libre de antibiótico durante 24 hrs. Los siRNAs fueron diluídos 

en medio de transfectio, mezclados con el reactive de transfección e incubados a temperatura 

ambiente por 30 minutos. La mezcla fue puesta en las células e incubada por 7 hrs. a 37˚C. Ell 

medio de cultivo que contenía una doble concentración de SFB y antibióticos fue adicionado sin 

remover la mezcla de transfecctión e incubado por 24 hrs. El medio fue reemplazado con medio 

de cultivo nuevo y suplementado con 10% de SFB y las células fueron sometids al ensayo 48 hrs 

después. La expresión de c-Kit fue evaluada por  western blottin. Para inhibir la fosforilación de 

JAK2, las células fueron incubadas con 10 μM de Tirfostina AG490 (Sigma-Aldrich) diluída en 

etanol por 24 hrs. La vía PI3K fue inhibida mediante la incubación de las células con 100 nM de 

Wortmanina (Sigma-Aldrich) diluída en DMSO por 24 hrs. Para inhibir la cinasa ERK1/2 las 

células fueron incubadas con 20μM de etanolado U0126 (Sigma-Aldrich) diluído en DMSO por 

24 hrs. 

 

 

Aislamiento de células que expresan c-Kit. 

Las columnas y reactivos para este ensayo fueron abastecidos por Miltenyi Biotec (Teterow, 

Germany). Para el aislamiento de células positivas a c-Kit, el kit MicroBead CD117 incluyendo el 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD117 humano conjugado a microperlas paramagnécias 

fue usado de acuerdo a las instrucciónes del proveedor. Suavemente, 1x108 células fueron 

resuspendidas en 300 μl de solución para columna, luego 100 μl of solución bloqueadora “FcR” 

y 100 μl of Micro perlas CD117 fueron agregados; las células fueron incubadas durante 15 

minutos a 4˚C. Posteriormente, lavadas las células, fueron resuspendidas en  500 μl of buffer. 

Las columnas LS fueron colocadas en el magneto y lavadas con 3 ml de buffer, entonces la 

suspensión celular fue depositada dentro de la columna. La columna fue lavada tres veces y las 

células no marcadas salían del flujo y fueron colectadas para su análisis. La columan fue 
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separada del magneto y se adicionaron 5 ml de buffer y las células magnéticamente marcadas 

fueron fluyendo y despegándose de la columna.  

 

 

Análisis estadístico. 

Los resultados son presentados como la media de error estandar  ±  (SEM). Fue usada la prueba 

t para la comparación entre grupos de tratamiento y entre líneas celulares. Los intervalos de 

confianza (CI;95%) y valores P fueron calculados. Las purebas fueron de dos colas y una p<0.05 

fue considerada para indicasr un resultado estadísticamente significativo.  
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R E S U L T A D O S 

Expresión de receptores en cultivos celulares. 

Primeramente se evaluó la presencia de los receptores EpoR y c-Kit en cultivos de células CaLo 

e InBl mediante inmunocitoquímica. Los resultados se muestran en la Fig. 10,  donde es posible 

apreciar que en ambas líneas celulares existe una tinción positiva (color marrón) tanto para el 

receptor de EPO como para el receptor de SCF. 
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Fig. 10. Tinción inmunocitoquímica en los cultivos celulares CaLo e InBl.  En estas células se 

aprecia la tinción marrón citoplásmica que indica la exrpesión de EpoR y c-Kit. Como 
control negativo se incluyeron células que fueron incubadas solamente con el anticuerpo 
secundario. 

 

 

Una vez que se determinó la presencia de los receptores por inmunocitoquímica en las líneas 

celulares en estudio procedimos a analizar la expresión del EpoR y de c-Kit mediante Western 

blot y citometría de flujo utilizando anticuerpos específicos marcados con fluoresceína y 
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rodamina respectivamente, para poder hacer un estudio cuantitativo del porcentaje de células 

que presentan a uno u otro receptor. Los resultados se muestran en la Fig. 11.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Expresión de EpoR y c-Kit en líneas celulares de cáncer cervical. (A) Expresión de EpoR y 

c-Kit analizada en extractos de proteínas membranales de células CaLo e InBl por 

western blot. (B) Expresión de EpoR y c-Kit en la superficie celular de CaLo e InBl 

evaluada por citometría de flujo. 

