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1.       RESUMEN 

Los virus del papiloma humano (VPH) son pequeños virus de ADN que muestran un 

tropismo por el epitelio escamoso. Se han identificado más de 220 tipos de VPH, y 

aproximadamente un tercio de estos infectan el epitelio escamoso del tracto genital (Villiers, 

2004). De los VPH genitales, que se transmiten sexualmente, 15 se clasifican como de alto 

riesgo y se consideran los agentes causantes de la mayoría de los cánceres de cuello 

uterino (Walboomers, 1999). Las oncoproteínas E5, E6 y E7 del VPH son los principales 

factores virales responsables del inicio y la progresión del cáncer de cuello uterino, y actúan 

en gran medida superando la regulación negativa del crecimiento celular, por parte de las 

proteínas de la célula huésped, e induciendo inestabilidad genómica (Moody, 2010). A su 

vez, se sabe que los genes E6 y E7 contribuyen de manera más significativa a la 

oncogénesis, y que se expresan constitutivamente en células cancerosas después de la 

integración del ADN viral. 

Durante la tumorigénesis, las células cancerosas sufren cambios en sus 

propiedades mecánicas, como pueden ser disminución en la rigidez, morfología más 

redonda y, a menudo, pueden adoptar un fenotipo más invasivo. No se conoce de forma 

precisa los cambios que sufren las células cancerosas en los estadios intermedios de la 

transformación maligna. Para averiguar esto, nos hemos basado en un modelo pretumoral 

previamente generado transduciendo de forma estable la línea celular HaCaT de 

queratinocitos humanos inmortalizados, pero no tumorigénicos, con los oncogenes E5, E6 y 

E7 del VPH-18, una de las principales causantes del cáncer de cuello uterino. Hemos 

recurrido al uso de microscopía de fuerza atómica (AFM) y microscopía confocal para 

estudiar los cambios mecánicos y morfológicos, respectivamente, en las células HaCaT 

control y HaCaT E5/E6/E7-18. Por medio de AFM, observamos variaciones en la rigidez 

celular, midiendo el módulo de Young y, mediante microscopía confocal, observamos la 

diferencia en la forma celular, ya que en las células HaCaT E5/E6/E7-18 se observó una 

forma más redondeada, mientras que las células HaCaT control tenían una forma más 

alargada y "achatada". En particular, a través de AFM, observamos una disminución 

significativa en el módulo de Young en las células HaCaT E5/E6/E7-18, el cual fue medido 

por nanoindentación en la región central, así como una disminución de la rigidez celular en 

las regiones de contacto célula-célula medida por el modo de mapeo nanomecánico 

cuantitativo "Peakforce Quantitative Nanomechanical Mapping" (PF-QNM). Por lo tanto, en 

nuestros resultados se logró plasmar una correlación entre la rigidez y la alteración en la 

morfología celular, usando las células HaCaT E5/E6/E7-18 como un modelo celular de las 

etapas tempranas de transformación maligna. 
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2.       INTRODUCCIÓN  

 

El término cáncer se utiliza para aludir a un conjunto de enfermedades que se 

pueden originar en órganos o tejidos del cuerpo cuando células anormales crecen de forma 

descontrolada, sobrepasan sus límites habituales e invaden partes adyacentes del cuerpo, 

y/o se propagan a otros órganos (Organización Mundial de la Salud, 2022a). Este último 

proceso se denomina metástasis, y es una importante causa de defunción por cáncer 

(Organización Mundial de la Salud, 2022a). El cáncer es la principal causa de muerte en el 

mundo; en 2020 ocasionó aproximadamente 10 millones de fallecimientos (Ferlay et al., 

2020; Organización Mundial de la Salud, 2022b). 

En el cáncer, las células normales o benignas sufren un proceso de transformación, 

que implica varios pasos, y las lleva a convertirse en células cancerosas. De esta forma, las 

células cancerosas pueden promover la formación de tumores e impulsar la progresión 

tumoral, mediante mutaciones en determinados oncogenes y en genes supresores de 

tumores (Hanahan & Weinberg, 2011). El cáncer comprende determinadas características 

que son adquiridas a lo largo del proceso de transformación maligna. Entre ellas se 

encuentran: una descontrolada proliferación celular, evasión de la muerte celular por 

apoptosis, inmortalización celular, angiogénesis, invasión y metástasis (Hanahan and 

Weinberg, 2000). A su vez, las células tumorales presentan determinadas propiedades 

nanomecánicas que están asociadas a una menor rigidez celular (Raudenska et al., 2018; 

Wala & Das, 2020) y a la resistencia a deformarse (Wala & Das, 2020). Dentro de las 

propiedades mecánicas, están comprendidas el módulo de elasticidad, la rigidez y la 

adhesión de las células, las cuales son importantes para comprender varios procesos 

biológicos, incluidos el crecimiento celular, la migración, la diferenciación, la motilidad y la 

homeostasis tisular para diferenciar las células normales de las cancerosas (Calzado -

Martín et al., 2016; Guillou et al., 2016). Además, dentro de las propiedades previamente 

mencionadas, está incluida la deformabilidad, o la resistencia a la deformación, de una 

célula en respuesta a una carga aplicada. La deformabilidad es una propiedad que permite 

caracterizar las células; es una característica integradora de muchos cambios moleculares. 

Hallazgos recientes han demostrado que la caracterización mecánica es un medio 

alternativo para diagnosticar el cáncer, detectar células raras y predecir el fenotipo 

(Revisado por Darling & Di Carlo, 2015).El comportamiento mecánico de las células 

individuales está fuertemente ligado a sus componentes intracelulares, en particular el 

citoesqueleto (Revisado por Darling & Di Carlo, 2015).El citoesqueleto es una red 

tridimensional altamente interconectada compuesta por tres sistemas principales de 

biopolímeros: microfilamentos, microtúbulos y filamentos intermedios, junto con sus 

proteínas asociadas (Ingber, 1998). Los microfilamentos son polímeros lineales de 
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subunidades de actina que pueden ensamblarse en filamentos helicoidales (Revisado por 

