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ABSTRACT 
  
ErbB2 is a transmembrane protein that belongs to the receptors tyrosine 

kinases superfamily subclass I. ErbB2 receptor is the preferred partner of the 

members that comprises the ErbB family to form heterodimers and the ligand 

representative of the receptors of the ErbB family is the epidermal growth factor 

(EGF). 

The subclass I of receptors tyrosine kinases, are involved in outstanding cellular 

processes, such as proliferation and differentiation. Nevertheless ErbB2 

participates in the development of different types of cancer, mainly in breast 

cancer, where ErbB2 is overexpressed and has been correlated to poor 

prognosis. 

Several studies have showed an overexpression of ErbB2 in cervical cancer 

biopsies and it is related to the aggressiveness of the cancer, however the HPV 

participation in ErbB2 overexpression is not clear. 

The aim of this work was to evaluate the expression of ErbB2 at both the mRNA 

and protein level in cervical carcinoma cell lines to establishing a possible 

relation between the HPV oncoproteins E6 and E7 production and the ErbB2 

receptor overexpression in these lines as well as in immortalized keratinocytes. 

We observed an increased in transcription activity of the gene, in cervical 

cancer cell lines (SiHa, CasKi, HeLa, C33A) and immortalized keratinocytes 

(Ker E6, Ker E7, Ker E6/7). 

Furthermore, increased ErbB2 expression was observed in HPV16 positive 

cervical carcinoma cell lines (SiHa, CasKi) and in HPV16 E6E7-immortalized 

keratinocytes (Ker E6, Ker E7, Ker E6/7) compared to a HPV18 positive cell line 

(HeLa) or a cervical carcinoma cell line with no HPV genome at all (C33A). 

These findings suggested that HPV16 E6E7 oncoproteins could upregulate 

the ErbB2 expression in human cervical keratinocytes and contribute to their 

malignant transformation.  
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RESUMEN. 
 
ErbB2 es un receptor que pertenece a la subclase I de la súper familia de 

receptores con actividad de tirosina cinasa. Este receptor es la pareja 

preferente de los miembros que comprende dicha familia para formar 

heterodímeros, cuyo ligando representativo es el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF). 

Los receptores tirosina cinasa se encuentran involucrados de manera normal 

en procesos relevantes de la vida de una célula, como proliferación y  

diferenciación, sin embargo ErbB2 se ha encontrado participando de manera 

importante en el desarrollo de diferentes tipos de cáncer, sobre todo en cáncer 

de mama en donde su sobre-expresión  se relaciona con un mal pronóstico. 

Existen reportes de sobre-expresión de ErbB2 en biopsias de cáncer cervical, 

en donde el aumento del receptor se encuentra relacionado con la agresividad 

del cáncer, así como también con la disminución en la sobrevida del paciente, 

sin embargo la participación del HPV en la sobre-expresión de ErbB2 no es 

clara. 

El objetivo de este trabajo es evaluar la expresión del receptor ErbB2 tanto a 

nivel de su RNAm como a nivel de proteína en líneas celulares provenientes de 

cáncer cervical. Otros de nuestros objetivos es establecer una posible relación 

entre la presencia de las oncoproteínas E6 y E7 del HPV y la sobre-expresión 

del receptor ErbB2 en queratinocitos inmortalizados. 

En nuestros resultados observamos que ErbB2 se encuentra transcrito en 

todas las líneas celulares de cáncer cervical (SiHa, CasKi, HeLa, C33A), así 

como en los queratinocitos inmortalizados (E6, E7 y E6/7). Por otro lado, 

encontramos una mayor expresión del receptor en líneas celulares positivas a 

HPV-16 (SiHa y CaSki)  y en queratinocitos inmortalizados con E6 y E7 de 

HPV16 comparado con línea celular positiva a HPV18 (HeLa) o con la línea 

celular que no contiene genoma de HPV (C33A) en donde se mantienen bajos 

los niveles de expresión de éste receptor. 

Estos resultados sugieren que existe una relación entre la presencia de las 

oncoproteínas E6 y E7 del HPV-16 y la sobre expresión de ErbB2 lo cual 

contribuye a la transformación de las células en el cáncer del cuello uterino. 
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I. INTRODUCCIÓN. 
 

Cáncer cérvico-uterino (CaCU).  
 

El cáncer cervical se considera el segundo cáncer  más frecuente en el 

mundo y es la quinta causa de muerte de cáncer en la mujer. 