 

 

El análisis por Western blot demostró la presencia de una banda del peso molecular esperado 

para EpoR (65 kDa) y para c-Kit (145 KDa) en ambas líneas celulares. Dicha banda es similar a la 

detectada en las células K562, que fueron incluidas como un control positivo de la expresión de 

ambos receptores (Fig. 11A). Como puede observarse en la Fig. 11B, el estudio por citometría 

de flujo mostró que  la línea celular CaLo expresa al receptor EpoR en un 56.8% de la población, 

mientras que el receptor c-Kit está presente en un 12.8% de las células. Ahora bien, para la 

línea celular InBl encontramos que el receptor de eritropoyetina se encuentra expresado en el 

85.7% de las células y el receptor c-Kit en el 11.4%. Ahora bien, notamos que la expresión del 

EpoR es diferencial para cada una de las líneas, es decir que la proporción de células que 

expresan este receptor en InBl es mayor comparado con la línea celular no metastásica (CaLo), 
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por otro lado, el receptor c-Kit se encuentra expresado en una proporción semejante en ambas 

líneas celulares. 

 

 Efecto de la EPO en la proliferación celular.  

Dado que se ha observado que la estimulación exógena del EpoR conlleva una respuesta 

proliferativa en la célula, hicimos estudios de viabilidad celular por MTT, para determinar 

indirectamente el potencial proliferativo de las células y encontramos que el estímulo con EPO 

contribuye a la proliferación de cultivos celulares (Figura 12). Podemos observar que la mejor 

respuesta proliferativa se alcanza cuando se adicionan 30U de eritropoyetina. Con ello 

podemos determinar que el receptor EpoR en ambos cultivos es activo al desencadenar una 

respuesta proliferativa. 
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Fig. 12. Efecto de EPO en la proliferación celular. Células CaLo e InBl fureon incubadas con las 

concetraciones indicadas de eritropoyetina recombinante humana (EPO) por 4 días. El 
número de células viables fue determinado por el ensayo colorimétrico de MTT. Los 
valores mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes y las 
barras indican el valor estandar de la media.  * p< 0.05 comparado con las célula sin 
tratamiento. 
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Efecto del SCF en la sobrevida de las células en ausencia de nutrientes. 

Se ha reportado que en cultivos celulares que expresan al receptor c-Kit y carecen de nutrientes 

provenientes de suero fetal bovino, la estimulación con SCF exógeno es suficiente para 

mantener viables los cultivos celulares161, por ello, medimos la viabilidad de los cultivos 

depletándolos de suero y manteniéndolos en incubación por períodos de tiempo largos (14 

días), observamos que tanto las células CaLo como las InBl fueron incapaces de proliferar en 

ausencia de los nutrientes aportados por el suero fetal bovino. Por otra parte, las células CaLo 

mostraron mayor viabilidad en presencia de SCF comparada con lo observado en el cultivo sin 

SCF a los 14 días (Fig. 13A). En el caso de las células InBl, la presencia de SCF no solo ayudó a 

mantener la viabilidad celular en ausencia de suero, sino que además indujo la proliferación del 

cultivo a los 7 y 14 días (Fig. 13B).  

 

 

 

Fig. 13. Efecto del SCF en la sobrevida celular. Células CaLo (A) e InBl (B) fueron cultivadas en 

ausencia de suero fetal bovino (S/SFB), sin suero y con 30 U de SCF (S/SFB + SCF), o en 

presencia de 2% SFB (2% SFB) como control positivo por 14 días. El número de células 

viables fue evaluado por el ensayo de MTT a los tiempos indicados. Los valores 

mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes y las barras 

indican el valor estandar de la media.  * p< 0.05 comparado con las célula sin 

tratamiento. 
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Con estos resultados determinamos que el receptor c-Kit tiene actividad protectora ante la 

muerte por ausencia de nutrientes, con lo que podemos inferir que el receptor es activo en 

nuestros cultivos celulares. 

Los resultados hasta ahora presentados corroboran que los receptores EpoR y c-Kit presentes 

en las células son funcionales al ser estimulados con sus respectivos ligandos (EPO y SCF). 

 

 

Efecto de la EPO y el SCF en la migración de células CaLo e InBl. 

Una vez analizada la funcionalidad de los receptores en nuestros cultivos procedimos a evaluar 

la capacidad migratoria de las células CaLo e InBl mediada por los receptores EpoR y c-Kit al ser 

estimulados con sus respectivos ligandos: EPO y SCF.  