Darling & Di Carlo, 2015). Estos microfilamentos pueden aparecer solos o asociados a 

filamentos de miosina. Estas últimas estructuras representan los microfilamentos 

contráctiles que generan tensión, que se transmite continuamente a través de toda la red de 

actina interconectada y, por lo tanto, de toda la célula. En las células vivas, los filamentos de 

actina casi siempre exhiben una forma muy lineal, lo que sugiere que están continuamente 

bajo tensión (Ingber, 1998). La actina filamentosa (actina-F) se organiza en tres estructuras 

principales: el citoesqueleto de la membrana plasmática, el anillo de actina cortical, y las 

fibras de estrés (Prasain & Stevens, 2009). Los microtúbulos son polímeros tubulares 

huecos compuestos de diferentes isotipos de monómero de tubulina. Estos biopolímeros 

resisten la flexión y la torsión (Janmey, 1991) y comúnmente exhiben una morfología 

altamente curvada o pandeada en las células vivas (Ingber, 1998). Los filamentos 

intermedios están compuestos por diferentes monómeros proteicos, según el tipo de célula 

específico (Ingber, 1998). Estos filamentos son muy flexibles (Leterrier et al., 1996) y en las 

células vivas aparecen en una forma muy extendida, estirándose desde el borde del núcleo 

hasta sitios discretos de adhesión célula-célula y célula-matriz extracelular (MEC) en la 

periferia celular (Ingber, 1998).Los tres tipos de polímeros están organizados en redes que 

resisten la deformación, pero pueden reorganizarse en respuesta a fuerzas aplicadas desde 

el exterior, y tienen funciones importantes en la organización y el mantenimiento de la 

integridad de los compartimentos intracelulares (Fletcher & Mullins, 2010). El citoesqueleto, 

conformado por los componentes anteriormente mencionados, actúa en conjunto para 

equilibrar las cargas de tracción y compresión, y contribuye al fenotipo mecánico de una 

célula. (Heindermann et al., 1999; Mahaffy et al., 2000; Rotsch & Radmacher, 2000). 

Por otra parte, los componentes del citoesqueleto pueden sufrir reorganización 

(Benedetti & Reyes, 2015), mediante un proceso que se conoce como transición epitelio-

mesénquima (EMT), el cual es el proceso morfogenético mediante el cual las células 

epiteliales se transforman en células mesenquimales (Thiery, 2002). Este proceso puede 

inducir a las células a adoptar un fenotipo más invasivo y migratorio (Kalluri, 2009). Mientras 

que las células epiteliales están firmemente unidas entre sí y con la matriz extracelular 

subyacente (MEC), las células mesenquimatosas están poco compactas y son más 

susceptibles a migrar. Dicho esto, en el cáncer ocurre muchas veces que las células 

durante el proceso de transformación maligna pierden proteínas de adhesión célula-célula, 

tales como la E-cadherina, lo cual contribuye a una mayor migración celular, resultando en 

invasión y metástasis (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Durante la tumorigénesis, las propiedades mecánicas de las células cancerosas 

cambian notablemente, con una disminución de la rigidez que a menudo acompaña a un 

fenotipo más invasivo (Venkatesh et al., 2008; S. Li et al., 2011; Garteiser et al., 2012). Se 

https://es.wikipedia.org/wiki/Morfogénesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Epitelio
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conocen menos los cambios en los parámetros mecánicos en etapas intermedias del 

proceso de transformación maligna. Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha 

desarrollado un modelo de células pretumorales mediante la transducción estable de la 

línea celular HaCaT, de queratinocitos humanos inmortalizados, pero no tumorigénicos, con 

los oncogenes E5, E6 y E7 del VPH-18. El VPH es el agente etiológico del cáncer de cuello 

de útero, y el principal responsable de otros tipos cánceres, tales como el carcinoma 

orofaríngeo. Cabe destacar que la preparación de esta línea celular fue llevada a cabo por 

mi cotutora Jimena Hochmann (Hochmann et al., 2020). En el presente trabajo se utilizó 

dicha línea celular para estudiar cambios mecánicos en el proceso de transformación 

maligna, debido a la presencia de los oncogenes virales E5, E6 y E7 del VPH-18. En la 

sección Materiales y Métodos se explica el método de generación de la línea celular HaCaT 

E5/E6/E7-18, establemente transducida con los oncogenes E5, E6 y E7 del VPH-18. Las 

oncoproteínas virales E5, E6 y E7 de los VPH de alto riesgo oncogénico son los principales 

factores virales responsables de la transformación maligna y de la progresión a cáncer 

cervical. (Hochmann et al, 2020). A su vez, se sabe que los genes E6 y E7 contribuyen de 

manera más significativa a la oncogénesis, y que se expresan constitutivamente en células 

cancerosas después de la integración del ADN viral. La proteína E6 es capaz de unirse a la 

proteína supresora de tumores p53 para inducir su ubiquitinación y posterior degradación 

proteasomal (Scheffner et al., 1990). De manera similar, E7 se une a la proteína 

retinoblastoma (Rb), también un supresor de tumores, y facilita la degradación proteasomal 

(Dyson et al., 1989). Como resultado de la proteólisis de dos supresores tumorales 

fundamentales como p53 y Rb, la célula huésped pierde la capacidad de entrar en 

apoptosis o senescencia, o de detener el ciclo celular, creando un ambiente ideal para la 

producción viral y la oncogénesis (Waku et al., 2020). Por lo tanto, esto contribuye a la 

progresión incontrolada del ciclo celular, la inestabilidad genómica y la inmortalización 

celular (Munger et al., 1989a; Munger et al., 1989b; Scheffner et al., 1990; Stöppler et al., 

1997; Moody & Laimins, 2010). Por otro lado, E5 es una proteína transmembrana pequeña 

de 8,3 kDa (VPH-18) e hidrofóbica que se localiza principalmente en las membranas 

intracelulares del retículo endoplasmático (RE) y el aparato de Golgi. Esta proteína es capaz 

de estimular la proliferación celular formando complejos con el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) en la membrana celular (Venuti et al., 2011; DiMaio & Petti, 2013). 

Además, interfiere en la comunicación célula-célula, la adherencia y motilidad celular 

(Venuti et al., 2011). 

