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Resumen 

El cáncer de próstata (CaP) es una patología importante en la salud pública y tiene alto impacto a 

nivel mundial. Este tipo de cáncer tiene alta tasa de mortalidad principalmente por la formación 

de metástasis y  la resistencia a quimiofármacos, sin embargo los mecanismos moléculares por 

los cuales se dan dichos procesos han sido poco caracterizados.  

Uno de los principales sitios de metastais del CaP es el hueso, en este sitio se expresa el receptor 

c-kit y su ligando el Stem Cell Factor (SCF), los cuales promueven la supervivencia, proliferación y 

migración de las células. Dichas moléculas cobran relevancia ya que se ha observado su presencia 

en distintos tipos tumorales y se ha demostrado su participación an la formación, crecimiento, 

invasión a otros tejidos y resistencia a quimiofármacos como el Cisplatino. En el CaP hay evidencia 

de niveles elevados del receptor y su ligando en etapas avanzadas, aunque su participación en la 

progresión del cáncer sigue siendo controversial. En nuestro laboratorio, previamente se observó 

que SCF/c-kit se expresan en las líneas células de metástasis de cáncer de próstata PC3 

(metástasis osea) y DU145 (metástasis cerebral), promueven la proliferación y tiene un efecto 

protector contra la muerte inducida por la falta de nutrientes. 

En este trabajo, el objetivo principal fue profundizar en las observaciones ya realizadas del SCF/c-

kit en células DU145, para esto se corroboró la expresión de c-kit por Western-blot, se evaluó la 

capacidad proliferativa y de formación de colonias a través de cultivos en 3D; la capacidad invasiva 

se determinó mediante un modelo in vitro de cámara de Boyden recubierta con Matriz 

extracelular, usando al SCF como quimioatrayente. También se evaluó el efecto del SCF ante la 

administración de Cisplatino, posteriormente se usó Imatinib (inhibidor del receptor c-kit) en 

conjunto con el Cisplatino. Por último para elucidar un posible mecanismo de señalización se 

realizó la estimulación de las células con SCF a distintos tiempos y por medio de Western-blot se 

observó los niveles de expresión de moléculas clave de las vías activadas después de la unión de 

SCF/c-kit. 

Como resultados obtuvimos el aumento de la formación de colonias al ser estimuladas con SCF y 

no se observó un efecto significativo en la capacidad invasiva. Tambien se demostró que el SCF 

tiene un efecto protector ante la citotoxicidad por cisplatino, mientras que la administración 

conjunta de Cisplatino con Imatinib no tiene un efecto sinérgico. Por ultimo, se observó que la 

SCF/c-kit induce la activación de la vía que promueve la sobrevivencia, proliferación y resistencia 

a Cisplatino. 

Los resultados obtenidos sugieren que SCF/c-kit probablemete no tienen participación en la 

capacidad invasiva y por consiguiente en la formación de metástasis pero si tiene efecto en la 

resistencia a Cisplatino.  
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Antecedentes 

Cáncer de próstata 

El cáncer de próstata (CaP) es un tumor maligno en la glándula prostática, en sus etapas iniciales 

no presenta síntomas específicos. Es la segunda neoplasia maligna más común y la cuarta causa 

de muerte por cáncer en hombres a nivel mundial. Más del 65% de todos los  casos de CaP se 

diagnostican en hombres mayores de 65 años. La incidencia difiere entre países debido a la 

cobertura de la detección del antígeno prostático específico (PSA). Con y sin la prueba de PSA el 

cáncer de próstata es la causa de 1-2% de las muertes de los hombres (Cancer Research UK, 2011; 

GLOBOCAN 2018, Figura 1).  

 

Figura 1. A) Estadística de incidencia de los 10 principales tipos de cáncer en hombres a nivel mundial. B) Gráfica de 

mortalidad de cáncer en varones en el mundo, el cáncer de próstata ocupa el segundo lugar en incidencia a nivel 

mundial mientras que el quinto en mortalidad. (NHL “Non-Hodgking lymphoma)(GLOBOCAN 2018). 

En México, el CaP es la segunda causa de muerte por cáncer de órganos genitales masculinos, se 

le atribuye entre el 12.0 y 12.5 % de muertes en el periodo 2011-2016. El CaP, como parte del 

cáncer de órganos genitales en hombres, es una de las neoplasias malignas más comunes en 

varones de edad avanzada y es raramente diagnosticada en hombres con menos de 40 años 

(INEGI, 2018). 
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Aunque, se desconocen mucho de los factores de riesgo de CaP, se han identificado algunos, tales 

como aumento de la edad, origen étnico y hereditario. De hecho, este último duplica el riesgo de 

desarrollar CaP, si dos o más familiares de primer grado se encuentran afectados, el riesgo 

aumenta entre 5 y 11 veces (Steinberg et al. 1990; Gronberg et al., 1996). Una pequeña 

subpoblación de pacientes con CaP (aproximadamente el 9 %) presenta un auténtico CaP 

hereditario. Éste se define cuando tres o más familiares afectados o al menos dos familiares con 

enfermedad de comienzo precoz, es decir, antes de los 55 años (Carter et al., 1992). Los pacientes 

con CaP hereditario suelen tener un comienzo 6-7 años antes que los casos espontáneos, pero no 

difieren en otros sentidos (Bratt, 2002; Quinn y Babb, 2002). 

Los principales instrumentos de diagnóstico para obtener indicios de CaP son el tacto rectal (TR), 

la concentración sérica de PSA y la ecografía transrectal (ETR). El diagnóstico definitivo se basa en 

la presencia de adenocarcinoma en muestras de biopsia de próstata o piezas quirúrgicas. El 

examen histopatológico también permite la gradación y determinación de la extensión del tumor. 

La determinación de la concentración de PSA ha revolucionado el diagnóstico del CaP (Thompson 

et al., 2004). El PSA es una proteasa de residuos de serina afín a la calicreína que producen casi 

exclusivamente las células epiteliales de la próstata. A efectos prácticos, tiene especificidad de 

órgano, pero no es un indicador de cáncer. Por tanto, las concentraciones séricas pueden 

aumentar en presencia de hipertrofia benigna de próstata (HBP), prostatitis y otras enfermedades 

no malignas. El valor de PSA como variable independiente es un mejor factor predictivo de cáncer 

que los hallazgos sospechosos en el TR o la ETR (Catalona et al., 1994; Thompson et al., 2004). 
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Para la clasificación del grado de avance del CaP, el Comité Mixto Americano sobre el Cáncer 

(AJCC por sus siglas en inglés, American Joint Committee on Cancer) y la Unión Internacional 

Contra el Cáncer adoptaron un sistema basado en el tamaño de tumor (T), diseminación a los 

nódulos linfáticos (N) y formación de metástasis (M), TMN. La clasificación T, tiene subcategorías 

que se incluyen a la prueba de PSA para complementar el diagnóstico y el pronóstico del paciente 

con CaP. En 2010, el AJCC ha actualizado la clasificación TNM para el cáncer de próstata. 

Figura 2. Esquema de los estadios de avance del CaP. Se observa como a medida que la etapa avanza, las células 

tumorales abandonan su sitio de origen para invadir tejidos adyacentes y finalmente el cáncer se establece en órganos 

lejanos a la próstata (Modificado de Edge et al., 2010). 

 

En los estadios I, II y III el cáncer está presente  pero no se ha extendido a otros órganos, el tamaño 

del tumor correlaciona directamente con el valor numérico del estadio y valores altos indican que 

es posible que se haya extendido a tejidos cercanos. En el estadio IV el cáncer se ha diseminado 
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a partes distantes del cuerpo, es decir, ya hay formación de metástasis (Edge et al., 2010) (Figura 

2).  

En la tabla 1, se describe de manera breve el tratamiento del CaP dependiendo de su estadio. 

Tabla 1. Esquema terapéutico para CaP. 

Estadio TMN Opciones de tratamiento 

Estadio I  Observación o vigilancia activa 

Prostetectomía radical 

Radioterapia de haz externo (ERBT) 

Implantación intersticial de radioisótopos 

Estadio II 

 

 

Estadio III 

Prostetectomía radical 

ERBT con o sin hormonaterapia 

Implantación intersticial de radioisótopos 

Hormonaterapia: Orquiectomía o agonistas de la hormona liberadora de la 

hormona luteinizante (LHRH) 

ERBT con o sin hormonaterapia 

Observación o vigilancia activa 

Estadio IV  Hormonaterapia 

Biofosfonatos 

ERBT con o sin hormonaterapia 

Radioterapia paliativa 

Cirugía paliativa con la resección transuretral de la próstata 

Observación o vigilancia activa 

CaP 

recurrente 

Hormonaterapia 

Quimioterapia para CaP resistente a hormonaterapia 

Inmunoterapia 

Radiofármacos/ emisión de radiación alfa 

 

El tratamiento está basado en una serie de estadios clínicos. Estos estadios comienzan con la 

enfermedad localizada, seguida del aumento en los niveles de PSA y un estado metastásico. 

Finalmente los estadios resistentes a la castración (CaPRC) son los más letales.  

Las principales opciones para su tratamiento en etapas tempranas son la radioterepia localizada 

(ERBT), protectomia radical, posteriormente se da una terapia anti-androgénica. La 

hormonoterapia está indicada en el CaP avanzado con fines paliativos. El objetivo es bloquear la 

síntesis de andrógenos a nivel testicular mediante la castración quirúrgica (orquiectomía) o 

farmacológica con análogos de la hormona liberadora de gonadotropina (LHRH). No existen 
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diferencias en la efectividad de ambos métodos, ni entre los 4 análogos de la LHRH 

comercializados (goserelina, triptorelina, buserelina y leuprorelina).  

Sin embargo en etapas avanzadas es frecuente que haya resistencia a la terapia hormonal por lo 

tanto se opta por la quimioterapia. Los quimiofármacos por elección son cisplatino (o 

carboplatino), Docetaxol, 5-Fluorouracilo, Mitomicina C y Mitoxantrona con una respuesta 

limitada que oscila entreel 10-20% (Heidenreich, et al., 2010). 

Metástasis y resistencia a quimiofármacos. 

 

Mientras que la cirugía y la terapia adyuvante pueden curar y confinar los tumores primarios del 

cáncer de próstata, la enfermedad metastásica es, en gran medida, incurable debido a su 

naturaleza sistémica y a la resistencia a las terapias existentes de las células del tumor 

diseminado. Esto explica por qué más del 90% de la mortalidad por cáncer se atribuye a la 

metástasis y no a los tumores primarios de donde surgen estas lesiones malignas (Gupta y 

Massagué, 2006; Steeg, 2006). En el caso de CaP, con frecuencia se disemina a los ganglios 

linfáticos y después al hueso (90%), aunque también puede darse a pulmón (46%), hígado (25%) 

y cerebro (2%) (Bubendorf et al., 2000). 

La metástasis representa el producto final de un proceso celular complejo, implica la difusión de 

células de cáncer desde su sitio  de origen hacia órganos anatómicamente distantes y su posterior 

adaptación al microambientes del tejido extraño (Scott y Weinberg, 2011). 

Los pasos de la cascada de invasión se muestran en la figura 3 y se describen a continuación: 

1) Invasión local a través de la matriz extracelular (MEC) y la capa de células estromales. Algunas 

células se desprenden del tumor primario e invaden el tejido sano adyacente. Durante este 

proceso se secretan enzimas líticas que degradan la MEC y facilitan la migración.  

2) Intravasación dentro del lumen de los vasos sanguíneos. La intrusión de las células cancerosas 

en los vasos sanguíneos y linfáticos, seguida de su unión a las células endoteliales a través de 

moléculas de adhesión, las células neoplásicas secretan enzimas proteolíticas que les permiten 

infiltrarse en los vasos sanguíneos. 
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3) Circulación. Las células se desplazan a través del torrente sanguíneo o linfático y tienen que 

resistir las condiciones presentes en la sangre. Debido a la toxicidad del medio sanguíneo, por la 

alta concentración de oxígeno y a la presencia de linfocitos citotóxicos, aquí se lleva a cabo una 

selección de células tumorales particularmente resistentes y agresivas. 