En todos los ensayos de migración se utilizaron 5 x 104 células y el periodo de incubación con el 

estímulo fue de 24 hrs. Los resultados son expresados en porcentaje de migración. 

Por un lado, se estimularon las células con EPO y SCF con 5, 10, 20 y 30 unidades 

respectivamente. Los resultados se muestran en la Fig. 14.  En ella podemos apreciar que la 

migración es inducida por ambos estímulos. 

En las células CaLo, EPO y SCF inducen de manera similar la migración, incrementando 

significativamente el promedio de células que migran en un 20%. Por otro lado, en las células 

InBl podemos apreciar que la EPO induce un incremento significativo en la migración desde 5U 

(p <0.05). Sin embargo, el mayor incremento inducido por EPO es del 30%. En contraste,  el SCF, 

indujo un incremento en la migración del 40% al usar 5U (p<0.005). Cabe mencionar que 10, 20 

y 30 U de SCF también produjeron un aumento significativo en la migración (p<0.05).  
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Fig. 14. Migración celular inducida por EPO y SCF. Células CaLo (A) e InBl (B) fueron sembradas 

en cámaras de Boyden. La migración inducida por suero fetal bovino (C+), o las 

concentraciones indicadas de EPO y SCF fue evaluada a las 24 hrs. C- .- células sin suero 

fetal bovino.  Los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos 

independientes y las barras indican el valor estandar de la media.  * p < 0.05 comparado 

con las célula sin tratamiento. 

 

 

Estos resultados sugieren fuertemente que la activación de los receptores EpoR y c-Kit tiene 

una participación en el evento de migración celular.  

Se ha demostrado que la estimulación de ambos receptores puede tener un efecto sinérgico en 

la proliferación 175, por lo que se realizaron los mismos ensayos de migración estimulando con 

los ligandos de EpoR y c-Kit pero en esta ocasión adicionados en conjunto. 

Se adicionaron tres diferentes combinaciones de los estímulos EPO/SCF para cada línea celular 

y se analizó el porcentaje de células migratorias a las 24 hrs. de incubación. Los resultados se 

muestran en la Fig. 15. 
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Fig. 15. Migración celular inducida por la coestimulación de EPO y SCF. Células CaLo (A) y 

células InBl (B) fueron coestimuladas con las concentraciones indicadas de EPO y 

SCR (EPO/SCF) en  cámaras de Boyden durante 24 hrs. Medio libre de suero (-) y 

medio suplementado con 10% de suero fetal bovino (+) fueron incluidos como 

control negativo y positivo respectivamente. Los valores mostrados representan el 

promedio de tres experimentos independientes y las barras indican el valor estandar de 

la media.  * p < 0.05 comparado con las célula sin tratamiento. 

 

 

En la Fig. 15 se puede apreciar que las diferentes combinaciones de Epo y SCF inducen la 

capacidad migratoria de las células siendo más efectiva la combinación de 10U de EPO con 20U 

de SCF. Para la línea celular CaLo dicha combinación provoca un incremento migratorio del 

44.95% (p <0.05), mientras que para las células InBl esta misma combinación induce un 

incremento del 58.15% (p < 0.005), con respecto al control negativo sin suero, incluso las 

células rebasan la capacidad migratoria inducida por el control positivo (SFB). 

Estos resultados muestran que las células CaLo e InBl responden de manera diferente al ser 

estimulados sus receptores EpoR y c-Kit, y que las células InBl tienen mayor capacidad de 

migrar al ser estimuladas con EPO y SCF. 
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Efecto de EPO y SCF en la capacidad clonogénica. 

Una de las características que deben tener las células para poder generar metástasis es su 

capacidad de formar colonias en condiciones adversas. Por lo anterior, decidimos evaluar el 

efecto de EPO y SCF en la formación de colonias, montamos un ensayo de clonogenicidad en 

medio de cultivo semisólido y adicionamos los ligandos de los receptores EpoR y c-Kit para 

observar la formación de colonias. Como puede apreciarse en la Fig. 16, el tratamiento con EPO 

no fue capaz de inducir la formación de colonias en ninguna de las líneas celulares. Por otro 

lado, el estímulo con SCF indujo la formación de 9 colonias en la línea celular CaLo y 110 

colonias para la línea celular InBl. Sin embargo, como se muestra en la Fig. 17, la combinación 

de EPO y SCF provocó la formación de 19 colonias de células CaLo y de 652 colonias de células 

InBl.  