Considerando las propiedades nanomecánicas de las células, uno de los métodos 

para estudiarlas ha sido la microscopía de fuerza atómica (AFM). Esta es una técnica de 

caracterización de superficies de alta resolución y se utiliza para realizar medidas 

topográficas y estudiar propiedades tales como, elasticidad, adhesión, altura, dureza, 
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disipación de la energía y deformación plástica (Díaz, 2004; Bianchi et al., 2016). Entre las 

diferentes técnicas para analizar la mecánica celular, la AFM se destaca por proporcionar 

mapas de alta resolución de las propiedades mecánicas de las células y la caracterización 

cuantitativa de estas y, además, es una técnica confiable para correlacionar la mecánica 

con la morfología celular (Haase & Pelling 2015; Gavara & Chadwick 2017). En los últimos 

años, la AFM se ha utilizado ampliamente para aplicaciones biológicas y médicas (Fung et 

al., 2011). Se ha demostrado que las células cancerosas exhiben una rigidez mucho menor 

que las células benignas y, por lo tanto, un módulo de Young menor (Lekka et al., 1999; 

Fung et al., 2011; Luo et al., 2016; Alibert et al., 2017), lo que probablemente refleja los 

cambios en el citoesqueleto asociados con la transformación. (Lekka et al.,1999; Fung et al., 

2011). El módulo de Young es una constante que relaciona la deformación con la tensión, 

que se define como la relación entre la tensión 𝝈, o fuerza por unidad de área, y la 

deformación, 𝜸; para deformaciones pequeñas, se cumple la ley de Hooke, que establece 

que la tensión y la deformación son directamente proporcionales. En esos casos, se cumple 

por lo tanto que: 𝐸 = 𝜎 𝛾⁄  (Gardel et al., 2004). A su vez, el módulo de Young es una 

medida de la rigidez de los materiales. En el caso de las células, el módulo de Young está 

determinado principalmente por la resistencia del citoesqueleto a una deformación inducida 

por una fuerza externa (Fletcher & Mullins, 2010). La rigidez se mide en experimentos de 

AFM al monitorear la fuerza ejercida por una pequeña punta -parte del cantiléver (ver en 

Materiales y Métodos, en la sección “Estudio de las propiedades mecánicas de las células 

por microscopía de fuerza atómica”)-, a medida que se reduce su distancia con respecto a 

la célula (Calzado-Martín et al., 2016). Una mayor resistencia a la deformación conlleva una 

fuerza mayor, por lo tanto, implica una mayor deflexión del cantilever (Calzado-Martín et al., 

2016). 

En varios estudios se demostró que la baja rigidez celular podría servir como 

marcador de motilidad celular y potencial maligno (Cross et al., 2007; Cross et al., 2011; Luo 

et al., 2016). Asimismo, la disminución de la rigidez asociada a las células cancerosas se ha 

relacionado con la deformabilidad del citoesqueleto, que está implicada en la metástasis 

(Ochalek et al., 1988). Por otra parte, el método de AFM también ha sido utilizado para 

estudiar los cambios en la morfología celular de los queratinocitos humanos (Rieti et al., 

2002, 2004). 

Las propiedades mecánicas de las células se definen principalmente por la 

estructura del citoesqueleto de actina (Radmacher, 2002; Fletcher & Mullins, 2010). En un 

estudio realizado por Efrenov et al. (2014), se demostró que las células normales 

presentaban fibras de estrés de actina bien pronunciadas, mientras que la transformación 

celular conducía a la falta de dichas fibras o, en algunos casos, se observaban haces de 

actina residuales. A su vez, la disminución del módulo de Young en las células 
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transformadas fue consistente con los cambios morfológicos y el reordenamiento del 

citoesqueleto de actina observado por microscopía fluorescente (Efrenov et al., 2014). Esto 

evidencia el hecho de que las células cancerosas muestran distintas alteraciones en la 

morfología y la estructura del citoesqueleto de actina en comparación con las células 

normales y, en consecuencia, el módulo de Young varía. 

Por otra parte, la rigidez intrínseca reducida de las células cancerosas se asocia con 

una mayor redondez celular, a diferencia de las células normales, en las que la morfología 

celular se vuelve menos redondeada con el aumento de la rigidez (Yeung et al., 2005; 

Cross, 2007; Chiang et al., 2013). La circularidad o redondez se expresa como: 

𝑝𝑒𝑟í𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜2 4𝜋á𝑟𝑒𝑎⁄  , donde á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑢𝑛 𝑐í𝑟𝑐𝑢𝑙𝑜 = 𝜋𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜2 ,y 𝑝𝑒𝑟í𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 = 𝜋2𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜 (Chiang 

et al., 2013; Muzzio, 2017). En el caso de un círculo, se puede ver rápidamente que 

𝑐𝑖𝑟𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 = 1. Los valores de circularidad o redondez cercanos a 1 indican que las 

células tienen forma redondeadas, no presentan filapodios largos y, en general, tienen 

adhesión reducida (Muzzio, 2017). 

Tal como mencionamos anteriormente, el comportamiento mecánico de las células 

individuales depende fundamentalmente de la organización del citoesqueleto, que a su vez 

determina la morfología celular, siendo esta última un parámetro fácil de medir y que se 

correlaciona con las propiedades mecánicas celulares. Por lo tanto, en este trabajo 

estudiaremos, por medio de microscopía de fuerza atómica y microscopía confocal, las 

propiedades mecánicas celulares y la morfología celular, respectivamente. Nuestro modelo 

de estudio será la línea celular HaCaT control y la línea HaCaT conteniendo los oncogenes 

virales del VPH-18 (HaCaT E5/E6/E7-18), la cual representa un estadio intermedio en el 

desarrollo tumoral. De esta forma, intentaremos determinar los cambios mecánicos y 

morfológicos que ocurren a medida que las células avanzan en el proceso de 

transformación maligna.   
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3.       OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo general: 

El objetivo de esta tesina es estudiar las propiedades morfológicas y nanomecánicas 

de las células HaCaT control y las células transducidas con los oncogenes virales E5/E6/E7 

del VPH-18 (HaCaT E5/E6/E7-18), con el fin de determinar si existen diferencias en dichas 

propiedades entre ambos tipos celulares que indiquen un posible rol de los oncogenes del 

VPH-18 sobre la mecánica y morfología celular. 