4) Extravasación en el parénquima de tejidos distantes. Las células a menudo se atascan en los 

capilares de un órgano y salen de la corriente de la sangre al penetrar el endotelio a través de la 

proliferación y/o enzimas proteolíticas. 

5) Colonización, proliferación y angiogénesis. Las células neoplásicas se establecen en un sitio del 

tejido distante y da origen a un tumor secundario. Este último prolifera e induce la 

neoangiogénesis con el fin de asegurar suficiente vascularización (Fidler, 2003). 

 

Figura 3. Principales pasos de la formación de metástasis. Durante la progresión metastásica, las células tumorales 

salen de sus sitios primarios de crecimiento (invasión local, intravasación),  translocación sistémica (supervivencia en 

la circulación, , extravasación), y se adaptan para sobrevivir y prosperar en los microambientes de tejidos distantes 

(formación de micrometástasis, la colonización metastásica) (Modificado de Fidler, 2003). 
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Otro punto importante por el cual el CaP presenta una alta tasa de mortalidad la resistencia 

a la quimioterapia. 

Como se mencionó anteriormente uno de los fármacos utilizados comúnmente para el 

tratamiento de CaP es el cisplatino, también conocido como cis-diaminodicloroplatino o 

CDDP, es un fármaco a base de platino. Tiene numerosas propiedades, que incluyen actividad 

anticancerígena de amplio espectro y efectos curativos, que lo hacen útil para el tratamiento 

clínico de diversos tipos de tumores (Natile y Colucci, 2001). Sin embargo, su uso está 

asociado con varios efectos secundarios, que sirven para limitar las dosis que se pueden 

administrar, principalmente debido a la nefrotoxicidad (Miller et al., 2010). Aun así, se 

mantiene en uso como un agente quimioterapéutico estándar para el tratamiento de 

numerosos tipos de cáncer, incluido el cáncer de ovario, cervical, entre otros (Florea y 

Büsselbe, 2011; Gumulec et al., 2014; Rose et al., 2012; Stordal et al., 2012; Chen et al., 2016). 

Algunos tumores presentan resistencia a este fármaco, esta resistencia se puede adquirir en 

el curso del tratamiento, como sucede en los tumores de ovario o los tumores de células 

germinales, o presentarse de forma intrínseca desde el inicio del tratamiento, como sucede 

en el cáncer colorectal, próstata, pulmón o mama (Kelland, 2007). 

El CDDP se caracteriza por ser un complejo neutro, es decir no tiene la capacidad de 

reaccionar, por lo que se dirige a la zona donde se localiza el tumor sin sufrir previa reducción, 

una vez administrado, parte de su concentración entra al interior de la célula a través de 

distintos transportadores, llegando al núcleo, dónde ejercerá su acción citotóxica. En el 

núcleo, por hidratación de una de las dos moléculas de cloro, ésta se une de manera covalente 

al ADN generando complejos ADN-proteína y ADN-ADN, ya sea en la misma cadena o entre 

cadenas distintas de material genético. Esto activa inmediatamente varias rutas de 

señalización intracelular con el objetivo de reconocer el daño en el DNA, reparar el daño 

causado mediante la detención del ciclo celular o iniciar programas de apoptosis por la vía 

mitocondrial. Las lesiones en el ADN inducidas por platino generan distorsiones, que pueden 

ser reconocidas por múltiples mecanismos de reparación. Entre todos ellos, la reparación por 

excisción de nucleótidos (NER, por sus siglas en inglés) parece ser el más activo para eliminar 

ADN acoplado a CDDP. En esta fase es importante el papel de p53 que, tras el reconocimiento 
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del daño, actúa parando el ciclo celular en G1/S vía transactivación de p21 dando tiempo al 

DNA a repararse si el daño no es importante, y si esto no es posible induciendo apoptosis 

mediada por Bax (Kelland, 2007; Siddik, 2003). 

El CaP es resistente a la quimioterapia con cisplatino debido a al desarrollo de resistencia 

(Timata y Momura, 2007). Para superar esto último, la dosis de cisplatino puede ser elevada, 

pero con efectos secundarios graves. Debido a que el cisplatino es el miembro más potente 

de la familia de medicamentos contra el cáncer, su uso potencial en el CaP es atractivo.  

Dentro de ambos procesos de metástasis y la resistencia a la quimioterapia intervienen 

distintas vías de señalización, entre ellas la iniciada por el receptor c-kit (Kitamya e Hirota, 

2004; Siemens et al., 2013; Foster et al., 2018; Cardoso et al., 2014). 

c-kit y Stem Cell Factor (SCF)  

c-Kit  o CD117 es el equivalente celular del oncogén v-kit, de un retrovirus felino transformado. 

Es una proteína transmembranal de 145 kD, que funciona como receptor con actividad de cinasa 

de tirosina (RTK) de tipo III y es codificado por  el gen KIT. Esta clase de receptores se caracterizan 

por la presencia de 5 dominios tipo inmunoglobulina y una secuencia insertada de cinasa de 70-

100 aminoácidos que se localizan en medio del dominio de cinasa. En el caso de c-kit, esta región 

es de aproximadamente 80 aminoácidos. La parte intracelular posee una región yuxtamebranal, 

la cual es muy importante para la regulación de la actividad de cinasa de c-kit. El dominio de cinasa 

comprende dos subdominios, el dominio de cinasa de tirosina 1 y 2, los cuales están 

interrumpidos por la secuencia insertada de cinasa. Finalmente, se encuentra la cola del extremo 

carboxilo terminal (Figura 4). La mayoría de los sitios de fosforilación de c-kit que se activan al 

recibir el estímulo de su ligando se encuentran en la región yuxtamembranal, el inserto de cinasa, 

o la cola COOH-terminal (Ashman, 1999; Lennartsson y Rönnstrand, 2012; Cardoso et al., 2014; 

Abbaspour et al., 2016). 
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Figura 4. Representación esquemática de c-Kit. Algunas formas alternativas de c-kit se caracterizan por la presencia del 

tetrapéptido Gly-Asn-Asn-Lys (GNNK) en el dominio yuxtamembranal extracelular. El receptor puede ser escindido y 

liberado de la membrana celular, dando lugar a una molécula soluble (s-kit) que consiste únicamente en el dominio 

extracelular. Una forma trunca de c-kit (tr-kit), se deriva del uso del promotor alternativo, carece de los dominios 

extracelular y transmembranal, pero tiene parte de la cinasa (Modificado de Cardoso et al., 2014). 

Se ha demostrado que en ratones y humanos c-kit se expresa como dos isoformas diferentes, 

causadas por “splicing” alternativo, en la secuencia GNNK conformada porglicina, asparagina, 

asparagina, lisina. Estos aminoácidos están presentes o ausentes en sentido ascendente del 

dominio transmembrana de c-kit (GNNK + GenBank ID: NM_000222 y GNNK- GenBank ID: 

NM_00109372 (Benson et al., 2013; GeneBank), con tamaños respectivos de 5190 y 5178 pb). 

Varios estudios demostraron que las isoformas, según el tipo de célula, pueden activar diferentes 

vías de transducción de señales y sus efectos sobre la tumorigenicidad, confieren fosforilación 

constitutiva de tirosina y estimulan la asociación con la cinasa de 3-fosfatidilinositol  (PI3K) 

(Votyuk et al.,2003; Chan et al., 2013). En 1999, un estudio demostró que la isoforma GNNK- 

transformada en fibroblastos NIH3T2 causó tumorigenicidad en xenotransplantes en ratones 

desnudos (Caruma et al., 1999). Otro estudio de 2003 mostró un aumento de la expresión de la 
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isoforma GNNK en tumores de células germinales testiculares, en comparación con el testículo 

normal, que tenía una mayor expresión de receptor GNNK + c-kit (Sakuma et al., 2003) Mientras 

que GNNK- tiene una afinidad más alta por su ligando el Stem Cell Factor (SCF), así como una 

cinética más rápida en su fosforilación, la isoforma GNNK- es la isoforma dominante en el tejido 

normal, como la médula ósea y los melanocitos. Otros estudios sugieren que la proporción de 

GNNK- / GNNK + es lo que causa la tumorgenicidad, con una mayor proporción de GNNK- / GNNK 

+ como fuerza motriz cuando está presente la mutación D816V (Crosier et al., 1993). Se requieren 

estudios adicionales para comprender las funciones fisiológicas y oncogénicas de estas isoformas. 

Otra isoforma de c-kit se ha detectado en el testículo murino; esta isoforma es trunca, resulta del 

elemento promotor dentro del intrón 16, que contiene 12 aminoácidos y una cola COOH-terminal 

sin actividad de cinasa (Ashman et al., 1999). Esta isoforma también se ha encontrado expresada 

en cáncer de próstata (Papayannopoulo et al., 1991). Contrariamente, un estudio reportó que 

esta isoforma es específica del ratón y no se expresa en humanos (Broudy et al., 1992). 

El ligando de c-kit es el factor de células troncales (SCF, por sus siglas en inglés), es un factor de 

crecimiento que puede encontrarse unido a la membrana o de forma soluble. Lo expresan 

fibroblastos y células endoteliales de todo el cuerpo, promoviendo la proliferación, migración, 

supervivencia y diferenciación de progenitores hematopoyéticos, melanocitos y células 

germinales. Su gen se localiza en el cromosoma 10 de ratones y en el 12 en humanos (Ropers y 

Craig, 1989). En ratones, ratas y humanos, el SCF está codificado por 9 exones (Martin et al., 

1990).  

Ambas formas de SCF, membranal y soluble, son reguladas tanto a nivel de mRNA y a nivel  

proteína (Anderson et al., 1991). Se diferencian en la presencia del exón 6.  Ambas isoformas 

codifican a SCF membranal, que contiene un dominio extracelular, un dominio transmembranal 

y una región intracelular. En el splicing la forma membranal es rápidamente escindida para 

generar un péptido de 165 aminoácidos correspondiente al SCF soluble. Los transcritos más 

cortos, que carecen del exón 6, permanecen unidos a la membrana (Figura 5). Ya sea la forma 

membranal o la soluble, el SCF se une a c-kit, con la consecuente activación del receptor con 
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actividad de cinasa de tirosina, pero con diferencias cualitativas y cuantitativas en la forma de la 

señal. 

 

Figura 5. Representación esquemática de SCF. SCF contiene un dominio extracelular que es responsable de reconocer 

y unirse a c-kit, un dominio transmembranal y un dominio intracelular. SCF existe como un homodímero unido a la 

membrana (mSCF) o como una proteína soluble (sSCF). El sSCF se deriva de la escisión proteolítica de una variante por 

splicing alternativo de SCF que contiene al exón 6 alternativo (verde) (Modificado de Cardoso et al., 2014). 

c-kit juega un papel importante en el mantenimiento y diferenciación de células troncales 

(Ashman, 1999). Se ha detectado la expresión de c-kit en varias células troncales o células con la 

capacidad de auto-renovación y células progenitoras (Oliveira y Lukacs, 2003; Waskow et al., 

2002). Estudios también han confirmado que c-kit se expresa en diferentes tipos de células 

troncales, especialmente hematopoyéticas (Loveland y Schlatt, 1997; Blume-Jensen et al., 1998). 

En varias mutaciones de pérdida de función de c-kit, el sitio mutado se ha relacionado con una 

amplia gama de defectos, desde los de menor importancia en la actividad catalítica a los defectos 

críticos en el sistema hematopoyético en ratones (Kissel, 2000). También se ha informado que 
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mutaciones en c-Kit afectan significativamente otros sistemas tales como la reproducción, la 

pigmentación, y sistema nervioso (Scott  et al., 1994; Mackenzie et al., 1997). 