Aproximadamente 470,000 nuevos casos de cáncer cervical se diagnostican 

anualmente, con una edad promedio de desarrollo de la malignidad de 52 años 

[1-2]. En países en vías de desarrollo, el cáncer cervical es la malignidad mas 

frecuente en mujeres y constituye alrededor del 24% de todos los canceres en 

la mujer [3].  

En México, el CaCU ocupa el primer lugar entre los tumores malignos en 

la población femenina. En el año 2001 se registraron 4,512 defunciones, de las 

cuales el 47% de los casos se presentaron en mujeres entre los 35 a 54 años 

de edad. Debido a estas alarmantes cifras, el cáncer cérvico-uterino, se le 

considera actualmente como un grave problema de salud pública en México [4]. 

 

El cáncer cervical se origina en la zona de transformación, la cual está 

localiza en la capa basal del cérvix en donde las células columnares del 

endocervix se unen con el epitelio escamoso estratificado de la vagina. Las 

células que forman la zona de transformación tienen la particularidad de ser 

más vulnerables a la acción de carcinógenos [3]. El cáncer cervical invasivo 

está precedido por un amplio espectro de anormalidades progresivas en el 

epitelio cervical. Estas anormalidades están clasificadas como lesiones 

intraepiteliales  escamosas (SIL por sus siglas en inglés, Squamous 

Intraepithelial Lesions) de bajo-grado y de alto-grado. Las lesiones preinvasivas 

son clasificadas como neoplasia intraepitelial cervical (CIN) grado 1, 2, 3, y 

carcinoma in situ (CIS). El grado de severidad de la lesión se mide por la 

extensión de epitelio cervical normalmente diferenciado que es  remplazado por 

células de la lámina basal no diferenciadas [3]. 
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Factores de riesgo para el desarrollo de CaCU. 
 

En 1999 se demostró que la presencia del virus del papiloma humano 

(HPV por sus siglas en inglés, Human Papillomavirus) es una causa necesaria 

[5] pero no suficiente para desarrollar CaCU ya que se ha observado la 

participación de otros factores que contribuyen a su desarrollo [6-8]. 

Por medio de estudios  epidemiológicos se demostró la asociación de 

varios factores de riesgo que conducen al desarrollo de cáncer cervical. Entre 

estos factores se incluye, como factor principal, la carga viral alta y persistente 

de HPV de alto riesgo [5], el inicio de relaciones sexuales a temprana edad, el 

número de parejas sexuales, el número de embarazos, el uso de 

anticonceptivos orales, el hábito de fumar, factores nutricionales y factores 

inmunológicos [9-12]. 

 

Virus del papiloma humano (HPV) 
 

El virus del papiloma humano (HPV) pertenece a la familia Papoviridae, 

estos son virus desnudos  que miden entre 52-55 nm de diametro, poseen una 

cápside icosaédrica, un genoma de DNA de doble cadena circular que mide 

aproximadamente  8000 pb. De manera especifica el genoma del HVP-16 mide 

7904pb (GenBank número de acceso NC-001526) [13]. 

La cápside del HPV está conformada por dos proteínas, la proteína L1 

que es el elemento estructural primario, ya que cada partícula viral contiene 

360 copias de la misma, organizada en 72 capsómeros. La proteína L2 se 

encuentra en menor proporción versus L1, en donde una molécula de L2 se 

encuentra al centro de cada capsómero pentavalente en los vértices del virión. 

Ambas proteínas juegan un papel importante al mediar la eficiencia  de 

infección del virus [14-15]. 

Los virus del papiloma humano tienen la capacidad infectar células 

epiteliales como son: superficies cutáneas (frecuentemente manos y pies) y 

mucosas, causando una gran variedad de lesiones que van desde  verrugas 

comunes hasta  neoplasia cervical y cáncer invasor [16]. Se han identificado al 

momento mas de 100 diferentes tipos virales, de los cuales casi la mitad 

infectan células epiteliales del tracto genital, estos últimos se clasifican en dos 
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categorías: de alto y bajo riesgo, de acuerdo a su capacidad oncogénica [17]. 