 

3.2. Objetivos específicos: 

- Obtener los valores del módulo de Young para evaluar la rigidez celular en células 

HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18 

- Estudiar la morfología celular mediante la visualización del citoesqueleto de actina 

con la sonda faloidina en ambos tipos celulares 

- Evaluar si existe un correlato entre las propiedades morfológicas y nanomecánicas 

de ambos tipos celulares 
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4.      MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1. Líneas y cultivos celulares 

 

Se utilizó, como modelo de estudio, la línea celular HaCaT, que son queratinocitos 

humanos inmortalizados espontáneamente. Esta línea celular fue cotransducida con los 

oncogenes virales del VPH-18 mediante un sistema retroviral, empleando dos retrovirus: 

uno de ellos contiene el oncogén E5 del VPH-18 y presenta el gen de resistencia al 

antibiótico Puromicina (MSCV-E5-18), y el otro contiene los oncogenes E6 y E7 del VPH-18 

(pLXSN E6/E7-18), el cual presenta un gen de resistencia al antibiótico Geneticina. De esta 

forma, las células HaCaT E5/E6/E7-18 fueron obtenidas mediante la coinfección de ambos 

vectores simultáneamente, y luego seleccionados con los respectivos antibióticos.  

Para el crecimiento y propagación de las células se utilizó medio de cultivo DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium: Capricorn) baja glucosa, al que se le adicionó 10% 

de SFB (suero fetal bovino) y antibióticos (Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina). Las 

células se mantuvieron en estufa a 37°C y una atmósfera con 5% de CO2. 

Cuando las células adquirieron una confluencia aproximada de 80%, se realizaron 

pasajes a botellas de cultivo, placas de Petri o placas con fondo de vidrio, dependiendo del 

ensayo a realizar. Una vez por semana se realizó cambio de medio y pasaje por cada línea 

celular. En cada pasaje se hizo un lavado con PBS (buffer fosfato salino) 1X y tripsinización; 

se retiró el medio de cultivo y se añadió Tripsina-EDTA (Lonza) al 0.25% (ya prediluída en 

PBS 1X), luego fueron incubadas durante 5 minutos a 37°C y 5% de CO2. Una vez 

transcurridos los minutos de incubación, se resuspendieron las células en medio de cultivo 

fresco, y se transfirió la suspensión a nuevas placas de Petri, añadiendo además medio 

fresco, de acuerdo con la dilución pensada. 

 

4.2. Estudio de propiedades nanomecánicas de las células por microscopía de fuerza 

atómica 

 

Con el fin de evaluar las diferencias nanomecánicas entre las células HaCaT control 

y las HaCaT E5/E6/E7-18, se utilizó el Microscopio de Fuerza Atómica (BioScope Catalyst, 

Bruker, CA, USA) del Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE), que 

tiene acoplado un microscopio invertido de contraste de fase Olympus IX81. Se utilizó AFM 

en los modos de nanoindentación y Peakforce-Quantitative Nanomechanical Mapping.  

Para las medidas con AFM se utilizó una sonda (Bruker, Camarillo, CA, EE. UU.), 

que consiste en una punta piramidal de nitruro de silicio unida a un cantilever rectangular. El 

cantiléver se comporta como un resorte y posee una constante de resorte de 0.03 N/m, de 
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tal forma que la fuerza ejercida sobre la célula por el cantiléver hace que este se desvíe 

(Spedden & Staii, 2013). La desviación o deflexión del cantiléver es registrada y, en 

conjunto con la constante de resorte, permite calcular la fuerza (así como la tensión) 

ejercida sobre la célula (ver figura 1). 

Mediante el uso del modo de nanoindentación, se obtuvieron curvas de fuerza-

indentación para diferentes puntos en la región central de la célula; entre 200 a 400 curvas 

de fuerzas fueron capturadas para cada célula. En base a esto, se obtuvo el módulo de 

Young, en el que la fuerza se determina multiplicando la deflexión por la constante del 

resorte del cantilever, siguiendo la ley de Hooke (Luo et al., 2016), 𝐹 = 𝑘𝑑 , donde k es la 

constante de resorte del cantilever y d es la medida de la deflexión del cantilever (Rauschert 

et al., 2017). Es preciso señalar que la nanoindentación es un método que consiste en 

someter a deformación controlada un material cuyas propiedades mecánicas, como el 

módulo de Young, no se conocen; esto se realiza con el uso de un indentador (punta del 

cantilever) más duro que la célula, hecho de un material del que sí se conocen tales 

propiedades (Arroyave, 2008). Por otro lado, mediante el modo PF-QNM, se crea una 

imagen topográfica, imagen de error, a partir del voltaje aplicado al escáner piezoeléctrico Z, 

de modo que el valor máximo de la fuerza para cada medida se mantenga constante a lo 

largo del escaneo XY (Calzado-Martín et al., 2016). Además, las imágenes del módulo de 

Young de alta resolución capturadas por PF-QNM se obtienen por el registro de una gran 

variedad de curvas de fuerza-indentación, una para cada píxel de la imagen (Calzado-

Martín et al., 2016; Hu et al., 2019), y se realiza un ajuste en tiempo real en base al modelo 

de Sneddon et al. (1965), que se describirá más adelante (Rosso, 2011; Calzado-Martín et 

al., 2016). 

El procedimiento fue el siguiente: en primer lugar, las células fueron cultivadas en las 

condiciones descritas en la sección de Materiales y Métodos 4.1 ("Líneas y cultivos 

celulares"). Las células se sembraron en placas de cultivo de plástico de 60 mm y se 

mantuvieron en estufa durante 48 horas. Cabe destacar que, para realizar las medidas por 

AFM, la confluencia celular no debía superar el 50%. A través del microscopio de contraste 

de fases se eligió la célula a medir y se direccionó el cantiléver hacia ella para tomar las 

medidas. Se buscó que la punta del cantiléver apunte hacia el centro de la célula. El mapeo 

de las propiedades mecánicas de las células se midió a través de la deflexión del cantilever, 

durante el escaneo completo de la superficie de una célula; la fuerza entre la punta y la 

muestra es lo que provoca la deflexión del cantilever (Rosso, 2011). De forma simultánea, 

un detector mide dicha deflexión a medida que la punta se desplaza sobre la superficie de la 

célula (Rosso, 2011). Una vez que la punta se aproxime a la superficie de la célula, se pone 

en contacto con ella y se retrae de la superficie y, posteriormente, se obtiene la curva 

fuerza-indentación (Wala & Das, 2020). En este sentido, para la obtención de las curvas 
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fuerza-indentación, la muestra se comprime por la indentación de la punta de AFM y se 

analiza la respuesta elástica de la muestra bajo esta fuerza de carga (Domke & Radmacher, 

1998).  