Las células troncales hematopoyéticas se dividen asimétricamente y pueden auto-renovarse o 

diferenciarse en todos los linajes de células hematopoyéticas, incluyendo mieloides (monocitos y 

macrófagos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas y células 

dendríticas) y linfoides (células T, células B y células NK) (Wehrle-Haller, 2003).  Durante la 

diferenciación, renovación y  proliferación celular; este fenómeno conduce a un aumento en el 

número de células (Kimura et al., 2004). El receptor de SCF, se expresa en células 

hematopoyéticas, como las células troncales y progenitoras. Sin embargo, la expresión de c-kit se 

desvanece durante diferenciación (Lyfor et al., 2002; Huizinga et al., 1995; Ward et al., 1995; Wars 

et al., 1994). Menos de 1% de las células de sangre periférica expresan c-kit, que indica su papel 

mínimo en las células hematopoyéticas ya diferenciadas (Jin et al., 2002; Sun et al., 2004; Ashman 

y Griffith, 2013). Además, c-kit es altamente expresado en mastocitos; como tal, las células 

diferenciadas dependen de la transducción de señales de c-kit para su supervivencia, función y 

crecimiento (Lennartsson et al., 2005; Liang, 2013). Por último, entre los linajes linfoides, c-kit 

está implicado en el mantenimiento del sistema inmune en animales adultos (Huang et al., 1996). 

En células germinales en el sistema reproductor c-Kit parece tener un papel importante. Estudios 

previos mostraron que las dos principales  mutaciones de c-kit son: 

Mutaciones activadoras (gain function): la actividad de cinasa de tirosina de c-kit aparece 

constitutivamente aumentada en ausencia de ligando y normalmente conducen a la protección 

de las células germinales contra apoptosis, inducción de la migración celular y la proliferación 

(Willmore-Payne et al., 2005). 

Mutaciones inhibidoras (lost of function): se pierde la actividad de cinasa de tirosina de c-kit. 

La vía necesaria para la inhibición de la apoptosis por c-kit es aquella por PI3K/Akt, esencial en 

procesos celulares tales como la síntesis de proteínas, proliferación y supervivencia (D’Amato et 

al., 2005, Liang et al., 2013). 
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Así mismo, una baja expresión de c-Kit en ratones provoca defectos de pigmentación, que se 

relaciona con la capacidad de SCF para inducir la proliferación y guiar la migración de los 

melanocitos de la cresta neuronal a las dermis (Kelly y Gilliland, 2002; Hoei-Hansen et al., 2007; 

Beadling et al., 2008). Otros estudios revelaron dos residuos de tirosina 568 y 570   en c-kit, que 

son necesarios para la pigmentación normal (Heinrich et al., 2002). Mutaciones de pérdida de 

función en c-kit son comunes en humanos con síndrome de piebaldismo, un raro trastorno 

autosómico dominante de desarrollo de melanocitos. Este síndrome se caracteriza por la 

hipopigmentación en el estómago, el pelo y extremidades resultado de la deficiencia de 

melanocitos (Catalano et al., 2004). Por otra parte, la actividad de c-kit influye en los sistemas 

digestivo y nervioso. Se sugiere que participa en las células intersticiales de Cajal o (CIC). La 

pérdida de las CIC se correlaciona con enfermedades como la constipación (Ikeda et al., 1991). 

Investigaciones previas han sugerido el papel vital de c-kit en el desarrollo de las CIC o en su 

función (Huo et al., 2005; Rodrigues y Park, 1994; Kitayama et al., 1995). En ratones con 

mutaciones de pérdida de función de c-kit, las CIC disminuyen (Ikeda et al., 1991). Varios estudios 

informaron el papel de c-kit en el desarrollo y/o función de las células del sistema nervioso. La 

presencia de c-kit también se ha detectado en células neuroproliferativas en cerebros de ratas 

adultas, además en cultivos neuronales (Moriyama et al., 1996). También la señalización de c-kit 

es importante en la migración de células madre neuronales a las áreas lesionadas del cerebro 

(Lam et al., 1999).  

Vías de señalización activadas por c-kit y SCF 

La activación de c-kit se produce cuando un dímero de SCF se une a su dominio extracelular. c-kit 

se encuentra inactivo en la superficie celular como un monómero; mientras que el SCF está como 

un dímero extracelular (Philo et al., 1996; Longley et al., 2001). ). Tras la unión del SCF, el receptor 

forma un homodímero, causando su autofosforilación en residuos de tirosina específicos en el 

dominio catalítico intracelular (Ke et al., 2016; Blume-Jensen et al., 1991).  La fosforilación de c-

kit  desencadena la inducción de diversas vías de transducción de señales, incluidas JAK/STAT, 

RAS/MAP cinasas, PI3K/Akt, PLC y SRC, como se muestra en la figura 6. La supervivencia celular, 

la proliferación, la diferenciación y la migración se producen una vez que c-kit está activado, lo 

que requiere la superposición de estas vías (Liang et al., 2013; Stankov et al., 2014; Cardoso et al., 
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2017; Linnekin, 1999; Blechman et al., 1993; Hsu et al., 1997). El receptor se ubiquitina 

rápidamente por SOCS6 después de la autofosforilación, lo que resulta en su internalización y 

degradación. Las vías descendentes se discuten en detalle a continuación. 

 

Figura 6. Cascada de señalización intracelular activada por la unión del SCF a c-kit. La señal de Ras /Erk (verde) 

conduce a la activación de la vía RAS-RAF-MEK-ERK.  La señal de PI3K (azul obscuro) está asociada con angiogénesis 

y supervivencia celular. PLC-γ (naranja) regula la proliferación y la supervivencia. Src (rosa) juega un papel clave 

en varias vías de transducción de señales implicados en la supervivencia celular, proliferación, motilidad, 

migración, invasión y la angiogénesis. La vía JAK/STAT (purpura) está implicada en la proliferación celular, 

diferenciación y  apoptosis (Modificado de Cardoso et al., 2017). 

 

Vía JAK / STAT 

La vía JAK / STAT desempeña un papel importante en la proliferación y diferenciación celular tanto 

en células murinas como en células humanas. La unión del SCF induce la activación rápida de JAK2 
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y estimula la fosforilación de las STAT 1, 2 o 5. Una vez que las STAT se fosforilan, se translocan al 

núcleo, donde regulan la transcripción de los genes diana responsables de la proliferación celular 

(Weiler et al., 1996; Moub et al., 1997). 

Vía de Ras/MAP cinasas 

La activación de la cascada de las cinasas RAS/MAPK ocurre cuando el CD117 activado recluta 

proteínas adaptadoras que contienen un dominio SH-2, como GRB2, Shc y SHP2. Grb2 se unirán 

directamente a CD117 en los residuos Y703 e Y936 fosforilados, o indirectamente a Shc o SHP2 

(Kitamura y Hirota, 2004; Thömmes et al., 1999). Una vez unido, el Grb2 se asociará con SOS (Son-

of-Sevenless), un factor de intercambio de nucleótidos de guanina. Este complejo provoca la 

activación de la casacada RAS/Raf/MEK1/2/ERK (Kitamura y Hirota, 2004; Duronio et al., 1992]. 

Lo anterior resulta en la estimulación positiva de varios factores de transcripción necesarios para 

la regulación de la proliferación, apoptosis, diferenciación, adhesión y movilidad celular. 

Vía PI3K/Akt 

PI3K es responsable de la inducción de la actividad de Akt y Mtor (Stankov et al., 2014; Sun et al., 

2008). La vía PI3K es la principal vía responsable de la supervivencia celular. Akt inactiva, por 

interacción, a BAD, lo que lleva a la supervivencia celular. Además, la fosforilación de c-kit y la 

activación de la PI3K y las rutas de SRC contribuyen al motilidad celular mediado por SCF (Ueda 

et al., 2002). 

Vía de la SRC  

La variante de “splicing” GNNK de c-kit activa fuertemente a SRC y las cinasas de la familia SRC 

(SFK). SFK pueden interactuar con varios residuos de tirosina en CD117 (nombre alternativo de c-

Kit), pero solo se requiere Tyr568 para la activación. SCF también puede activar SFK; en concreto, 

Lyn, Fyn y PLC. La activación de Lyn aumenta la actividad de la cinasa dependiente de ciclina 2 

(Cdk2), así como la fosforilación de Rb, para promover la proliferación celular (Linnekin et al., 

1997; Saleem et al., 2014). Si bien, Lyn promueve la proliferación celular, también se demostró 

que ésta puede regular negativamente la vía de la PI3K/Akt, aunque el mecanismo subyacente 

aún se desconoce (Shivakrupa y Linnekin, 2004). Mientras que Lyn puede regular negativamente 
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la ruta de la PI3K, Fyn puede fosforilar Akt en sentido descendente. Fyn también desempeña un 

papel en la activación de PLC cuando interactúa con la forma trunca de c-kit (tr-KIT) a través de la 

activación de ovocitos de ratón (Shivakrupa y Linnekin, 2004; Sette et al., 2002). 

Vía PLCγ 

Varios estudios muestran diferentes sitios de acoplamiento para PLC. Esta proteína puede 

asociarse con los residuos fosforilados Tyr720, Tyr659, Tyr730, Tyr936 y Tyr900 de c-kit (Phane 

Maddens et al., 2002; Lennartsson et al., 2003; Gommerman et al., 2003). El fosfoinosítido 2 

(PIP2) es hidrolizado por PLC para generar DAG e inositol trifosfato (IP3). El diacilglicerol (DAG) 

activa PKC mediante su enlace, mientras que IP3 provoca la liberación de Ca2+. PKC tiene un papel 

en la supervivencia celular, la proliferación y la adhesión (Stankov et al., 2014; Lennartsson et al., 

2005).  

En resumen, la activación del eje de señalización SCF/c-kit puede conducir, mediante diversas vías 

de señalización, a la supervivencia, proliferación y motilidad celular, los cuales son procesos 

esenciales en la progresión del cáncer. 

 

c-kit en la regulación de la progresión del cáncer 

La principal mutación de c-kit conlleva a su sobreativación que se observa en varios tipos de 

cáncer, como los tumores gastrointestinales (GIST), la mastocitosis, la leucemia aguda mieloide 

(LAM) y el melanoma (Ke et al., 2016; Lammie et al., 1994; Longley et al., 2001). Estudios recientes 

y ensayos clínicos sugirieron que CD117 puede usarse de manera efectiva para el pronóstico, 

particularmente para predecir la metástasis del cáncer y la respuesta a la quimioterapia. Se 

identificaron y estudiaron biomarcadores con CD117 en varios tipos de células tumorales (Tay et 

al., 2013; Medinger et al., 2010). En un solo estudio, c-kit se sobreexpresó  en 21% de los cánceres 

de mama, 17% de los cánceres colorrectales, 35% de los sarcomas, 36% de los carcinomas de 

células renales, 17% de los cánceres de ovario y 17% de los tumores hepatocelulares. Aunque sin 

ser estadísticamente relevanto, se observó una tendencia hacia una peor prognosis en estos 

pacientes (Medinger et al., 2010). Además, el 63% de los pacientes con LAM tenían mutaciones 

de CD117, mientras que el 89–100%  de los pacientes con GIST expresaron CD117 (Longley et al., 
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2001). La figura 7 muestra la amplificación y mutación de gen KIT n varios cánceres utilizando 

conjuntos de datos disponibles a través de cBioPortal (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013). Las 

variantes genéticas de c-kit (como resultado de la eliminación de exones) identificaron una mal 

prognosis en pacientes con GIST después de la resección del tumor primario (Hou et al., 2009; 

Andersson et al., 2006). En 2012 se reportó que en tumores resecados de 38 pacientes antes del 

tratamiento con Imatinib (el inhibidor de c-kit) 63% presentó mutaciones localizadas en c-kit 

(Wozniak et al., 2012). De igual forma, en 2017 se encontró que una sobreexpresión de las 

mutantes más comunes de c-kit (en los exones 11 y 13) en el 88% de los tumores de GIST había 

hecho metástasis al hueso (Kosemehmetoglu et al., 2017). Estas mutaciones activadoras, 

particularmente en el exón 11, se confirmaron en estudios similares que analizaron pacientes con 

GIST (Penzel et al., 2005; Burger et al., 2005).  