  

 

Fig. 16.  Ensayo de clonogenicidad. 500 células CaLo e InBl fueron sembradas en medio 

de cultivo semi-sólido en ausencia (-) o presencia de 30 U de EPO, 15 U de SCF, 

o una combinación de ambos (EPO/SCF). Las colonias formadas después de 3 

días se observan en esta fotografía representativa. 
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Este dato es relevante ya que este cultivo proviene de células metastásicas, lo cual podría 

indicar que la presencia de ambos receptores son importantes para que las células puedan 

implantarse en algún tejido distante. 
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Fig. 17. Gráfica de clonogenicidad. 500 células CaLo e InBl fueron sembradas en medio de cultivo 

semi-sólido en ausencia (-) o presencia de 30 U de Epo, 15 U de SCF, o una combinación 

de ambos (EPO/SCF). Las colonias formadas después de 3 días fueron contadas usando 

un estereoscopio. Los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos 

independientes y las barras indican el valor estandar de la media.  * p < 0.05 comparado 

con las células sin tratamiento.   

 

 

 

Selección positiva de células que expresan c-Kit. 

Las células InBl positivas al receptor c-Kit fueron separadas por selección positiva en columnas 

magnéticas y se colectaron tanto las fracciones negativas como positivas. Posteriormente se 

realizó un marcaje directo con anticuerpos que reconocen a los receptores acoplados a un 

fluorocromo y se pasaron por el clitómetro para conocer la eficiencia en la separación. Los 

resultados obtenidos son mostrados en la Fig. 18. Al analizar la fracción celular obtenida como 

*** 
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c-Kit- y teñir contra c-Kit apreciamos que solo un pequeño porcentaje de la población (5.28%) 

eran positivas al receptor.  

 
 

 

                 Intensidad de Fluorescencia 

 

Fig. 18.  Separación de células InBl. Las células InBl que expresan el receptor c-Kit (c-Kit 
+
) 

fueron separadas usando un anticuerpo anti-CD117 conjugado a microperlas 

paramagnéticas. Las células negativas a la expresión del receptor fueron también 

colectadas  (c-Kit 
–
). La pureza de las poblaciones separadas fue corroborada mediante 

citometría de flujo. Se incluyó una prueba utilizando un control de isotipo).   

 

 

Una vez obtenidas las dos poblaciones (positivas o negativas a la expresión de c-Kit) procedimos 

a realizar ensayos de migración celular a realizar ensayos de migración con ambas fracciones en 

la línea celular InBl. El resultado obtenido se muestra en la Fig. 19. En ella se puede apreciar 

que las células c-Kit+ al ser estimuladas con SCF se incrementa el potencial migratorio en un 
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71.81% y al usar los estímulos combinados el incremento es del 115.27% con respecto al 

control negativo. 
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Fig. 19. Células InBl aisladas que expresan c-Kit (c-Kit+) o no expresan (c-Kit-) fueron 

probadas en un ensayo de migración en presencia de EPO (10 U/ml),  o una 

combinación de EPO y SCF  (EPO/SCF 10/20 U/ml).. Como control negativo fue 

usado medio de cultivo libre de suero fetal bovino (C-). Medio suplementado 

con 10% de suero fetal bovino fue usado como control positivo (C+). Los valores 

mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes y las barras 

indican el valor estandar de la media.  * p < 0.05 comparado con las célula sin 

tratamiento. 

 

 

Análisis de las vías de señalización involucradas en la migración celular. 

Nuestras observaciones sugieren que SCF, EPO y EPO/SCF inducen la migración en células de 

cáncer cervical. La unión de SCF soluble a c-Kit y de EPO a su receptor (EpoR) activa tres 

principales vìas de señalización. Entonces, en un intento por comprobar la participación de cada 

cascada en la migración, las células fueron preincubadas con Tirfostin AG490, Wortamanina y 

U0126 etanolato para inhibir JAK2, PI3K y ERK1/2 respectivamente y posteriormente se hizo un 

ensayo de migración. Como esperábamos, en la Fig. 20 podemos ver que la migración inducida 

por EPO SCF y la combinación de estos, fue significativamente reducida cuando se inihibió  la 

fosforilación de JAK2. Contrariamente, la inhibición de PI3K resultó modestamente 

decrementada para la migración celular. En contraste, la migración inducida por estos 

** 

* 
* 
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estímulos fue en células inhibidas en la vía ERK1/ERK2 fue rescindida. Esta observación sugiere 

fuertemente que la migración es regulada por la señalización mediada por JAK2 y la vía 

MAPK/ERK.  