Los cálculos correspondientes al módulo de Young obtenidos por medio del uso del 

modo nanoindentación, fueron realizados siguiendo el modelo de Hertz (Hertz, 1882; Sirghi 

et al., 2008; Rauschert et al., 2017), el cual se aplica a indentadores piramidales o cónicos, 

y considera que la fuerza de indentación equilibra la fuerza elástica del citoesqueleto celular 

y la fuerza de adhesión de la membrana celular (Sirghi et al., 2008). La fuerza total ejercida 

por el indentador piramidal está dada por la siguiente ecuación:  

𝐹(ℎ) =
4𝜋𝐸𝑡𝑎𝑛𝛼

(1 − 𝜐2)𝜋3 2⁄ ℎ2 

donde, F= fuerza total aplicada; ℎ = profundidad de la indentación; E= módulo de 

Young; α= semiángulo de la punta piramidal y 𝝊= coeficiente de Poisson de la muestra 

(Rauschert et al., 2017) (el coeficiente de Poisson correlaciona la compresión que se 

observa en un material cuando este es estirado). 

 

Por otra parte, los cálculos correspondientes al módulo de Young, por medio de PF-

QNM, fueron realizados basándonos en el modelo de Sneddon, el cual se aplica a 

indentadores piramidales o cónicos para una muestra plana y blanda (Sneddon, 1965; 

Rotsch et al., 1999; Laurent et al., 2005). Para dicho modelo, la fuerza está dada por la 

siguiente ecuación: 

𝐹 = 𝛿2
2

𝜋

𝐸

(1 − 𝜐2)
𝑡𝑎𝑛𝛼 

donde, F= fuerza aplicada entre la punta y la muestra (en un rango donde se cumple 

la Ley de Hooke); δ= penetración; E= módulo de Young; α= ángulo de apertura de la punta 

piramidal y 𝝊= coeficiente de Poisson de la muestra (Rosso, 2011; Calzado-Martín et al., 

2016). 
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Figura 1: Diagrama de funcionamiento del microscopio de fuerza atómica (AFM). Extraído y modificado desde 

https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Atomic_force_microscope_block_diagram.png (imagen libre de copyright). 

 

 

4.3. Estudio de la morfología celular mediante la visualización del citoesqueleto de actina 

por microscopía confocal 

 

Con el objetivo de visualizar la expresión del citoesqueleto de actina se empleó la 

sonda de actina filamentosa (actina-F) faloidina, de alta afinidad, la cual se utiliza conjugada 

a distintas sondas fluorescentes. En nuestro caso, usamos faloidina conjugada a las sondas 

Alexa Flúor 647 y 488 (Invitrogen, MA, EE. UU). 

Una vez incubadas las células durante 48 horas en placas con fondo de vidrio 

(Celvis, CA, EE. UU), y estando en una confluencia aproximada de 50%, se procedió a fijar 

las mismas con PFA (paraformaldehído) al 4% disuelto en PBS 1X y se incubó por 10 

minutos. Se adicionó a cada placa donde se fijaron las células una solución conformada por 

PBS 1X, faloidina 647 (faloidina conjugada a Alexa flúor 647) dilución 1/200 y DAPI (4',6-

diamidino-2-fenilindol: Invitrogen) dilución 1/1000 para teñir los núcleos, y se incubó por 15 

minutos. Finalmente, visualizamos las células en el microscopio confocal Zeiss LSM 800 del 

IIBCE. 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Atomic_force_microscope_block_diagram.png
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4.4. Obtención de imágenes mediante microscopía confocal 

 

Para la visualización de la morfología celular de las células HaCaT control y HaCaT 

E5/E6/E7-18 marcadas con faloidina conjugada a la sonda Alexa Flúor 647, se utilizó el 

microscopio confocal Zeiss LSM 800 del IIBCE.   

Se obtuvieron imágenes en el plano XY a distintas alturas en el eje z de las células, 

de modo de obtener los así llamados "z-stack". A partir de dichos z-stack, es posible 

reconstruir los planos XZ e YZ, y de este modo obtener el perímetro de las células. Las 

células más achatadas tendrán, por ende, un perímetro de forma más alargada, mientras 

que células redondeadas tendrán un perímetro más circular (para visualizar más claramente 

esta explicación, ver figura 6 A-C). 

 

4.5. Análisis de la circularidad celular utilizando el programa Fiji/ImageJ 

 

Luego de haber obtenido las imágenes mediante el uso del microscopio confocal, 

estas fueron procesadas en el programa Fiji/ImageJ. Utilizando la herramienta “orthogonal 

views” se trazaron secciones transversales, a través del centro de la célula, para la 

reconstrucción de los planos XZ-YZ. A continuación, se trazó el perímetro de la célula a 

analizar para medir el parámetro de circularidad, y se obtuvo el valor de circularidad 

correspondiente (figura 6 D). 

 

4.6. Análisis de las zonas de contacto célula-célula utilizando el programa Fiji/ImageJ 

 

Partiendo de las imágenes obtenidas con AFM, por medio del modo PF-QNM, se 

identificaron las zonas de contacto célula-célula y se obtuvieron los valores de módulo de 

Young en dichas regiones. Para ello, se midió el “mean gray value” con el programa ImageJ 

señalando, a través del trazado de un rectángulo, las regiones donde se localizaban las 

zonas de contacto célula-célula. 

 

4.7. Análisis estadístico 

 

Se utilizó el programa GraphPad Prism versión 8.0.1 para realizar los análisis 

estadísticos y sus representaciones gráficas correspondientes, para las medidas de 

circularidad y las distintas medidas de módulo de Young realizadas. La significancia 

estadística se evaluó mediante la prueba t de Student. 
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5.      RESULTADOS 

 

5.1. Análisis de la estructura y nanomecánica celular por medio de AFM 

 

En la figura 2 A se muestran ejemplos típicos de las curvas de fuerzas 

correspondientes a las líneas celulares HaCaT control (azul) y HaCaT E5/E6/E7-18 (rojo). 