 

Figura 7. Estado de c-kit en varios tipos de cáncer. Los conjuntos de datos genómicos en cBioPortal  (Cerami et al., 

2012; Gao et al., 2013) fueron examinados en busca de amplificaciones  o mutaciones de CD117 (gen KIT). Se muestra 

el porcentaje medio de pacientes con cada tipo de cáncer con amplificaciones o mutaciones ± SEM. TCS: tumor de 

células germinales; HNSC:  (Modificado de Fosteri et al., 2018) 

Más allá del GIST, la relevancia clínica de la activación de PI3K/Akt impulsado por c-Kit fue 

respaldada por la observación de pacientes con cáncer de ovario, que mostraron una menor 

supervivencia cuando expresaban niveles más altos de c-Kit, así como cuando presentan mayores 

niveles de p-Akt (Schilder et al., 2008; Chau et al., 2013; Stemberger-Papi´c et al., 2015). La 

progresión acelerada en dichos pacientes se debió a la naturaleza tumorigénica y 

quimiorresistente de las células de cáncer de ovario con fenotipos que expresan c-kit (Burgos-

Ojeda et al., 2012; Luo et al., 2011). La coexpresión de c-kit y los factores asociados de células 
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troncales y los ligandos en los carcinomas de mama y cáncer de pulmón de células pequeñas 

también desempeñan un papel en el crecimiento autocrino y la proliferación de células tumorales 

(Hines et al., 1995; Krystal et al., 1996).  

La activación aberrante de c-Kit se asocia con una disminución de la 

quimiorreactividad/quimiorresistencia de las células cancerosas y un aumento de la señalización 

oncogénica, presumiblemente al mediar un escape de los desencadenantes apoptóticos (Bellone 

et al., 2001; Catalano et al., 2004; Chan et al., 2012; Duensing et al., 2004; Luo et al., 2011). 

Las mutaciones activadoras y la sobreexpresión del protooncogén c-kit son, por lo tanto, factores 

esenciales el crecimiento tumoral y la metástasis en múltiples tumores sólidos que se desarrollan 

fuera del microambiente óseo. 

c-kit en CaP 

Anteriormente se ha investigado la expresión c-kit y SCF en tumores prostáticos, encontrando 

una correlación positiva entre aumento de expresión del receptor y el avance en el estadio, 

incluso entumores de metástasis ósea. En 2008 Wiesner y colaboradores reportaron una mayor 

expresión de c-kit y SCF en las lesiones metastásicas óseas en comparación con los tumores 

primarios de pacientes con CaP.  También, confirmaron la expresión de novo de c-kit mediante 

dos modelos de tumores intraóseos diferentes y tres líneas celulares de CaP adicionales, los 

resultados confirmaron que c-kit es negativo cuando las células se cultivan in vitro y en tumores 

en tejidos no óseos. Sin embargo, tales pruebas sugieren que la inducción de la expresión de c-kit 

se desencadena por el microambiente óseo como resultado de una adaptación de las células de 

CaP (Wiesner et al., 2008). Sin embargo, aún no se conoce del todo el efecto del SCF sobre las 

células del CaP y en todo caso, es necesario definir si c-kit está participando en el proceso 

metastásico. Estudios recientes encontraron que las células CD117 positivas en la circulación 

predicen el cáncer de próstata avanzado, con una correlación positiva entre la expresión de 

CD117 y las puntuaciones de Gleason (Kerr et al., 2015; Sakabe et al., 2017).  

En nuestro laboratorio se encontró que las líneas celulares derivadas de metástasis de CaP  DU145 

(cerebro) y PC3 (hueso) expresan c-kit y la proporción de células que lo expresan son 3.68% y 

0.88% respectivamente. Además se analizó la proliferación al ser estimuladas con SCF, en donde 



20 
 

se demostró que el receptor es activo y la proliferación aumenta dependiendo de la dosis de SCF. 

Por otra parte, en ensayos de muerte celular por falta de nutrientes, se observó que SCF protege 

de la muerte a células DU145. Otro de los resultados más importantes es que las células capaces 

de crecer independientemente del anclaje expresan frecuentemente a c-kit por lo que estas 

células podrían tener un mayor potencial metastásico (Jiménez-Sánchez, 2014). 

Ya que se observó que el patrón de expresión de c-kit es distinto en los cultivos en monocapa (2D) 

a los esferoides generados en el crecimiento dependiente de anclaje, en este trabajo se propone 

la implementación de los cultivos 3D, para comparar lo que ocurre en ambos sistemas y 

acercarnos más a lo que sucede in vivo.  

Inhibidores de RTK´s 

Los receptores con actividad de cinasa de tirosina como c-kit, son un potencial blanco terapéutico 

para contrarrestar las alteraciones carcinogénicas. La activación de estos receptores puede llevar 

a la fosforilación de varios substratos clave. Muchos receptores para factores de crecimiento 

median sus efectos celulares por actividad intrínseca de cinasa de tirosina, la cual, a su vez, puede 

fosforilar otros substratos involucrados en mitogénesis. 

Los inhibidores de la cinasa de tirosina (TKI) están siendo probandos en una variedad de cánceres 

que expresan a c-kit y otros RTKs relacionados. Muchos de estos inhibidores se desarrollaron 

originalmente para otros miembros de la familia de RTKs tipo III. Sin embargo, debido a las 

superposiciones en la estructura del receptor, muchos TKI también tienen especificidad por c-kit 

(Tabla 2). En particular, el imatinib (Gleevec ®) es un tratamiento estándar que ha demostrado 

especificidad para inhibir c-kit, entre otras cinasas de tirosina, como BCR-ABL (Iqbal e Iqbal, 2014; 

Al-Hadiya et al., 2014). Los primeros estudios sobre imatinib in vitro y en pacientes humanos con 

cáncer de estroma gastrointestinal o GIST por sus sigles en ingles confirmaron el papel de c-kit en 

la metástasis del cáncer. En estos estudios, el imatinib fue bien tolerado y eficaz para atacar el 

dominio de cinasa de c-kit (Joensuu et al., 2001; Van Oosterom et al., 2001; Tuveson et al., 2001). 

Los efectos inhibidores de imatinib en c-kit (junto con su inhibición de la indoleamina 2,3-

dioxigenasa, una enzima inmunosupresora) lo han convertido en un agente quimioterapéutico de 

primera línea (Balachandran et al., 2011; Seifert et al., 2017; Seifert et al., 2014). Sin embargo, el 
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desarrollo de la resistencia al imatinib es frecuente (Edris et al., 2013). Los GIST resistentes a 

imatinib metastáticos no resecables llevaron al desarrollo de TKI relacionados con imatinib, como 

sunitinib y regorafenib (Demetri et al., 2006; Demetri et al., 2013; Parikh y Gupta, 2013; Demetri 

et al., 2013). Las mutaciones de c-kit en GIST son responsables de la resistencia al tratamiento 

con TKI. El 14% de los pacientes con GIST son inicialmente resistentes al imatinib y el 50% 

desarrolla resistencia dentro de los dos años de tratamiento. Para la mayoría de los pacientes, se 

utiliza sunitinib y es efectivo, a menos que estos pacientes posean la mutación D816H/V, en cuyo 

caso serán resistentes a ambos TKI. Imatinib funciona mejor en c-kit inactivo y evita su activación 

(Gajiwala et al., 2009). El éxito del imatinib en el tratamiento de la leucemia mieloide crónica 

(LMC), que inhibe principalmente el BCR-ABL en esta línea de células cancerosas, llevó al 

desarrollo del nilotinib como tratamiento de segunda línea, un fármaco que también presenta 

propiedades anti-CD117 (Saglio et al., 2010; Kantarjian et al., 2011; Reichardt et al., 2012). 

Tabla 2. Especificidad de inhibidores TKI para c-kit. 

Nombre Nombre de 

prueba 

Otros blancos 

(además de c-kit) 

Biodisponibilidad Especificidad 

por c-kit 

Referencia 

Imatinib Gleevec/Glivec, 
STI571 

BCR-Abl, RET, 
PDGF-R 

98% 0.1 μM DrugBank Database, 
Juurikiv, Galanis 

Sunitinib Sutent, 

SU11248 

JAK/STAT, 

PDGF-R, 
Ras/MAPK, 

VEGFR 

50% (rápido) 26 nM DrugBank Database, 

Galanis, Di Gion, Hu 

Nilotinib Tasigna BCR-Abl, Lck 30% S.D. DrugBank Database, 
Andersson 

Dasatinib Sprycel BCR-Abl, Src 14–34% 13 nM DrugBank Database, 
Galanis, Wong, Santos 

Axitinib Inlyta BCR-Abl, 
PDGFR, VEGFR 

58% 1.7 nM DrugBank Database, Chen, 
Bellesoeur 

Masitinib Masivet, 
Kinavet 

FGFR, PDGFR 60% (animals) 200 ± 40 nM Bellamy, Dubreuil 

Pazopanib Votrient FGFR, PDGFR, 
VEGFR 

14–39% 146 nM DrugBank Database, 
Galanis, Deng 

Toceranib Palladia PDGFR, VEGFR 77% <10 nM Yancey, Halsey 

Cabozantinib XL184 VEGFR, c-Met 74–93% 4.6 nM Yakes 

Flumatinib HH-GV-678 c-Abl, PDGFR S.D. 2.66 μM Zhao, Luo 

S.D. Sin datos 

Las propiedades anti-angiogénicas de los TKI, como el imatinib, el sunitinib y el pazopanib (que 

también inhiben a c-kit), se han considerado como terapias prometedoras para el cáncer epitelial 

de ovario, con ensayos clínicos que demuestran eficacia y tolerabilidad en los tres fármacos 

(Jackson et al., 2015; Leone Roberti Maggiore et al., 2013) . Hasta la fecha, los TKI siguen siendo 
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un foco de estudio, ya que los ensayos clínicos piloto y a gran escala informan datos sobre sus 

beneficios potenciales en el melanoma metastásico, la fibromatosis y los tumores 

neuroendocrinos (Mahipal et al., 2012; Penel et al., 2011; Chugh et al., 2010; Koch et al., 2016; 

Kostoula et al., 2005). 

Por otro lado, las células de CaP, DU145 y PC3 mostraron un comportamiento contradictorio en 

respuesta al imatinib, que estaba respaldado por un patrón de expresión (o actividad) distinto de 

los reguladores del ciclo celular, la apoptosis y la angiogénesis. Imatinib fue eficaz al disminuir la 

viabilidad celular y aumentar la apoptosis de las células DU145 al alterar la expresión y la actividad 

de los reguladores de este proceso. Contrario a las DU145, en las células PC3, el imatinib estimuló  

la viabilidad celular y aumentó la expresión del factor angiogénico VEGF. Este estudio también 

sugirió que la especificidad en respuesta a imatinib pueden estar relacionadas con la expresión 

diferencial de las isoformas c-kit, a saber, tr-kit. Por lo tanto, los ensayos futuros que prueban la 

eficacia de imatinib en CaP, los tumores deben ir acompañados de la caracterización molecular 

de los RTKs (Cardoso et al., 2015). 