Los virus de alto riesgo se asocian con el desarrollo de cáncer ano genital, 

incluyendo los del cuello uterino, mientras que las infecciones por HPV de bajo 

riesgo solamente inducen verrugas genitales benignas. Entre los virus de alto 

riesgo se encuentran HPV-16 y HPV-18, mientras que los de bajo riesgo son 

HPV-6 y HPV-11. El HPV-16 es el más prevalente de los virus de papiloma 

humano de alto riesgo en la población general y es el responsable de 

aproximadamente el 50% de todos los cánceres cervicales (Tabla1) [17]. 

 

Organización del genoma del HPV. 
 

El genoma viral se encuentra organizado en ocho principales genes, que 

están codificados en una sola cadena de DNA viral. Estos se encuentran 

clasificados  como tempranos (E) o tardíos (L), basado en el momento de 

expresión de cada uno de éstos. Los genes tempranos codifican para proteínas 

involucradas en la replicación y transcripción viral, así como en la 

transformación celular. Los genes tardíos codifican para proteínas de la 

cápside (Tabla 2). El genoma viral también posee una región no codificadora a 

la cual se le da el nombre de región larga de control (LCR) en donde se 

encuentran tanto el origen de replicación como algunos de los elementos de 

control de la transcripción (Fig.1) [18]. 

 
Desarrollo de la infección. 
 

El HPV infecta la lámina basal del epitelio escamoso estratificado. La 

lámina basal está compuesta de células que están constantemente 

dividiéndose y proporcionan un reservorio de células para las regiones 

suprabasales. El ciclo de vida del HPV, así como la expresión de las proteínas 

virales, están estrechamente relacionadas con la diferenciación de la célula 

huésped infectada  [19]. 
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Tabla 1. Tipos de HPV y su poder oncogénico [3]. 

     
 Tipo de HPV           

 
Oncogenicidad 

 
Relación con el tipo de lesión 

 
6, 11, 42, 43, 44 

 
Baja 

 

Bajo riesgo             

(condilomas, precancerosas) 

 
            

16 y 18 
  

Alta Alto riesgo         

(precancerosas, invasoras) 

 
   

Intermedia 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59, 68 

 

Alto riesgo                   

(lesiones de transito rápido) 
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Tabla 2. Genes y la función de sus productos [3]. 

 
Gen 

 
Función 

 
E1 

 
Participa en el inicio de la replicación y transcripción del   

DNA viral. 

 
 

E2 
Proteína reguladora de la transcripción y auxiliar en el 

proceso de la replicación del DNA viral. 

 
           E4 Rompe la citoqueratina de la célula. 

 
 

E5 
Proteína de transformación de membrana; interactúa con 

receptores del factor de crecimiento. 

 
E6 

Proteína de transformación, tiene como blanco de 

degradación a p53. 

 
 

E7 
Proteína de transformación, se une a la proteína de 

retinoblastoma. 

 
L1 

 
Proteína L1, proteína de la cápside mayor. 
 
 

  
L2 Proteína L2, proteína de la cápside menor. 
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Figura1. Organización genomica del HPV-16. El genoma del HPV-16 de 7904pb es mostrado 
en un círculo negro, los números indican la posición de nucleótidos. Los ORFs tempranos y 
tardíos están representados afuera del genoma de doble cadena circular, los seis ORFs 
tempranos E1, E2, E4 y E5 (en verde) y E6 y E7 (en rojo) son expresados por el promotor p97. 
Los ORFs tardíos L1 y L2 (en amarillo) son expresados por el promotor p670.  Se encuentran 
dos sitios de poliadenilación PAE (sitio de poliadenilación temprana) y PAL (sitio de 
poliadenilación tardía) [17] 
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La infección por papilomavirus ocurre a través de pequeñas lesiones 

producidas en el epitelio que exponen las células de la lámina basal a la 

penetración del virus. El receptor que se sugiere que promueve la entrada del 

HPV a su célula huésped es la α6 integrina, la cual se encuentra formando 

complejos con las β1 y β4 integrinas [20-22]. Por otro lado, el heparán sulfato 

es el mediador de la unión inicial del virus a la célula, seguida de la entrada de 

las partículas virales por un proceso que ha sido identificado como endocitosis 

[23]. En este mecanismo de endocitosis se han reconocido dos sistemas; el 

primero involucra a vesículas revestidas por el complejo proteico de clatrina y 

es utilizado por el HPV-16 y HPV-18 [24]; el segundo utiliza un grupo de 

proteínas llamadas caveolinas como es el caso del HPV-31 [25]. 