 

Fig. 20. Efecto de la inhibición de diferentes vís de señalización en la migración inducida por 
EPO/SCF. Para inhibir la fosforilación de JAK2, las células InBl fueron preincubadas con 
10 μM de Tirfostina AG490 diluída enn etanol por 24 hrs. La vía PI3K fue inhibida 
preincubando ls células con 100 nM de Wortmanina diluída en DMSO por 24 hrs. Para 
inhibir las cinasas ERK1/2 las células fueron preincubadas con 20 μM de U9126 etanolate 
diluído en DMSO por 24 hrs. La migración inducida por EPO (10 U/ml), SCF (20U/ml) o 
una combinación de EPO y SCF fue entonces evaluda por ensayos en cámara de Boyden. 
Todos los valores reportados representan el promedio de tres experimentos 
independientes y las barras de error indican el valor estandar de la media.  * p < 0.05 
comparando las células preicuabdas con los inhibidores indicados contra las células no 
tratadas.  

 

Para corroborar la activación de estas vías de señalización, evaluamos la fosforilación de STAT5 

y ERK1/2 mediada por la estimulación con EPO, SCF y EPO/SCF a diferentes tiempo. Como se 

muestra en la Fig. 21, la activación de STAT5 fue evidente solamente un minutos después de la 

estimulación con EPO, mostrando su fosforilación máxima al minuto 30. La estimulación con 

SCF indujo una rápida activación de STAT5, presentanto su máximo al minuto 1 posterior a la 

estimulación y disminuyendo al minuto 30. La estimulación de STAT fue solamente detectada al 

minuto 3, 5 y 10 post-tratamiento con la combinación de EPO/SCF. Diferente a la fosforilación 

de STAT5, la fosforilación de ERK1/2 fue débilmente inducida por EPO. Ahora bien, SCF y la 

combinación de EPO/SCF promovió una fuerte fosforilación de ERK1/2 desde 1 minuto después 

del tratamiento. Notablemente, la activación de ERK1/2 persiste en altos niveles hasta una hora 

después del tratamiento. 
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Fig. 21. Análisis de Western blot de la activación de STAT5 y ERK1/2 en respuesta a la 

estimulación con EPO, SCF y EPO/SCF. Las células InBl fueron incubadas con EPO 

(10U/ml, SCF (20 U/ml) o EPO/SCR (10/20 U/ml). Los aislados de proteínas (30 μg) 

fueron analizados por SDS-PAGE 10%. Las proteínas específicas fueron detectadas 

usando anticuerpos para STAT5, pSTAT5, ERK1/2 and pERK1/2. La detección de GAPDH 

fue incluida como contro. Un blot representativo de experimentos por triplicado es 

presentado.  
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D I S C U S I Ó N 

 

Hoy en día se tienen claras evidencias que demuestran que la EPO contribuye a la proliferación 

de células de diferentes tipos tumorales, como son el carcinoma de células renales 178, el 

melanoma 179, los carcinomas de cabeza y cuello 180 y el cáncer de próstata 181. Adicionalmente, 

nosotros hemos demostrado que la EPO promueve la proliferación de tres diferentes líneas 

celulares derivadas de tumores cervicales 177. En el presente estudio, observamos que la EPO 

estimula la proliferación en dos líneas celulares más de cáncer cervical. Estas observaciones 

sugieren que la proliferación inducida por la EPO es un fenómeno  común en éste tipo de 

cáncer.  

 

Por otro lado, la expresión del receptor c-Kit ha sido identificada en tejido proveniente de 

tumores cervicales y en líneas celulares 182. En este estudio, hemos detectado la expresión de c-

Kit en dos líneas celulares derivadas de cáncer cérvico-uterino. Sin embargo, los estudios de 

citometría de flujo indican que solo una pequeña proporción  (< 13%)  de las células expresan c-

Kit en su membrana. A pesar de esto, es interesante observar que a pesar del pequeño número 

de células que expresan c-Kit, la administración de SCF indujo la sobrevivencia de las células 

cuando éstas fueron cultivadas en ausencia de SFB. La activación del eje SCF/c-Kit es crucial 

para la sobrevivencia de varios tipos celulares, incluyendo las células hematopoyéticas 183, las 

células troncales embionarias 185 y las células de cáncer ovárico 186. Esta observación indica que 

la activación del receptor c-Kit en células de cáncer cervical contribuye a la sobreviencia de las 

células cuando son expuestas a condiciones desfavorables. 