Además, los hallazgos presentes ayudaron a comprender las discrepancias en la eficacia de 

imatinib como opción terapéutica en el CaP .Estos resultados contrastan con los hallazgos 

experimentales en células cultivadas y modelos animales, donde el imatinib, solo o en 

combinación con otros fármacos quimioterapéuticos, tuvo efectos citotóxicos (Kimura et al., 

2007; Choudhury et al., 2009; Pinto et al., 2011; Huang et al., 2012) y mejoró la quimioterapia y 

la radiosensibilidad de las células CaP (Kimura et al., 2007; Choudhury et al., 2009; Kubler et al., 

2005). 

En este trabajo se propone que al administrarse un TKI, en este caso imatinib,  a la población de 

células tumorales que expresan c-kit, en combinación con los tratamientos convencionales de 

quimioterapia como el CDDP, se podría erradicar una mayor proporción de las células cancerosas. 

Posteriormente sugerir en la clínica la co-administración de ambos fármacos para contrarrestar 

la resistencia a CDDP, además de disminuir la dosis del quimiofármaco y evitar los efectos 

adversos que comúnmente se tiene. 
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Justificación 

El CaP es uno de los tipos de cáncer de gran relevancia por su alta incidencia y mortalidad, esto, 

en su mayoría, a un diagnóstico tardío, en donde incluso ya hay formación de metástasis; además, 

su tratamiento se complica debido a heterogeneidad en las alteraciones moleculares porque 

algunos son resistentes a la hormono y quimioterapia. Por esta razón, es necesaria una terapia 

más dirigida, puesto que las quimioterapias aprobadas no tienen una respuesta eficiente. Por otra 

parte, la diferencia en el aumento de la expresión de c-kit en tumores metastásicos, en 

comparación con los tumores primarios, podría indicar la participación de esta proteína y su 

ligando en el avance de la formación de metástasis, por lo tanto los quimiofármacos dirigidos 

hacia su inhibición podría ser una estrategia terapéutica nueva para abordar al CaP. 
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Hipótesis  

 

Ya que se ha observado la expresión de c-kit en líneas celulares derivadas de metástasis de CaP, 

se espera que la activación por SCF aumente su potencial invasivo in vitro e incremente la 

resistencia a Cisplatino.  

Objetivos  

 

Objetivo general  

 

Evaluar la participación del receptor c-kit y SCF en la capacidad de invasión y la resistencia a 

Cisplatino de células metastásicas de cáncer de próstata.  

 

Objetivos particulares  

 

 Corroborar la expresión de c-kit en líneas celulares de cáncer de próstata.  

 Evaluar el efecto del SCF en la formación de esferoides en cultivos 3D . 

 Evaluar el efecto de SCF en la capacidad invasiva.  

 Observar el efecto del SCF junto con la administración de Cisplatino.  

 Evaluar por Western Blot la activación de c-kit y sus principales vías de señalización río 

abajo.  

 Determinar el efecto del Imatinib en conjunto con Cisplatino.  
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Materiales y métodos 

Líneas celulares y cultivo 

Las células DU145 (ATCC® HTB81™) de metástasis de cáncer de próstata en cerebro se cultivaron en 

medio RMPI 1460 (Caisson labs) con 10% de suero fetal bovino (SFB) y con 1% de antibiótico 

penicilina/estreptomicina. El SFB se inactivo a 56 °C por 30 minutos antes de ser adicionado al medio 

de cultivo. 

La línea celular con la que se trabajó fue mantenida y expandida a 37° C en una incubadora con 

atmosfera húmeda (95% aire y 5% CO2) siguiendo los procedimientos y las prácticas estándar 

requeridas por el trabajo con cultivo en condiciones estériles (Davis 2002).  

Cultivo celular en 3D 

El método que se usó es una modificación hecha por Gangadhara et al. (2016) al ensayo original 

reportado por Lee et al. en 2007.  

Para el cultivo se usó una  placa de 96 pozos, a los cuales se añadieron  50 µL/pozo de Matrigel ® 

(Corning). Todo el material utilizado durante la manipulación del Matrigel se mantuvo en frío. 

Posteriormente se dejó solidificar en la incubadora a 37°C. 

A partir de un cultivo en monocapa, las células se desprendieron con Verseno estéril (EDTA 1 mM, 

NaCl 0.17 mM, KCl 3 mM y Na2HPO4 10mM, pH 7.7) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 

minutos. Las células se re-suspendieron con medio de cultivo RMPI más SFB (10%) y Matrigel al 

3% en el medio de cultivo, se transfirieron 10,000, 7500 y 5000 células en diferentes pozos con 

Matrigel. Después, se agregaron 200µL de medio de cultivo con Matrigel al 3%. El cultivo se 

mantuvo por 10 días a 37 °C en una atmosfera húmeda con una composición de 95% aire y 5% 

CO2, cada 3 días se remplazó el medio de cultivo con medio nuevo. 
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Efecto de SCF en la formación de esferoides. 

Para el ensayo del efecto del SCF (Pepro Tech Inc. 300-07) en el cultivo 3D se sembraron 7500 

células por pozo en placas de 96 pozos. Posteriormente al grupo control negativo se añadieron 

200 μl de medio, al control positivo medio con 10% de SFB, el siguiente grupo de prueba SCF 

(100ng/ml) con 10% SFB y el último grupo medio con SCF (100ng/ml) únicamente. Se tomaron 

fotografías y cuantificaron manualmente el número de esferoides formados a 1, 6 y 9 días. 

Extracción y cuantificación de proteínas 

Se sembraron células en cajas Petri, una vez obtenida una confluencia del 90% con 10 ml de medio 

y SFB 10%, se llevó a cabo la estimulación de estas con SCF (5ng/ml) a diferentes tiempos (0, 1, 5, 

10, 30 y 60 minutos) y se continuó a la extracción de proteínas. 

Para obtener el extracto total de proteínas las células se lisaron con buffer de ensayo de 

inmunoprecipitación RIPA (Tris-HCl   50   mM,    NaCl 150  mM,  EDTA 1  mM   , Nonidet   P-40 1%,   

DOC 0.5%, SDS 0.1% pH 7.5) con  inhibidores de proteasas (Roche) y fosfatasas (Sigma), se 

incubaron por 20 minutos con agitación a 4°C. El lisado se centrifugó durante 20 min a 13,000 

rpm a 4°C, el sobrenadante se recuperó y almacenó a -80°C hasta su utilización. 

La concentración de proteína se determinó con el kit “DC Ptotein Assay” (BIORAD) que es un 

método colorimétrico. El ensayo se basa en la reacción de la proteína con solución de tartrato de 

cobre alcalino y reactivo de Folín. Al igual que con el ensayo Lowry, hay dos pasos que conducen 

al desarrollo del color: la reacción entre la proteína y el cobre en un medio alcalino, y la posterior 

reducción del reactivo de Folín por la proteína tratada con cobre. Finalmente se leyó en un 

espectrofotómetro a 750 nm.  

Análisis de expresión y activación de distintas proteínas por western-blot 

Para la separación de las proteínas se prepararon geles SDS-PAGE al 8 o 10% según la proteína a 

detectar, en los cuales se cargó 30 µg de proteína total; posteriormente se transfirió a una 

membrana de polivinilo fluorado (PVDF). Esta membrana se lavó con solución salina de Tris-

Tween al 10% (v/v) (TBS-T) y bloqueó con  leche en polvo “Svelty ®” al 3% en TBS-tween durante 

1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubó con el anticuerpo primario específico 

para las proteínas que se identificaron con los anticuerpos listados en la tabla 3. Al día siguiente 
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se incubó con el anticuerpo secundario adecuado para la  inmunoglobulina (IgG) del anticuerpo 

primario durante 1 hora a temperatura ambiente. En el caso del anticuerpo secundario biotinilado 

para c-kit y p-ckit se incubó durante 2 horas y posteriormente se incubó 1 hora con streptavidina. 

Finalmente se rebeló mediante el sistema de detección “Clarity western ECL substrate” de 

BIORAD. 

Tabla 3. Anticuerpos  

Anticuerpo anti- Dilución  Tiempo de incubación 

p-ckit (Y568/Y570) 1:1000 Genetex GTX25616  

 

 

Toda la noche a 4°C 

c-kit (c-term) 1:2000 Genetex GTX61165 

p-Akt (Ser 473) 1:1000 Biolegend 649002 

Akt 1:1000 Cell Signaling 4691S 

p-Erk ½ (Thr202/Tyr204) 1:1000 Cell Signaling 

Erk ½ 1:1000 Genetex GTX17942 

GAPDH 1:10000 Santa Cruz SC-48167 

IgG de conejo (HRP) 1:2000-

1:30000 

Genetex GTX213110-01 1 hora TA  

IgG de cabra, conejo, 

ratón biotinilado 

1:10000 Dako  E0453 2 horas 

Streptavidina/HRP 1:20000 Dako  P0397 1 hora 

 

Modelo de invasividad de cámara de Boyden  

La capacidad de invasión de las células DU145 se evaluó mediante  el  ensayo de “transwell”  bajo  

la  influencia  del  quimioatrayente  SCF a diferentes concentraciones: 1, 10 y 100 ng/mL; como  

controles,  se  utilizó  RPMI  suplementado  con  10%  SFB  y  RMPI  sin suplementación.  
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Figura 8. Esquema del modelo de cámara de Boyden.  

 

Este ensayo se realizó en cámaras de Boyden recubiertas con 70 µL de Matrigel diluido en medio 

RMPI (3 mg proteína/mL), posteriormente se colocaron 2.5x105 células suspendidas en medio sin 

SFB (Fig. 8). El ensayo transcurrió durante 24 hrs y las células que atravesaron la cámara se 

despredieron con Verseno para posteriormente cuantificarlas. Estas células se tiñeron con Cell 

Tracker Red ® (Thermo Fisher Scientific) y cuantificaron por espectrofotometría a una longitud de 

onda de 602 nm. 

Determinación de la DL50 de Cisplatino.  

Las pruebas para la DL50 de Cisplatino (SIGMA P4394) se realizaron sembrando 5x104 células/pozo 

en placas de 96 pozos y se incubaron 2 hrs para su adherencia, posteriormente se añadieron 

concentraciones crecientes del quimiofármaco (5-300 𝜇g/ml), después de 24 hrs se retiró el 

tratamiento y se determinó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT.  

Efecto de SCF sobre la citotoxicidad de cisplatino 

Se  sembraron  a  una  densidad  de  5 x 10 4 células/pozo en placas de 96 pozos con 50 μL de 

medio RPMI con SFB 10% y se incubaron durante 2 horas para su adhesión. Posteriormente se 

estimularon con SCF a distintas concentraciones (1, 3, 5 y 10 ng/ml) una hora después se agregó 

la DL50 de Cisplatino (60 μg/ml) a cada pozo, exceptuando el control con solo SFB 10%, después 

de 24 horas se determinó la viabilidad celular por MTT. 
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Efecto del Imatinib y SCF sobre la citotoxicidad del Cisplatino 

De la misma manera que en los experimentos anteriores se sembraron 5x104 células/pozo y se 

dejaron adherir en incubación por 2 horas. Después se agregó a los grupos correspondientes la 

DL50 de Imatinib (10μM) (Glivec ®, Novartis) e incubó por 1 hora. Posteriormente, se añadió el SCF 

(5ng/ml) e incubó por 1 hora,  finalmente fue agregada la DL50 de Cisplatino. El ensayo de MTT se 

realizó 24 horas después. 

Ensayo de viabilidad celular por MTT 

Para  determinar  la viabilidad celular  se  realizó un ensayo de reducción metabólica de Bromuro 

de 3(-4,5-dimetiltiazol-2-ilo) 2,5-difeniltetrazol (MTT) (Mosmann, 1983). Para cada experimento 

al finalizar el tratamiento se remplazó con 100μl de medio fresco y 50μl de MTT (0.5 mg/mL; 

Sigma-Aldrich) e incubó a 37°C durante 2 horas. Al término de la incubación se descartó el medio 

y adicionó 150μl de isopropanol. La densidad óptica (DO) se leyó en un  lector de placas, modelo 

EL-800 de BIO TEK, a una longitud de onda de 570 nm. 