 

Los papilomavirus se desensamblan en endosomas tardíos y/o 

lisosomas, con la transferencia del DNA al núcleo siendo facilitada por lo 

proteína L2 [24, 26]. La infección conduce al establecimiento del genoma viral 

como un elemento episomal estable, que conlleva a la replicación del DNA viral  

que resulta en la producción de 20 a 100 copias extra cromosómicas  de DNA 

del HPV por cada célula de la lámina basal. Un número de factores de 

transcripción celular activan el promotor viral temprano (p97) para el inicio de la 

transcripción de los genes E1 y E2 que codifican para las proteínas que 

intervienen en la replicación y la transcripción del genoma viral, estas  

proteínas son denominadas E1 y E2 [27-28]. 

 
La proteína E2 es un factor de transcripción, que controla la expresión 

de los genes E6 y E7. A concentraciones bajas, la proteína E2 funciona como 

activador transcripcional, mientras que a concentraciones altas reprime la 

expresión oncogénica evitando la unión de factores transcripcionales, dando 

paso a la replicación del genoma viral [29-30]. 

La oncoproteína E6  se une a la proteína supresora de tumor p53 

promoviendo su degradación por medio de su unión con la proteína celular 

ubiquitina ligasa E6AP, lo que da como resultando en el bloqueo del proceso 

de apoptosis celular [31-32], mientras que la oncoproteína E7 tiene como 

blanco inhibir la función de la familia de proteínas del retinoblastoma (Rb) las 
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cuales están involucradas en la regulación del ciclo celular, de esta manera se 

produce la pérdida de la regulación de la división celular [33-34]. 

El paso final del ciclo productivo del virus concluye con la activación del 

promotor tardío p670 que controla la expresión de las proteínas L1 y L2, las 

cuales forman las cápsides icosaédricas en donde es empacado el genoma 

viral para producir las partículas infecciosas [35-37]. En el proceso del 

ensamble de las cápsides  además de las proteínas L1 y L2 se requiere la 

proteína E2, [38-39] ya que se ha observado que ésta aumenta la eficiencia de 

la encapsulación del genoma durante la infección natural [40]. El ensamble del 

virión, así como su maduración se lleva a cabo en las capas superiores del 

epitelio en donde es liberado, infectando así a otras células (Fig. 2) [39]. 

Por otra parte, el HPV además de presentar un ciclo productivo, en 

donde su genoma se mantiene como un elemento episomal que conduce a la 

producción de partículas virales, su DNA también puede integrarse al genoma 

de la célula huésped, debido a ciertos factores que promueven dicha 

integración, a este proceso se le conoce como ciclo viral no productivo o 

abortivo. La integración rompe al gen E2, provocando que la expresión de la 

proteína E2 no se realice [41]. Por lo tanto los genes E6 y E7 del HPV no están 

ya regulados negativamente por la proteína E2, llevándose a cabo una sobre 

expresión de las oncoproteínas E6 y E7 que conducen a la célula a un estado 

de transformación. 

Se ha observado que en muestras de pacientes, el  DNA del HPV se 

encuentra integrado al genoma celular, tanto en cánceres invasivos como en 

un subgrupo de lesiones de alto grado, mientras que en las lesiones 

premalignas el genoma viral se encuentra en estado episomal [41]. 

  

Estructura y función de la oncoproteína E7. 
 

La proteína E7 del HPV-16 es una proteína nuclear de 98 aminoácidos 

que presenta tres dominios: CR1 el cual se encuentra en el extremo amino 

terminal; CR2, el cual contiene un motivo LXCXE donde se une la proteína Rb; 

y un dominio CR3, por medio del cual forma dimeros vía a un motivo de dedos 

de zinc [42]. 
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Figura 2. Desarrollo de la infección viral. La diferenciación del epitelio es representado en el 
diagrama de la izquierda, y los marcadores expresados  son representados en flechas a la 
derecha. El HPV gana acceso a la lamina basal, estableciéndose con un numero bajo de 
copias en forma episomal. Las proteínas E6 y E7 (núcleo rojo) son expresadas por el promotor 
temprano, p97 en el HPV-16 en las laminas epiteliales bajas (flecha roja), las células no 
infectadas o no permisivas están representadas por núcleos azul obscuros. La expresión de E4 
(verde) es dependiente del promotor tardío p670 in HPV-16 (flecha verde), es activada después 
de que termina la expresión de E6 y E7. La expresión de las proteínas de la cápside L1 y L2 
(flecha en naranja) seguida de la terminación de la amplificación del genoma que ocurre en un 
subgrupo de células  que expresan E4, E1, E2, E5 (células en verde) [17] 
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La proteína E7 interactúa con varias proteínas reguladoras del 