 

Con la finalidad de estudiar más de cerca el potencial de la EPO y el SCF de estimular el 

crecimiento de las células de cáncer cervical, desarrollamos un estudio de crecimiento 

independiente al anclaje. Los resultados obtenidos demostraron que la administración 

individual de EPO o SCF indujeron la formación de un número muy limitado de colonias. Sin 

embargo, la combinación de EPO y SCF produjo un incremento significativo del número de 

colonias, particularmente de células InBl. En un estudio previo, se había demostrado que el SCF 
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es capaz de incrementar el potencial de formación de colonias  de células derivadas de un 

carcinoma de colon 156, y que la EPO aumenta el número de colonias en una línea celular de 

cáncer de mama modificada que expresa c-Kit 187. Sin embargo, el efecto coordinado de EPO y 

SCF sobre el potencial de formar colonias de células tumorales no había sido descrito con 

anterioridad. Es importante mencionar que el crecimiento independiente al anclaje está 

directamente asociado con el potencial metastásico, pero la migración es considerada como el 

primer paso en la formación de metástasis. 

 

Es digno de mención que en este trabajo se demostró que tanto la EPO como el SCF 

administrados individualmente son capaces de inducir la migración de células de cáncer 

cervical. Pero este fenómeno se magnifica cuando son administradas en combinación. Estos 

resultados son consistentes con un estudio previo en el que se demostró que la EPO induce la 

migración de células HeLa, actuando como un quimioatrayente bajo condiciones libres de SFB 

163. De manera similar, se ha reportado que el SCF puede inducir la migración de células de 

carcinoma de colon 156. El efecto combinado de EPO y SCF sobre la migración celular no había 

sido investigado antes. 

 

Los resultados reportados aquí sugieren fuertemente que  EPO y SCF tienen un efecto 

cooperativo en células de cáncer cervical. El efecto coordinado de dichas citocinas se había 

observado durante la generación de eritroblastos y unidades formadoras de colonias eritroides, 

donde se observó que c-Kit podía fosforilar residuos de tirosina del EpoR interactuando  con la 

región de la caja extendida 2 del receptor 188. Adicionalmente, se ha observado que existen 

interacciones sinergísticas entre la EPO y el SCF, debido a un fenómeno de co-señalización. El 

EpoR y c-Kit comparten tres vías de señalización básicas, JAK/STAT, PI3K/AKT y  MAPK/ERK. En 

el presente estudio, se identificó que la inhibición de JAK2 eliminó la migración inducida por 

una combianción de EPO ySCF. En este contexto, Hong et al 176, reportaron que el sitio de unión 

a JAK2 en el EpoR es eseencial para la co-señalización con el receptor de c-Kit. Más aún, se ha 

demostrado que c-Kit activa de manera cruzada el eje JAK2/STAT5 para promover la 

hematopoyesis 189. 
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En este estudio se observó la activación de STAT5, sin embargo no hubo diferencia en el nivel 

de fosforilación de STAT5 cuando las células fueron incubadas con alguna de las citocinas 

individuales, o bien en combinación. Esta observación parece indicar que el sistema JAK2/STAT5 

es un sistema común y crucial para la promoción de la migración de células de cáncer cervical 

como respuesta a la EPO, al SCF o a ambos. De manera similar, la obstrucción de la vía 

MAPK/ERK utilizando U0126 etanolato, un inhibidor específico de las moléculas ERK1/2, eliminó 

la migración inducida tanto por EPO, SCF, como por la combinación de ambos. De manera 

similar, un reporte anterior mostró que la EPO inducía la migración de células HeLa, y que este 

efecto es dependiente de la actividad de la vía de las cinasas MAP 163. Los mismos autores 

reportaron que la activación de esta vía de señalización es, a su vez, dependiente de la 

actividad de JAK2. 

 

En este estudio, se demostró que la co-administración de EPO y SCF incrementan 

significativamente la migración de las células InBl, las cuales tienen una mayor proporción de 

células que expresan c-Kit. Se sabe que el SCF y la EPO inducen la activación continua de ERK1 / 

2 en células eritroides de manera sinergística 190. En nuestro caso, la co-estimulación con SCF y 

EPO produjo una activación sostenida de ERK 1/ 2 en las células InBl. En contraste, el 

tratamiento con EPO solo provocó una activación modesta y transitoria de estas cinasas. Estos 

resultados indican que la co-estimulación de la migración de las células InBl con EPO y SCF es 

regulada por la vía de señalización JAK/STAT5 en coordinación con la activación sostenida de 

ERK 1 / 2. 