Análisis estadístico  

Se realizó prueba de ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de 

Dunnett con p<0.5 utilizando GraphPad Prism versión 6.00 para Windows, GraphPad Software, 

La Joya California EE. UU., www.graphpad.com  
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Resultados  

Expresión de c-kit  

Con la finalidad de corroborar que el receptor c-kit se encuentra expresado en las células DU145, 

se analizó por medio de  Western Blot lisados proteicos de la línea celular, se confirmó la 

presencia del receptor c-kit en la línea celular DU145 (Figura 9) como ya se había reportado en 

nuestro laboratorio (Jimenez-Sanchez, 2014). Como control positivo se usaron lisados proteícos 

de la línea celular de leucemia  mieloide crónica K562. Estas células se eligieron como control ya 

se sabe que expresan niveles considerables de c-kit. En ambas líneas celulares la proteína fue 

reconocida con el anticuerpo anti c-kit con una masa molecular de 145 kDa, correspondiente al 

peso del receptor anclado a la membrana. Además, observamos que la expresión de c-kit es 

menor en DU145 en comparación con lo observado en K562. 

 

Figura 9. Microfotografía de cultivo en monocapa de células DU145 y expresión de 
c-kit por Western blot. Se evaluó la presencia del receptor c-kit mediante Western 
blot, usando extracto total proteico de las células DU145, mientras que como 
control positivo se usó la línea K562, además como control interno de carga se 
usó GAPDH. De lado izquierdo se muestra una microfotografía del cultivo en 2D de 
las células (400x). 

 

Efecto de SCF en cultivo 3D. 

Con el objetivo de evaluar la adhesión y supervivencia de las células cancerosas, que son 

características de las células metástasicas, se implementó el cultivo en 3D, que funciona como un 

ensayo de crecimiento de colonias y se acerca a las condiciones que existen en el microambiente 

tumora. Una vez estandarizado el cultivo celular en 3D y confirmada la presencia del receptor, se 

continuó a la evaluación del efecto del SCF sobre la formación de colonias, en el cual se usaron 4 

grupos de prueba: control negativo (medio de cultivo) (Grupo A), medio con SFB (Grupo B) medio 
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con SFB-SCF (Grupo C) y medio con SCF (Grupo D). La concentración de SCF se mantuvo constante 

en 100ng/ml, se udo dicha concentración tomando en cuenta la difusión en el medio y el Matrigel 

En la figura 10 se muestran las microfotografías del avance del cultivo 3D a través de varios días, 

mientras que en la tabla 4 la cuantificación de colonias de las mismas fotografías. En ausencia de 

factores de crecimiento las células  (grupo A) no tienen la capacidad de formar colonias y 

sobrevivir por más de 6 días, contrario a lo observado en los otros tres grupos. Como se muestra 

en la figura 10 (Grupo D) las células DU145 presentan más resistencia a la falta de nutrientes 

cuando solo se les adiciona SCF,  ya que fueron capaces de formar colonias en ausencia de SFB, 

lo cual es interesante, sugiereque SCF estimula vías de señaliazación para la supervivencia a la 

falta de nutrientes. Por otra parte el cultivo se mantiene viable por aproximadamente 2 días más 

usando SCF.  

 

Figura 10. Efecto del SCF en el cultivo en 3D de células DU145. En la figura se muestran microfotografías 

de cultivo celular de la línea celular DU145 en 3D a distintos tiempos de incubación. A las 24 hrs de iniciar 
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el cultivo hasta 9 días. El grupo A) corresponde al control negativo es decir medio solo; grupo B) es medio 

adicionado con 10% de SFB, C) medio, SFB y 100 ng/ml de SCF, finalmente el grupo D medio y 100 ng/ml 

de SCF. Se observan las células separadas unas de otras, 5 días después algunas empiezan a dividirse y a los 

9 días ya se observan las estructuras esferoidales. 

 Día 1 Día 6 Día 9 

Control 129 133 84 

SFB 487 281 589 

SFB+SCF 112 216 329 

SCF 247 1142 1458 

 

Tabla 4. Cuantificación del efecto de SCF en la formación de colonias de células DU145 en cultivo 3D. 

Observamos los 4 grupos de tratamiento: Control, medio con SFB, SFB con SCF y SCF (100ng/ml) a 1, 6 y 9 

días de incubación. En el grupo control hay un decremento de colonias conforme aumentan los días, sin 

embargo, en el grupo de SCF el número de colonias aumenta al igual que en el grupo con SFB y SCF. 

 

Esto indica que SCF tiene un efecto sobre la capacidad de las células para sobrevivir a un medio carente 

de nutrientes y además formar esferoides, muy probablemente mediante la activación de c-kit. Lo 

anterior, podría contribuir a la resistencia de las células a medios adversos para la implantación y 

formación de metástasis en sitios distintos al tumor primario.  

 

Efecto de SCF en la capacidad invasiva de las células in vitro. 
Es bien sabido que para que una célula cancerosa sea capaz de invadir otros tejidos debe tener  

dos características: la motilidad y la degradación de la MEC (Fidler, 2003; Scott y Weinberg, 2011). 

Para profundizar más en el efecto del SCF en la migración e invasión de la línea celular de cáncer 

de próstata,  se decidió analizar la motilidad y capacidad de las células para degradar proteínas 

de MEC por medio de la cámara de Boyden recubierta con matrigel. El experimento se realizó por 

triplicado, las células se sembraron sobre la capa de Matrigel y se usó como quimiotáctico 

distintas concentraciones de SCF, finalmente a las 24 hrs se cuantificaron las células que lograron 

atravesar el inserto. 
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Figura 11. Efecto del SCF en la invasividad de células DU145. Se usaron concentraciones crecientes de SCF 

(1, 10 y 100 ng/ml). Los valores mostrados son la media de tres pruebas independientes por triplicado. 

Además de muestra una tabla con los porcentajes de células que atravesaron el inserto (**p<0.01). 

 

Como se muestra en la figura 11, las células DU145 en condiciones basales, es decir, en ausencia 

de estímulos exógenos, tienen baja capacidad intrínseca para atravesar el Matrigel. Sin embargo, 

en presencia de SFB (control positivo), el  número de células capaces de atravesar la membrana 

cubierta Matrigel aumenta. Al recibir el estímulo con SCF se observa que hay una relación dosis-

respuesta entre el número de células que traspasa la membrana y la concentración de SCF sin 

embargo no hay diferencia significativa respecto al control negativo. Aproximadamente el 3% de 

las células colocadas en el inserto expuesto SCF son capaces de degradar la MEC y atravesar la 

membrana de acuerdo a nuestro ensayo de invasividad y comparando con el porcentaje de 

células que DU145 que expresan a c-kit (3.68%) el resultado coincide con dicho número, se tomó 

como 100% las células sembradas en el inserto. 

 

Determinación de la dosis letal 50 de Cisplatino 

Como ya se mencionó, además de la capacidad invasiva y  la formación de metástasis, otra de las 

principales causas de la mortalidad en el CaP es el bajo éxito de la quimioterapia (Kitamya e 
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Hirota, 2004; Siemens et al., 2013; Foster et al., 2018; Cardoso et al., 2014), lo cual está 

relacionado con la resistencia a quimiofármacos como el Cisplatino (Timata y Momura, 2007; 

Kelland, 2007; Kitamya e Hirota, 2004). Por esta razón se determinó la dosis letal 50 (DL50) del 

Cisplatino en células DU145, éstas se incubaron con dosis variables de dicho fármaco en un rango 

de 5-300µg/ml, lo cual se basó en lo reportado por Kojima y colaboradores (2008). Las DL50 a 24 

y 48 horas de tratamiento fueron de  60 µg/ml y 70 µg/ml, respectivamente.  

 

Figura 12. Determinación de la dosis letal 50 de Cisplatino en células DU145 a 24 y 48 hrs. En el 
eje de las abscisas encontramos el % de células que mueren por la exposición a Cisplatino, 
mientras que en las ordenadas la dosis en µg/ml, la DL50 se calculó mediante la interpolación del 
50% de muerte con la dosis de Cisplatino. 

Es importante destacar que en algunas investigaciones se ha reportado que la línea celular DU145 

es resistente a Cisplatino (Kojima, 2008; Akao, 2002; Akao 2006; Mizutani, 2006) y en este trabajo 

obtuvimos el mismo resultado ya que la DL50 determinada es alta. 

 Efecto del SCF y cisplatino  

Para estudiar el efecto del SCF sobre la citotoxicidad de Cisplatino en las células DU145, éstas 

fueron tratadas durante 24 horas con distintas concentraciones de SCF (1,3,5 y 10 ng/ml) en 

combinación con la DL50 de Cisplatino (200 µM) y posteriormente se determinó la viabilidad 
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celular. En la figura 13 se muestran los resultados en los cuales se observa que  la adición de 1-10 

ng/ml de SCF previene la muerte inducida por cisplatino. 

 

 

Figura 13. Efecto citotóxico del cisplatino en conjunto con la administración de SCF. En la gráfica se 
muestran los resultados de la viabilidad celular de células DU145 después de 24 horas de ser expuestas a 
la DL50 de Cisplatino en combinación con concentraciones crecientes de SCF (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001). 

 

Inhibición de c-kit con Imatinib. 

Después de observar que el SCF provoca resistencia a cisplatino en células D145, se decidió 

analizar si estos efectos eran debidos a la activación de c-kit. Para abordar dicha idea se generaron 

tratamientos con Cisplatino, SCF e Imatinib, el cual es el inhibidor de RTKs que presenta mayor 

afinidad por c-kit (Iqbal e Iqbal, 2014; Al-Hadiva et al., 2014). La DL50 de Imatinib se usó de acuerdo 

a lo reportado por Cardoso y colbs (2015).  Como se puede observar en la figura 14, después de 

24h de tratamiento con cisplatino e Imanitib presentan una reducción en el número de céluas de 

aproximadamente el 60%.  También, se determinó que la estimulación con SCF previene de la 
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citotoxicidad del Cisplatino y del Imatinib. El co-tratamiento con Imanitib y Cisplatino, no mostró 

efectos aditivos, ni sinérgico. Interesantemente, el efecto citoprotector de SCF parece ser menor 

cuando las células son expuestas al cocktail Imanitinib/cisplatino. 

 

 

Figura 14. Efecto de la administración en conjunto de SCF, Imatinib y Cisplatino en células DU145. Los 
resultados mostrados corresponden a la media de 3 repeticiones de experimentos independientes y su 
desviación estándar (***p<0.001). La viabilidad celular se midió después de 24 horas de iniciado el 
experimento. 