crecimiento celular, especialmente en la transición de la fase G1 a la fase S del 

ciclo celular, entre estas proteínas se encuentra la familia de proteínas 

supresoras de tumor de retinoblastoma (Rb) p107, p130, deacetilasas de 

histonas (HDAC), factores de transcripción AP-1, proteínas de unión a caja 

TATA (TBP), ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas (cdks) e inhibidores de 

cdks, de esta manera E7 desregula el ciclo celular  y conduce al incremento de 

la proliferación celular, inmortalización y finalmente transformación [43]. 

En células normales la proteína Rb no se encuentra fosforilada y está 

formando complejos con factores de transcripción de la familia E2F, 

reprimiendo la transcripción de genes involucrados en la progresión hacia la 

fase S [44-45]; sin embargo, cuando las células progresan de la fase G0 a 

través de la G1 a la fase S, Rb es hiperfosforilada por cinasas dependientes de 

ciclinas, liberando al factor de transcripción E2F, el cual activa genes 

involucrados en la síntesis de DNA y permite la progresión del ciclo celular [44]. 

Cuando la proteína E7 del HPV se encuentra presente en la célula, 

secuestra a Rb evitando que forme complejos con E2F, de esta manera induce 

a las células a entrar prematuramente a la fase S, mientras que Rb es 

degradado a través de la ruta del proteosoma [46-48], sugiriendo que la 

oncoproteína E7 es capaz de desacoplar el proceso de diferenciación y 

progresión  del ciclo celular  por la transcripción de diferentes grupos de genes 

[47]. 

 

Estructura y función de la oncoproteína E6. 
  

La proteína E6 del HPV de alto y bajo riesgo está compuesta de 150 

aminoácidos con dos dominios de dedos de zinc, ésta proteína se encuentra 

distribuida tanto en el citoplasma como en el núcleo [49]. La proteína E6 es la 

causante de la inmortalización de las células y junto con la proteína E7 causa la 

transformación celular [50]. 

La proteína E6 tiene la capacidad de bloquear la apoptosis y alterar la 

maquinaria de transcripción, inhibe interacciones célula-célula e incrementa el 

tiempo de vida de las células, ocasionando la hiper proliferación de células 

epiteliales, disminución en su diferenciación, conduciendo a la formación de 
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tumores malignos y benignos [50]. E6 tiene como blanco a p53, y la proteínas 

como E6 (E6-AP), la proteína de unión a E6 (E6-BP) y otras como paxilina, 

Bak, Gps2 y la proteína cinasa N (PKN). Además E6 altera el índice de 

transcripción de genes como los que codifican la subunidad catalítica de la 

telomerasa humana y el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) 

[43]. 

La proteína E6 se une a p53 formando un complejo con la ubiquitina 

ligasa E6AP, la formación de este complejo da como resultado la ubiquitinación 

de p53 y su subsiguiente degradación a través de  la ruta del proteasoma [51-

54]. 

 

Receptores y cáncer.  
  

Los receptores ErbB están implicados en el desarrollo de algunos tipos 

de cáncer, el EGFR fue el primer receptor tirosina-cinasa relacionado 

directamente con algunos  tumores en  humanos; sin embargo, también se ha 

encontrado la presencia de ErbB2, participando en el desarrollo de diversos 

tipos de cáncer [55]. Los receptores ErbB experimentan varios tipos de 

alteraciones en tumores, como la amplificación del gen, que conduce a la 

sobreexpresión del receptor. En gliomas, la amplificación del gen EGFR es 

frecuentemente acompañado de rearreglos estructurales que causan la 

eliminación de un fragmento del dominio extracelular del receptor [56]. De esta 

misma forma se ha encontrado amplificado el gen erbB2 y por lo tanto el 

producto de éste gen se encuentra sobreexpresado en un subgrupo de tumores 

de mama [57]; esta sobreexpresión también ocurre en otros cánceres 

humanos, tales como el de ovario y el gástrico.  