 

En resumen, con este trabajo se ha demostrado que la co-estimulación de células de cáncer 

cervical con EPO y SCF promueve la migración y el crecimiento celular independiente al anclaje, 

el efecto obtenido es superior a aquel producido por cada una de las citocinas por separado. 

Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que la co-estimulación de los receptores EpoR y 

c-Kit converge en la activación de la vía JAK2/STAT5, y que esta cascada de señalización es un 

importante regulador de la migración celular. Es importante notar que la estimulación con SCF 
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solo o en combinación con EPO, indujo la activación sostenida de ERK 1 /2, y que la inhibición 

de estas cinasas resultó en la eliminación de la migración.  

 

La metástasis es un fenómeno complejo, y los resultados reportados en este trabajo proveen 

mayor conocimiento acerca de cómo la co-señalización desde diferentes receptores puede 

inducir la migración, y sugieren que la migración podría estar regulada por varias vías de 

señalización. Por lo tanto, es importante que estudios futuros investiguen múltiples cascadas 

regulatorias que participen coordinadamente en la migración, esto facilitará el desarrollo de 

acercamientos terpéuticos más eficaces para combatir el cáncer. 
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C O N C L U S I O N E S 

 

 Las células CaLo e InBl expresan a los receptores de eritropoyetina y stem cell factor. 

 

 Las células en cultivo al ser estimuladas con eritropoyetina recombinante humana 

aumentan su capacidad proliferativa, corroborando con ello la funcionalidad del 

receptor EpoR. Asimismo, el estímulo con stem cell factor impactó positivamente en la 

capacidad de sobrevivencia de los cultivos celulares, indicando que el receptor c-Kit 

expresado en los cultivos era funcional. 

 

 La migración celular inducida por estos ligandos (EPO y SCF) es observada cuando estos 

son adicionados de manera independiente, pero este potencial se exacerba cuando son 

usados en combinación. 

 

 La formación de colonias en estos cultivos se vió claramente influenciada por el 

estímulo conferido por SCF. 

 

 Las células metastásicas que expresan al receptor c-Kit tienen mayor capacidad 

migratoria que aquellas que no lo tienen. 

 

 Las vías de señalización que median la respuesta migratoria son JAK2/STAT5 y 

MAPK/ERK.  
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P E R S P E C T I V A S 

 

 

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento sobre el desarrollo de metástasis en  

cáncer cérvico uterino. Por un lado, el uso de algunos fármacos utilizados como terapia básica 

para contrarestar la anemia como  es el caso de la eritropoyetina podrían conferir estímulo 

migratorio en las pacientes diagnosticadas con este padecimiento, sin embargo, seria necesario 

corroborar el efecto migratorio de eritropoyetina cuando es usada en combinación con 

quimioterapia en biopsias de cérvix. Por otro lado, con estos resultados vemos que existe un 

fuerte potencial para el desarrollo de metástasis cuando el receptor c-Kit es estimulado, en este 

contexto, existe una familia de inhibidores de receptores cinasa de tirosina (como es el caso de 

c-Kit) que comenzaron a desarrollarse desde finales de los años noventa y a partir de estos se 

han generado inhibidores con diferentes blancos de este tipo de receptores, por lo cual podrían 

evaluarse estos fármacos en muestras de pacientes en diferentes estadios de cáncer cérvico 

uterino, con la finalidad de implementar una terapia de rescate para evitar el desarrollo de 

metástasis para este tipo de cáncer.  
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P A L A B R A S    C L A V E 

 

 

EPO  Eritropoyetina (ligando de EpoR). 

SCF  Stem Cell Factor (ligando de c-Kit). 

EpoR  Receptor de eritropoyetina. 

c-Kit   Receptor de stem cell factor. 

CaLo Línea celular de carcinoma cervical epidermoide de células 

grandes no keratinizadas (NO METASTÁSICAS). 

InBl  Lìnea celular de carcinoma cervical epidermoide de células 

grandes no keratinizadas (METASTÁSICAS). 

rHuEPO Eritropoyetina Recombinante Humana. 
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