 

Estudio de la activación de c-kit y señalización 

Luego de conocer que SCF induce la protección en las células DU145 ante el Cisplatino y el 

Imatinib, se evaluó la activación de c-kit y la fosforilación de distintas proteínas de las vías de 

señalización activadas río abajo del receptor tras la estimulación con SCF. Se determinaron los 

efectos en el estado de Akt y ERK ½ mediante Western blot.   
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En la figura 15 se observa un aumento en los niveles de la forma activa de c-kit después de tan 

sólo un 1 minuto de exposición a SCF, alcanzando un máximo a los 10 min, después de lo cual el 

efecto comienza a disminuir. Por otra parte, la forma activa de Akt presentó un incremento  a 1 y 

5 minutos de tratamiento con SCF, lo que sugiere que Akt es una de las cascadas de señalización 

de respuesta temprana a SCF. En Erk 1/2 observamos un comportamiento muy similar al de la 

forma fosforilada de p-ckit, sugieriendo que la cascada de señalización de ERK es altamente 

dependiente de c-kit en células D145 estimuladas con SCF.   
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Figura 15. Determinación por Western blot de los niveles de activación del receptor c-kit (Y568, Y570), Akt 
(Ser 473) y Erk 1/2 (Thr202/Tyr204)  en células DU145 a varios tiempos de la estimulación por SCF (5ng/ml). 
Se usó GAPDH como control de carga. 
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Discusión 

La capacidad de las células cancerosas para invadir es crítica para la formación de metástasis y, 

por lo tanto, también para el resultado de cualquier opción de terapia contra el cáncer, como la 

quimioterapia. Las señales de interacción entre las células de cáncer y su microambiente 

determinan el fenotipo de los tumores. Las células del cáncer pueden alterar su estroma 

adyacente siendo capaz de modular la producción de factores de crecimiento para establecer un 

entorno propicio para la progresión tumoral (Zins et al., 2007). En este trabajo se estudió el efecto 

de la activación de la ruta de SCF/c-Kit, que a menudo se sobreexpresa en tumores humanos, lo 

que lleva a un aumento de la tumorigénesis, la proliferación, la migración y la resistencia a 

quimiofármacos (Bellone et al., 2001; Catalano et al., 2004; Chan et al., 2012; Duensing et al., 

2004; Luo et al., 2011).  

Para nuestro estudio se usaron células DU145 de metástasis de cáncer de próstata en cerebro, en 

las cuales la expresión de c-kit se da en un 3.68% de su población, sin embargo dicha expresión 

cambia al someter a las células a un medio no apto para el anclaje (Jiménez-Sánchez, 2014). Con 

esta premisa se procedió a realizar el cultivo en 3D y exponer las células al ligando de c-kit, el SCF. 

Se usó una concentración de 100ng/ml (dicha concentración fue añadida tomando en cuenta la 

difusión en el medio y el Matrigel) se observó que al exponer al cultivo con medio y SCF 

incrementó el número de esferoides en comparación al medio con SFB y SCF esto debido 

posiblemente  a que SCF activó, a través de c-kit, vías de proliferación y supervivencia a la falta 

de nutrientes como PI3K/Akt y de las MAPKS. Además, al usar la técnica de cultivo en 3D podemos 

acercarnos más a las condiciones reales del medio ambiente de un tumor: hipoxia y falta de 

nutrientes, la supervivencia a éstas son condiciones importantes para que una célula tumoral sea 

capaz de formar metástasis en otros órganos que es uno de los objetivos de este trabajo. Para 

confirmar que en este tipo de cultivo la expresión de c-kit cambia, es necesario realizar un análisis 

cuantitativo ya sea por Western blot o citometría de flujo, también realizar el experimento en 

mayor escala para obtener proteína suficiente para la cuantificación, la extracción de las células 

en este medio es más compleja que en un cultivo 2D. 
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Otra característica de las células con potencial metastásico es la capacidad invasiva, la cual se 

evaluó in vitro por medio de cámaras de Boyden recubiertas con Matrigel, en este experimento 

los resultados no fueron estadísticamente significativos, sin embargo el porcentaje de células que 

logró atravesar el Matrigel y la membrana porosa coincide con el porcentaje que exprese c-kit en 

la población de células DU145 que es aproximadamente del 3%. 

Se sabe que el SCF es una quimiotaxina y un factor de supervivencia para las células troncales/ 

progenitoras de origen hematopoyético y células troncales del sistema nervioso (Erlandsson et 

al., 2004), esto es relevante ya que el sitio de formación del  2% de los tumores metastasicos de 

cáncer de próstata es el cerebro (Bubendorf et al., 2000) por lo que SCF podría estar funcionando 

como un quimioatrayente para las células metastasicas.  

En cáncer, existen células con características fenotípicas y funcionales de células troncales, a las 

cuales se les denomina “células troncales tumorales” (CTT), representan una proporción muy 

pequeña de la masa tumoral y se les atribuyen características de invasividad y resistencia (Kong, 

2010). Varios trabajos proponen que las células que expresan c-kit en el CaP podrían ser células 

troncales tumorales (Ceder, 2008; Li, 2008; Ma, 2012), para poder confirmar esta hipótesis se 

podría realizar por citometría de flujo el co-marcaje de las células con c-kit, CD44, CD133 o EpCAM 

(molécula de adhesión celular epitelial) que son marcadores para células troncales (Zhong, 2013).  

Considerando que la progresión metastásica del CaP ocurre principalmente en médula ósea y que 

el SCF es un factor de crecimiento ampliamente expresado en el microambiente medular 

(Lennartsaan, 2012). Se esperaba que la respuesta hacia el quimioatrayente fuera mayor, sin 

embargo coincide con la baja expresión detectada de c-kit, posiblemente las células capaces de 

atravesar el inserto sea células troncales tumorales.  

Por otra parte Eberle et al. en 2016 demostraron que la inhibición del eje SCF/c-kit reduce la 

motilidad de células de cáncer de adenocarcinoma (CRL-5800, CRL-5826Y HTB-182) y células de 

cáncer de próstata (DU145) en cultivos 3D, además se observó que en cultivo 3D aumenta dicha 

motilidad , esto puede ser atribuido a un incremento en la transición epitelial-mesenquimal (EMT 

por sus siglas en íngles) (Kalluri y Weinberg, 2010) indicado por la expresión alterada de 

vimentina, N-caderina y E-caderina como un agonista.  
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En el presente trabajo, se descubrió que las células DU145 son altamente resistentes al Cisplatino, 

ya que se usaron concentraciones muy altas para lograr una DL50 y conocer el efecto que SCF/c-

kit tiene sobre las células expuestas al quimiofármaco. El efecto observado al estimular a las 

células con SCF es que aumenta la resistencia en un rango de concentraciones por abajo y por 

arriba de la concentración fisiológica (3.3 ng/ml) esto sugiere que la concentración fisiológica 

puede incrementar potencialmente la resistencia a Cisplatino de las células DU145y también en 

pacientes, por el bajo éxito de la quimioterapia en la clínica. Se ha reportado que células 

residuales de cáncer de ovario han sobrevivido 3 o 5 días al tratamiento con cisplatino (Latifi et 

al., 2011; Baribeau et al., 2014), como un posible mecanismo se propone la activación de la vía 

de señalización MAPK/ERK (Baribeau et al., 2014) que también es activada por c-kit al unirse con 

su ligando. En otros estudios se observó que la resistencia a la apoptosis activada por c-kit es 

mediada por la vía PI3K/Akt en el linaje hematopoyético (Timokhina, 1998), SCF y c-kit es 

fuertemente expresado en el sistema nervioso central de adulto (Hiota 1992, Morii 1992) y que 

el SCF protege de la muerte a las neuronas de la corteza cerebral mediante la activación de Akt-

NF-κB (Dhandapani 2005), esto es relevante ya que las células DU145 provienen de metástasis 

cerebral de cáncer de próstata (Stone, 1978). Akt se encuentra río abajo en la cascada de 

señalización PI3K e induce la sobrevivencia celular interfiriendo en el inicio de la apoptosis, 

fosforila Bad (Blume-Jensen, 1998), FOX (Brunet 1999) ,NF-κB (Dhadophani 2005).  Se sabe que 

NF-κB activo ingresa al núcleo y regula por incremento la transcripción de Bcl-2, Bcl-xL, XIAP, 

survivina y Akt, teniendo como consecuencia la evasión de la apoptósis. Sun y et al. encontraron 

que las células de cáncer de vejiga resistentes al cisplatino mostraron más agresividad, 

tumorigénesis rápida, resistencia a fármacos y EMT a través de la activación de NF-κB (Sun et al., 

2016). En 2016, Körber y su grupo de trabajo demostraron que la quimiorresistencia al 5-FU en 

estas células de cáncer de colon dependía en gran medida de la activación de NF-κB. Se encontró 

que la regulación a la baja del ADN-PKC suprimió la expresión de la P-gp para la quimiosensibilidad 

del cisplatino al debilitar la vía de Akt/NF-κB en células de osteosarcoma con CD133 positivo. Por 

lo tanto es necesario extender el experimento y analizar el mecanismo por el cual se está dando 

la resistencia, se propone que pueden ser 2, el primero la evasión de la apoptosis inducida por el 

cisplatino a través de la inhibición de proteínas pro-apoptóticas como Bcl-2 y Bas y la otra, bombas 
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de expulsión ABC, inducidas por la transcripción de genes blanco de los factores de transcripción 

TCF/LEF activados por translocación de β-catenina al núcleo. 

Una vez confirmada la resistencia a Cisplatino por la estimulación con SCF, se procedió a inhibir a 

c-kit con Imatinib para observar si el efecto era debido a la activación del receptor, sin embargo, 

contrario a lo que se esperaba, dicho efecto no se observó. En cambio,el imatinib por si solo es 

capaz de disminuir la proliferación de las células DU145 ,pero al administrarlo junto con el 

Cisplatino no se observó un efecto aditivo o sinergico, por lo tanto el tratamiento con ambos 

fármacos no tendría éxito en la clínica al menos en el tratamiento del CaP,  porque existen 

reportes de la efectividad del tratamiento en leucemia, cáncer de ovario y cáncer endometrial 

(Wey et al., 2015; Skorta et al., 2009; Zhang et al., 2014), sin embargo el tratamiento con Imatinib 

se propone como una estrategia terapéutica para poder disminuir los efectos secundarios que 

genera el Cisplatino. 

Para profundizar más en los mecanismos de acción que se están llevando a cabo en las células 

DU145 tras la estimulación con SCF, analizamos algunas proteínas representativas de distintas 

vías de señalización para elucidar el mecanismo de acción que se está llevando a cabo en la célula, 

realizado por western blot tras la estimulación de las células por SCF. El primer resultado 

importante es que demostramos que el receptor c-kit se encuentra funcional (Figura 16), hay un 

incremento de su activación después de 5 min de estimulación y decae una hora después de 

iniciado el experimento. De igual manera se analizó Akt  o PKB, una cinasa de la vía PI3K y que 

tiene múltiples proteínas blanco río abajo, también se analizó su forma activa (p-Akt, Ser 473), 

encontramos que Akt, al parecer, se encuentra activa de manera constitutiva, esta vía 

posiblemente sea independiente de la activación por c-kit, sin embargo no se analizó la otra 

fosforilación de Akt en la Thr 308, se sabe que para la activación completa de Akt se necesita de 

ambas fosforilaciones , además de que cada una proporciona distinta afinidad por sus proteínas 

blanco (Franke, 2008). Entre sus principales dianas se encuentra IKKα, una cinasa involucrada en 

la activación de NF-κB. La fosforilación de IKK por Akt estabiliza la interacción entre el factor de 

transcripción y el ADN permitiendo la transcripción de sus genes responsivos entre los que se 

encuentran genes  antiapoptoticos (Romashkova y Makarov, 1999) que como se mencionó puede 

estar funcionando como un mecanismo de resistencia a Cisplatino, ya que este induce la 



42 
 

apoptosis. Puede regular el metabolismo, mediante la inactivación de la cinasa 3 de la glucógeno 

sintasa (GSK-3β) (Diehl et al., 1998; Gregory et al., 2003), y el ciclo celular, por la activación de 

Mdm2 que entra al núcleo disminuyendo los niveles de p53 (Oren, 2003; Feng et al., 2004; 

Hannessy et al., 2005), además fosforila a p21 Cip , un inhibidor de la unión Cdk-ciclina, esta 

fosforilación impide que p21 Cip se trasloque al núcleo y sea degradada en el citoplasma , por lo 

tanto promueve el ciclo celular (Pestell et al.,1999; Zhou y Hung,2005). Hay que destacar que la 

regulación del complejo 1 de la proteína blanco de Rapamicina en mamíferos (mTORC1) por Akt 

es importante para la proliferación celular y la supervivencia, mTORC1 controla la síntesis de 

numerosas proteínas implicadas en el ciclo celular progresión y el crecimiento celular (Nicholson 

y Anderson, 2002; Plas y Thompson, 2005; Los et al., 2009; Sengupta et al., 2010). 