En el gráfico se representa la primera parte del análisis de curvas de fuerza, que es la 

carga. La indentación es una medida de altura, que se mide en el eje Z. Cuando los valores 

de indentación son negativos, la punta no está en contacto con la célula, mientras que, 

cuando los valores se vuelven positivos, implican qué tanto penetró la punta en la célula. A 

medida que la indentación aumenta, la fuerza también, ya que la célula ejerce resistencia a 

que la punta entre. Conforme se visualiza en la figura 2 A, en las células HaCaT control, a 

un mismo valor de indentación, se requiere una fuerza mayor para la indentación, que en 

las células HaCaT E5/E6/E7-18; mientras que en estas últimas se requiere una fuerza 

menor. En suma, si bien la indentación es la misma, lo que varía es la fuerza requerida para 

que la punta penetre la misma distancia, la cual es diferente para cada línea celular. Por lo 

tanto, esto se asocia con la rigidez de las células, ya que se requiere una fuerza mayor para 

penetrar y deformar las células más rígidas, que en este caso son las HaCaT control. 

En las figuras 2 B y 2 C, se representan de forma gráfica los valores de módulo de 

Young correspondientes a las células HaCaT E5/E6/E7-18 y HaCaT control, obtenidos 

mediante los modos de AFM nanoindentación y PF-QNM, respectivamente. Por ambos 

métodos, hay una diferencia significativa entre HaCaT E5/E6/E7-18 y HaCaT control, 

observándose valores mayores de módulo de Young en las células HaCaT control, con 

respecto a las HaCaT E5/E6/E7-18, reflejando una mayor rigidez en las HaCaT control. 
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Figura 2: Análisis de las propiedades mecánicas de HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18, por medio de los 

modos nanoindentación y PF-QNM de AFM. A) Curvas de fuerza-indentación para HaCaT control y HaCaT 

E5/E6/E7-18. B) Valores del Módulo de Young obtenidos a partir de las curvas de fuerza-indentación. Se 

midieron 19 células para cada línea celular. Los valores obtenidos fueron 38.9 ± 18.4 kPa y 67.1 ± 37.7 kPa para 

las células HaCaT E5/E6/E7-18 y las células HaCaT control, respectivamente (p= 0.006). C) Valores del módulo 

de Young obtenidos a partir de las mediciones por PF-QNM. Se midieron 28 y 37 células para HaCaT E5/E6/E7-

18 y HaCaT control, respectivamente. Los valores obtenidos fueron 52.8 ± 12.8 kPa y 76.4 ± 25.3 kPa, 

respectivamente (p= 0.00005). 

 

5.2. Visualización de la estructura y nanomecánica celular mediante AFM 

 

En las figuras 3 A-B se representan los mapas topográficos (imágenes de error) y 

mapas de propiedades nanomecánicas (imágenes del módulo de Young), obtenidos 

mediante el modo PF-QNM para las células HaCaT control y para las células HaCaT 

E5/E6/E7-18, respectivamente. En las imágenes de error, se representa la topografía y 

textura de las células; también se observan los límites y las uniones celulares 

correspondientes. En relación con las imágenes del módulo de Young, los colores más 

claros representan los valores más altos de este, es decir, aquellas regiones de mayor 

rigidez. Por lo tanto, las regiones más oscuras son las menos rígidas.  
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En las células HaCaT control (figura 3 A), en la imagen de error se puede visualizar 

la estructura celular y las uniones entre las células. En la figura 3 A, correspondiente al 

módulo de Young, se observan regiones con una mayor tendencia hacia color amarillo; esto 

refleja, dentro de la escala, que son regiones con módulo de Young alto. Por lo tanto, 

correspondería a regiones más rígidas. 

Por otra parte, en cuanto a las células HaCaT E5/E6/E7-18, la imagen de error 

también permite visualizar la estructura celular, pero las uniones entre las células se 

observan difusas (figura 3 B). Con respecto a la imagen del módulo de Young (figura 3 A-B), 

se observa que predominan los tonos oscuros, que corresponden a los valores más bajos 

dentro de la escala utilizada.  Esto quiere decir que estas células presentan valores de 

módulo de Young más bajos y serían menos rígidas que las células HaCaT control. 
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Imagen de error                  Módulo de Young 

A       
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Figura 3: Imágenes de error y de módulo de Young, obtenidas mediante PF-QNM. Escala de 0 a 300 kPa. A) 

HaCaT control y B) HaCaT E5/E6/E7-18. 

 

 

5.3. Visualización de los contactos célula-célula y la rigidez asociada 

 

En la figura 4 A también se observan imágenes obtenidas mediante el modo PF-

QNM de AFM, para las células HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18. Por un lado, se 

observan las imágenes de error, donde se aprecia la estructura celular y, por otro, las 

imágenes correspondientes al módulo de Young. Además, se señalan algunas de las 

regiones de contacto célula-célula. Dichas regiones fueron recuadradas para medir la 

intensidad promedio del color en la región, siguiendo una escala secuencial de color gris (de 
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0 a 300 kPa), lo cual fue llevado a cabo mediante el uso del programa ImageJ. Una vez 

obtenidos los valores promedio del módulo de Young en las regiones de contacto célula-

célula, se realizó una prueba t de Student, que arrojó un resultado significativo. En la figura 

4 B, se muestra que en las células HaCaT control las regiones de contacto célula-células 

presentan valores altos de rigidez. En cambio, en las células HaCaT E5/E6/E7-18, los 

valores de rigidez en los contactos célula-célula son más bajos, por lo tanto, la rigidez en las 

zonas de contacto célula-célula es menor que en las células HaCaT control. 

 

 

Figura 4: Mapeo mecánico y visualización de las uniones célula-célula en células HaCaT control y HaCaT 

E5/E6/E7-18 por PF-QNM. A) Mapeo mecánico y topográfico para ambas líneas celulares. Se resaltan las zonas 

de contacto célula-célula. Se utilizó una escala de intensidad de color gris equivalente a un rango desde 0 a 300 

kPa. B) Análisis estadístico de las medidas del módulo de Young en las regiones de contacto célula-célula, las 

cuales fueron obtenidas a partir de los mapas mecánicos, tal como se muestra en A), utilizando el programa 

ImageJ. Fueron medidas 7 y 10 células HaCaT E5/E6/E7-18 y HaCaT control, respectivamente (p= 0.0054). 

Barra de error: 10 μm. 