Por otra parte, una de las varias  funciones de Akt es la inactivación de GSK-3β, ésta forma parte 

del complejo de destrucción de β-catenina, se encarga de fosforilarla para su posterior 

degradación vía proteosoma, lo que evita su acumulación citoplasmática y translocación nuclear 

donde es un co-factor trascripcional de genes pro-carcinogénicos de la familia TCF/LEF entre los 

que se encuentran la ciclina D1, c-myc, entre otros. Mientras que en células de LNCaP de CaP, β-

catenina se encuentra aumentada en citoplasma, por lo que es muy probable se estén expresando 

genes que promueven la supervivencia y resistencia a quimiofármacos (Fang et al., 2016). En 2013 

Chau et al. demostraron que en células progenitoras de cáncer de ovario, c-kit tiene un papel 

importante en la activación de la vía Wnt/β-catenina y en la expresión del cassete de unión a ATP-

G2 como mecanismo de expulsión  de quimiofarmacos, por medio de bombas de transportadoras, 

así mismo descubrieron que las células sometidas a un microambiente hipoxico (1% O2) tras la 

activación de HIF-1α , aumenta la expresión de c-kit , además que elementos consenso de 

respuesta a HIF-1α están dentro del promotor  de c-kit. Esta es la primera demostración de que 

c-Kit es un gen blanco de la activación de HIF-1α y la adición de HIF-1α como un nuevo miembro 

del modulador transcripcional de c-Kit (Chau et al., 2013). La hipoxia se considera un evento 

temprano en la carcinogénesis de la próstata asociada con un fenotipo agresivo. De hecho, 

clínicamente, la hipoxia y los biomarcadores relacionados con la hipoxia están asociados con el 

fracaso del tratamiento y la progresión de la enfermedad (Deep y Panigrahi, 2015). Dado que las 

células tumorales que forman metástasis están sometidas a condiciones de hipoxia es probable 
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que se HIF-1α, este induciendo una sobreexpresión de c-kit como se observó en el trabajo de 

Jiménez- Sánchez, lo que no se pudo confirmar en este trabajo en células cultivadas en 3D, por lo 

tanto es necesario repetir los experimentos en 3D, recuperar las células y cuantificar la expresión 

de c-kit. 

La segunda proteína analizada río abajo de c-kit fue ERK 1/2 (Extracellular signal-regulated kinase 

por sus siglas en íngles) que forma parte de la vía de las MAPKs (Misra et. al, 2002; Pandey et. al., 

2005). La determinación de la forma activa de ERK 1/2 muestra la activación paralela a la 

activación de c-kit, lo que demuestra que c-kit es capaz de activar dicha vía. ERK es el último 

elemento de la vía de las MAPKs y se sabe que está sobre activado en cáncer de próstata (Shen y 

Abate, 2010; Weber y Gioeli, 2004). Después de ser activada, se sabe que ERK1/2 activan muchos 

factores de transcripción, como ELK1, y las proteínas cinasas derivadas, que están estrechamente 

relacionadas con la proliferación celular, la apoptosis y la resistencia a los quimiofármacos. Se 

informó que la mutación de K-ras daba como resultado la quimiorresistencia de cáncer de pulmón 

a gefitinib, erlotinib o sunitinib (Liu et al., 2015). N-Ras podría mejorar la adhesión de fibronectina 

y la quimiorresistencia de las células de mieloma (Hoang et al., 2006). H-Ras medió la resistencia 

de las células de cáncer de ovario contra el cisplatino por la vía de señalización de Raf-1/ERK 

(Zhang et al., 2014). Según se informa, la fosforilación de Caveolin-1 mediada por Src en Y14 era 

esencial para la activación de EGFR o su interacción con la integrina β1 promovida por la 

homología de Src dependiente de Fyn y la fosforilación de ERK1/2, que estaba estrechamente 

relacionada con la quimiorresistencia (Hehlgans y Cordes, 2011). La vía de señalización ERK juega 

un papel en varios pasos del desarrollo tumoral (Kim y Choi, 2010). De hecho, algunos 

componentes de la vía Raf-MEK-ERK se activan en tumores sólidos (como el cáncer de próstata o 

de mama) y tumores malignos hematológicos (Rodríguez-Berriguete G. et al., 2010; Grant, 2008). 

El aumento de las expresiones de la vía Raf se ha asociado con CaP avanzado, independencia 

hormonal, metástasis y un mal pronóstico (Keller et al., 2004). Además, las líneas celulares de CaP 

aisladas de pacientes con cáncer avanzado (LNCaP, PC3, DU145) expresaron niveles bajos de 

inhibidores activos de la cinasa Raf (McCubrey et al., 2007). TNF-α actúa como un activador ERK 

en algunos casos relacionados con la inflamación y la proliferación celular. De esta manera, Ricote 

y colbs. (2006) mostró que la fosforilación de ERK se incrementó notablemente por TNF-α de 
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manera dosis-dependiente en células LNCaP. En CaP, la presencia de Raf-1 y MEK1 junto con los 

niveles elevados de ERK1 y ERK2 y sus formas fosforiladas, sugiere que IL-6 podría activar la 

estimulación de la proliferación celular a través de la vía ERK (Keller et al., 2004). De hecho, la 

expresión de IL-6 aumentó en el CaP en comparación con el tejido normal (Keller et al., 2004; 

Wegiel et al., 2008). Además, las células LNCaP que producen IL-6 muestran una mayor 

proliferación, al menos en parte, debido a la activación de ERK (Karkera et al., 2011). 

Recientemente, un ensayo clínico de fase I ha revelado la capacidad de un anticuerpo anti-IL-6 

(siltuximab) para inhibir la fosforilación de ERK1/2 en tumores de próstata (Steiner et al., 2003).  

Gioeli y et al. (1999) demostraron que la activación de ERK está correlacionada con tumores 

malignos. Junttila et al. (Junttila MR., Li SP. y Westermarck J, 2008). demostró en el modelo de 

ratón TRAMP que la activación de ERK está relacionada con la proliferación epitelial prostática y 

el inicio del desarrollo del cáncer de próstata, mientras que la inactivación de ERK se correlaciona 

con la aparición de un fenotipo metastásico e independiente de andrógenos pobremente 

diferenciado. El ERK activado media la activación del receptor de andrógenos y/o la secreción de 

PSA a través del factor de crecimiento receptor tirosina quinasa, Her2/Neu (también conocido 

como erbB2) en células de cáncer de próstata independientes de andrógenos (Grossman et al., 

2001). Otro tema importante de esta vía en el desarrollo de tumores es que la fosforilación por 

ERK de proteínas como la miosina, la calpaína, la cinasa de adhesión focal y la paxilina promueve 

la migración de células cancerosas. Además, ERK puede promover la degradación de las proteínas 

de la matriz extracelular y la consiguiente invasión tumoral (Kim y Choi ,2010). 

 

ERK también puede inducir la fosforilación de moléculas reguladoras apoptóticas, incluidos los 

miembros de la familia bcl-2 (p. Ej., Bad, Bim y controversialmente Bcl-2) y la caspasa 9 (Thakur 

et al. 2009). Hay pruebas que sugieren un efecto protector en las células mediante la activación 

de NF-κB a través de ERK (Zhua et al., 2004, Chu et al., 2008). Tras la estimulación celular, NF-κB 

se transloca al núcleo (Karin, 2006), donde promueve la expresión de varios genes 

antiapoptóticos, como los inhibidores de las proteínas de apoptosis (IAP) (Rodriguez-Berriguete 

et al., 2010) y los miembros de la familia bcl-2 (Aggarwal, 2000). 
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Como se mencionó anteriormente, las CTTs son una subpoblación de células cancerosas y se 

caracterizan por la capacidad de formación de tumores, la autorenovación, la diferenciación 

múltiple, la resistencia a los medicamentos, el crecimiento y la recurrencia del cáncer, dos de las 

cuales fueron estudiadas en este trabajo. Se cree que estas células causan recaída y metástasis al 

dar lugar a nuevos tumores. Las CTTs se caracterizaron la resistencia a múltiples fármacos y la 

expresión de transportadores de casete de unión a ATP. Por lo tanto, se ha encontrado que estas 

células resisten la quimioterapia debido a la sobreexpresión de P-gp, ABC-G2, Bcl-2 y survivina lo 

cual se relaciona con lo discutido acerca de la vía Akt/β-catenina. Encontraron que las células de 

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello resistentes al cisplatino, 5-FU o docetaxel 

mostraron la hiperexpresión de las proteínas marcadoras de células troncales (CD44, CD133, 

ALDH1-A1, NOTCH1, Oct4 y SOX2) y mostraron un aumento en la migración e invasión, 

crecimiento en esferoide, y formación de colonias, que se invirtió mediante la eliminación de 

ALDH1-A1 (Kulsum et al., 2017). Según se informa, las células de cáncer colorrectal CD133+ tenían 

quimiorresistencia a 5-FU a través de survivina y expresión de ABC-G2 (Lee et al., 2015), y la 

desactivación de ABCG2 inhibió la capacidad de auto renovación de estas células, y mejoró la 

apoptosis inducida por quimioterapia (Ma et al., 2016). Por otra parte, encontraron que las células 

tratadas con 5-FU eran capaces de iniciar esferas y metastatizar, y los genes marcadores de células 

troncales sobreexpresados, Oct4 y Nanog (Izumiya et al., 2012). Se observó que la morfina 

mejoraba la capacidad de formación de la mamósfera, la quimiorresistencia y la expresión de 

factores de transcripción relacionados con la potencia (Oct4, Sox2 y Nanog) de las células 

cancerosas mediante la activación de Wnt/β-catenina (Niu et al., 2015), lo que indica que se debe 

tener precaución al emplear morfina para aliviar el dolor del cáncer. Sin embargo, se demostró 

que el tratamiento con genisteína reduce la quimiorresistencia de las células gástricas cancerosas 

a 5-FU y cisplatino mediante la inhibición de la expresión de ABCG2 y la actividad de ERK 1/2 

(Huang et al., 2014). 

Finalmente, en el presente trabajo se observó que las células DU145 son capaces de formar 

esferoides y aumentar su supervivencia al ser estimuladas con SCF. Además de que el SCF no 

funciona como quimiotaxina para estas células. Las células son resistentes a cisplatino y no 

aumenta la sensibilidad de este al administrar Imatinib conjuntamente. Es muy probable que la 
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resistencia al Cisplatino se deba a la inhibición de la apoptosis y la expresión de bombas 

transportadoras que expulsan al quimiofármaco, esto activado por proteínas río debajo de la 

activación de c-kit como Akt, Wnt/β-catenina, MAPKs y NF-κB. 
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Conclusiones 

 En el presenta trabajo se demostró que la activación de c-kit por su ligando SCF tiene 

efecto en la capacidad de supervivencia de las células DU145 en cultivo 3D. 

 La estimulación con SCF no aumenta significativamente la capacidad invasiva de las células 

DU145. 

 La activación de c-kit/SCF aumenta significativamente la supervivencia a la muerte 

inducida por Cisplatino Cisplatino. 

 Se demostró la activación de ERK1/2 dependiente de c-kit y que Akt se encuentra activa 

de manera constitutiva. 

 Se descubrió que las células DU145 son sensibles al Imatinib en dosis menores al 

Cisplatino, por lo que podría sugerirse como una opción al tratamiento de metástasis de 

CaP. 

 

Perspectivas 

 Con la finalidad de confirmar que la activación de c-kit participa en la resistencia a 

Cisplatino se realizira su inhibición con RNA de interferencia. 

 Determinar el perfil de expresión de c-kit en células cultivadas en 3D, además de proteínas 

clave de las vías de señalización activadas por c-kit/SCF. 
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