 

5.4. Visualización del citoesqueleto de actina por microscopía confocal 

 

En la figura 5, se visualiza en color verde la presencia de actina filamentosa en 

ambos tipos celulares, mediante el uso de la sonda faloidina conjugada con la sonda 

fluorescente Alexa Flúor 488. Tanto la línea celular HaCaT control, como HaCaT E5/E6/E7-

18, presentan citoesqueleto de actina prominente.  
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A          B 

       
Figura 5: Visualización de actina filamentosa en células A) HaCaT control y B) HaCaT E5/E6/E7-18. Se utilizó la 

sonda fluorescente de actina-F faloidina conjugada con la sonda fluorescente Alexa Flúor 488. 

 

 

5.5. Análisis de la morfología celular mediante reconstrucción de planos XZ e YZ y medidas 

de circularidad 

 

En la figura 6 A-B se observa la visualización de la morfología celular a través de la 

marcación del citoesqueleto de actina en las células HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18, y 

la reconstrucción de los planos XZ-ZY en las secciones indicadas (líneas amarillas). Se 

observan diferencias morfológicas entre las células HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18. 

Las células HaCaT E5/E6/E7-18 presentan una forma más redondeada, mientras que las 

células HaCaT control son menos redondeadas; estas presentan una forma más irregular y 

“achatadas”. A partir de las reconstrucciones de planos XZ e YZ, pudimos observar una 

tendencia a contornos celulares más achatados en las células HaCaT control, y más 

redondeados en HaCaT E5/E6/E7-18. 

Con el objetivo de verificar estos resultados, se cuantificó la circularidad de ambas 

líneas celulares, delimitando el contorno celular mediante la herramienta “free hand 

selection” (selección a mano alzada) del programa ImageJ. En la figura 6 C se muestra un 

ejemplo de trazado del contorno celular. Para cada contorno celular así trazado, se midió el 

parámetro de circularidad. Se compararon los datos medidos de circularidad entre ambas 

líneas celulares mediante la prueba t de Student, y se representaron gráficamente las 

medias comparativas (figura 6 D). Para las medidas de las células HaCaT control y HaCaT 

E5/E6/E7-18 se realizaron 24 y 23 medidas, respectivamente. El resultado fue 
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estadísticamente significativo (p= 0.000007). En células HaCaT control los valores de 

circularidad son más bajos que en las células HaCaT E5/E6/E7-18. Cabe destacar que las 

células redondeadas son las que presentan menor rigidez, las cuales son HaCaT E5/E6/E7-

18; mientras que las HaCaT control son las células más "achatadas" y rígidas. Esta relación 

entre menor rigidez y mayor redondeamiento ya había sido demostrada en otros estudios 

(Stroka & Aranda-Espinoza, 2011; Chiang et al., 2013). 

 

 

 
 

 
Figura 6: Medidas de circularidad en A) HaCaT control y B) HaCaT E5/E6/E7-18. Se utilizó la sonda de actina-F 

faloidina conjugada con la sonda fluorescente Alexa Flúor 647. Las imágenes fueron obtenidas por microscopía 

confocal para visualizar toda la superficie celular y las reconstrucciones XZ-ZY fueron hechas en los planos 

indicados (líneas amarillas). C) Trazado del contorno celular para obtener los valores de circularidad. El análisis 

de las células y las medidas de circularidad fueron realizadas con el programa ImageJ, utilizando el comando 

“measure”. Se seleccionó una célula, trazando su contorno, para tomar la medida. D) Análisis estadístico de las 

medidas de circularidad. Para las medidas de circularidad de las células HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18 

se utilizó el programa ImageJ; se realizaron 24 y 23 medidas, respectivamente. Se realizó una prueba t de 

Student para evaluar la significancia estadística. 
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6.      DISCUSIÓN 

 

En este trabajo, demostramos que las células HaCaT E5/E6/E7-18 presentan una 

menor rigidez que las HaCaT control, tanto en las regiones centrales de la célula como en 

las zonas de contacto célula-célula. Llegamos a esta conclusión a partir de los valores de 

módulo de Young obtenidos, ya que, para las células HaCaT E5/E6/E7-18, se obtuvieron 

valores más bajos de módulo de Young que para las HaCaT control. A su vez, se observó 

mediante microscopía confocal que las células HaCaT E5/E6/E7-18 presentan una 

morfología más redondeada que la de su contraparte control; estas últimas poseen una 

forma más alargada y “achatada”. Esto ya había sido demostrado en trabajos anteriores 

(Yeung et al., 2005; Cross et al., 2007; Chiang et al., 2013), donde se señalaba que la 

rigidez intrínseca reducida de las células cancerosas se asocia con una mayor redondez 

celular, a diferencia de las células normales, en las que la morfología celular se vuelve 

menos redondeada con el aumento de la rigidez. En estudios previos realizados por mi 

cotutora Jimena Hochmann (Hochmann et al., 2020) se demostró que la expresión de los 

oncogenes E5/E6/E7 del VPH-18 en queratinocitos humanos inmortalizados conducía a un 

incremento de la invasión, proliferación y de los niveles de ROS (especies reactivas de 

oxígeno) endógenas. Por consiguiente, en el presente trabajo buscamos estudiar los 

efectos que podrían causar la acción coordinada de los tres oncogenes del VPH-18 sobre la 

mecánica celular y la morfología. De esta manera, logramos relacionar la presencia de 

estos oncogenes con alteraciones en las propiedades mecánicas y morfológicas en las 

células HaCaT E5/E6/E7-18.  

Los virus del papiloma humano (VPH) son pequeños virus de ADN que muestran un 

tropismo por el epitelio escamoso. Se han identificado actualmente más de 220 tipos de 

VPH, y aproximadamente un tercio de estos infectan el epitelio escamoso del tracto genital 

(de Villiers et al., 2004). De los VPH genitales, que se transmiten sexualmente, 15 se 

clasifican como de alto riesgo y se consideran los agentes causantes de la mayoría de los 

cánceres de cuello uterino (Walboomers et al., 1999). Las oncoproteínas E5, E6 y E7 del 

VPH son los principales factores virales responsables del inicio y de la progresión del 

cáncer de cuello uterino, y actúan en gran medida suprimiendo la función de factores 

reguladores del ciclo celular de la célula hospedera, desencadenando de esta forma una 

proliferación desmedida (Moody & Laimins, 2010). Ha sido reportado que estas 

oncoproteínas virales poseen la capacidad de transformar ciertas células humanas in vitro, y 

se considera que están asociadas con la carcinogénesis cervical humana in vivo (Hawley-

Nelson et al., 1989; Leechanachai et al., 1992)⁠. La expresión de proteínas E7 de alto 

riesgo por sí solas puede inmortalizar queratinocitos humanos, pero la expresión única de 



 
25 

 

E6 no tiene esta actividad. Sin embargo, la combinación de E6 y E7 es muy eficaz para 

inmortalizar la mayoría de los tipos de células primarias (Hawley-Nelson et al., 1989; 

Munger et al., 1989a). Las oncoproteínas E6 y E7 están asociadas a la unión y degradación 

de supresores tumorales p53 y pRb, respectivamente (Dyson et al., 1989; Scheffner et al., 

1990). Por otra parte, la proteína E5 de alto riesgo coopera con E6 y E7 para promover la 

hiperproliferación de células infectadas y es probable que facilite la progresión maligna 

(DiMaio & Mattoon, 2001). 

Considerando las consecuencias que conlleva la presencia de los oncogenes 

E5/E6/E7 del VPH-18, se podría decir que estos contribuyen a un incremento en la 

alteración morfológica y mecánica de las células HaCaT E5/E6/E7-18, ya sea variando su 

rigidez o redondez celular.  

Hay evidencia de que estos oncogenes también son importantes reguladores de la 

adhesión celular y la dinámica del citoesqueleto. Por ejemplo, E6 del VPH-16 incide en la 

modulación de la formación de adhesiones focales y, al provocar la degradación del 

activador transcripcional p63, lleva a desestabilizar la formación de adhesiones focales 

(Khalifa et al., 2011); mientras que E7 del VPH-16 y VPH-38 disminuye el nivel del factor 

regulador del citoesqueleto RhoA, lo que conduce a la desorganización y disminución de la 

actina-F en la célula infectada y a una mayor migración en queratinocitos humanos 

(Charette & McCance, 2007; Todorovic et al., 2014). Además, en otros estudios se ha 

demostrado que, tanto E6/E7 como E5 de HPV-16, promueven la transición epitelio 

mesénquima (EMT) a través de las vías de señalización del receptor EGF (Kim et al., 2006; 

Jung et al., 2013). En esta misma línea, otro estudio ha demostrado que E5 del VPH-16 y 

VPH-18 promueve la EMT y la invasividad a través de la regulación negativa de E-cadherina 

(Liao et al., 2013). Por otra parte, la EMT se asocia con una disminución de la rigidez celular 

(Zou et al., 2022). 

En consecuencia, múltiples funciones de los oncogenes del VPH-18 podrían 

contribuir a una menor rigidez celular, y a una forma celular más redondeada, tal como 

hemos observado en las células HaCaT E5/E6/E7-18. 

El hecho de que hayamos demostrado que los valores de módulo de Young medidos 

en células HaCaT E5/E6/E7-18 fueron menores en comparación a las células HaCaT 

control (denotando una menor rigidez, tanto a nivel central, como en las uniones entre las 

células), podría estar asociado a una mayor invasividad por parte de las células HaCaT 

E5/E6/E7-18 (Hochmann et al., 2020), debido a alteraciones en las propiedades mecánicas. 

Tal como ya se mencionó, durante la tumorigénesis las propiedades mecánicas de las 

células cancerosas cambian notablemente, con una disminución de la rigidez, que a 

menudo acompaña a un fenotipo más invasivo (Venkatesh et al., 2008; Li et al., 2011; 

Garteiser et al., 2012). 
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Cabe destacar que las células HaCaT E5/E6/E7-18 no son tumorigénicas y 

representan una etapa intermedia en la oncogénesis viral (Hochmann et al., 2020). Por lo 

tanto, nuestros resultados muestran que la rigidez celular disminuida y una forma celular 

más redondeada, son cambios mecánicos y morfológicos que acompañarían los pasos 

iniciales en el proceso de transformación maligna impulsado por los oncogenes de VPH-18. 

Estos resultados concuerdan con estudios que muestran que la expresión de oncogenes 

virales en células normales conduce a una disminución de la rigidez, ya que los módulos de 

Young de las células transformadas fueron significativamente menores que los de las 

células control (Efremov et al., 2014). La disminución del módulo de Young fue relacionada 

con cambios en la morfología y citoesqueleto de actina (Efremov et al., 2014). Asimismo, la 

variación en la rigidez entre las células control y en células en etapa pre-tumoral 

probablemente refleja los cambios en el citoesqueleto asociados con la transformación 

(Lekka et al.,1999; Fung et al., 2011). 

Los resultados obtenidos en esta tesina contribuyen a comprender los cambios 

mecánicos y morfológicos que ocurren desde etapas tempranas del proceso de 

transformación maligna celular. En un futuro podríamos estudiar más profundamente la 

relación que pueda existir entre la morfología, rigidez celular y el hecho de que las células 

transducidas con oncogenes sean más invasivas, considerando los resultados obtenidos en 

esta tesina y los obtenidos previamente respecto a las propiedades migratorias e invasivas 

de estas células (Hochmann et al., 2020).   
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7.      CONCLUSIONES  

 

 

Nuestros estudios realizados mediante la AFM mostraron una disminución en la 

rigidez en células HaCaT E5/E6/E7-18, con respecto a las HaCaT control. Esta disminución 

fue observada tanto a nivel central de la célula como en las regiones de contacto célula-

célula. Por otra parte, logramos visualizar diferencias morfológicas entre HaCaT control y 

HaCaT E5/E6/E7-18 a través de microscopía confocal, observando una forma más 

redondeada en células HaCaT E5/E6/E7-18 y más alargada en HaCaT control. Esto podría 

estar vinculado con modificaciones a nivel del citoesqueleto en las células HaCaT 

E5/E6/E7-18, que podrían ocurrir durante la transición hacia la transformación maligna.  

Para corroborar esta hipótesis, será necesario realizar a futuro estudios más detallados del 

citoesqueleto en estas células. 

En suma, se logró demostrar diferencias mecánicas y morfológicas entre las células 

HaCaT control y HaCaT E5/E6/E7-18. Además, pudimos encontrar una correlación entre la 

menor rigidez y la mayor redondez celular en las células más avanzadas en la progresión 

tumoral, lo cual corrobora hallazgos previos sobre cambios mecánicos y morfológicos en 

células tumorales. 
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