Otra de las alteraciones que se han encontrado en los receptores ErbB 

en el desarrollo de algunos tipos de cánceres son las mutaciones en el dominio 

tirosina-cinasa. En cáncer de pulmón de células pequeñas se han identificado 

este tipo de mutaciones tanto en ErbB2 como en EGFR [58-61]. El impacto de 

estas mutaciones sobre la actividad de ErbB2 sigue siendo explorada.  
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Receptores tirosina-cinasa.  
 

La subclase I de la súper-familia de receptores tirosina-cinasa está 

formada por receptores de factor del crecimiento epidérmico (EGF) o ErbB; 

esta  subclase se encuentra compuesta por 4 miembros: ErbB1/ EGFR, ErbB2, 

ErbB3 y ErbB4. Cada uno de estos miembros tiene una región de unión a su 

ligando extracelular con 4 subdominios, incluyendo dos dominios ricos en 

cisteína, una región transmenbranal y un dominio citoplásmico tipo tirosina-

cinasa [55, 62]. 
Los receptores ErbB se expresan en varios tejidos de origen epitelial, 

mesenquimal y neuronal. En condiciones fisiológicamente normales, la 

activación de los receptores ErbB esta controlada por la expresión de sus 

ligandos, los cuales son miembros de la familia del EGF. Dichos ligandos se 

unen a receptores ErbB induciendo la formación de homodímeros y 

heterodímeros, activándose así su dominio tirosina-cinasa, el cual sirve como 

sitio de anclaje para una gran cantidad de proteínas, el reclutamiento de estas 

conduce a la activación de varias rutas de señalización [63-64]. 

 
Ligandos de los receptores ErbB. 
 

La familia de ligandos del EGF se divide en tres grupos: el primero 

incluye  al EGF, al factor de crecimiento transformante-α (TGFα) y a la 

anfiregulina (AR), los cuales se unen específicamente al EGFR; el segundo 

grupo incluye  a la betacelulina (BTC), el EGF de unión con heparina (HB-EGF) 

y la epiregulina (EPR), los cuales muestran una especificidad dual de unión con 

EGFR y ErbB4 [65]. El tercer grupo está compuesto de las neuregulinas 

(NRGs), las cuales a su vez se dividen en dos subgrupos con base en su 

capacidad de unión a los receptores ErbB. Las NRG1 y la NRG2 se unen a 

ErbB3 y ErbB4 [66-68] y las neuregulinas NRG3 y NRG4 se unen únicamente a 

ErbB4 [69]. Ninguno de los péptidos de la familia EGF se une a ErbB2; sin 

embargo, MUC4, un miembro de la familia mucina, actúa como un modulador 

intramembranal de la actividad de ErbB2 [70-73].  
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A pesar de no tener un ligando soluble, ErbB2 es importante porque 

formar heterodímeros con cualquiera de los monómeros de la familia de 

receptores EGF y participar como coreceptor [74-75]. 

La activación de los miembros de la familia ErbB estimula algunas rutas 

de señalización y a pesar del gran parecido de moléculas reclutadas por los 

diferentes receptores activados, los diferentes miembros de la familia ErbB 

modulan ciertas rutas de señalización, debido a su habilidad individual de unir a 

proteínas efectoras específicas. Las rutas principalmente activadas por estos 

receptores son la ruta de las MAP cinasas y la de la fosfatidil-inositol-3-cinasa 

(PI3K) [64]. 

 

Estructura de los receptores ErbB. 
 

La región extracelular de cada receptor ErbB consiste de cuatro 

dominios, la  determinación de la estructura de la unión del ligando a el EGFR 

fue confirmada en estudios previos, que mostraron la importancia de los 

dominios I y III en la unión del ligando [76]. Estos estudios también mostraron 

que hay  una interacción directa receptor-receptor promovida por el dominio II 

del brazo de dimerización; los ligandos no están involucrados en la interacción 

receptor-receptor [77-78]. 

La estructura de la región extracelular de ErbB2 es radicalmente 

diferente de los otros receptores de la familia ErbB2 ya que este tiene una 

conformación fija que se asemeja al estado activado del ligando: la interacción 

entre los dominios II y IV está ausente y la dimerización del asa en el dominio II 

se encuentra expuesto [79]. 

Esta estructura es consistente con la afirmación que indica que ErbB2 es 

la pareja preferida de los otros ErbBs activados, ya que es permanentemente 

atraído hacia la interacción con otros ligandos que se unen a receptores. Esto 

indica que ERBB2 posee un subdominio único de interacción I y III [79]. 
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Activación de receptores ErbB. 
 

Los ligandos de la familia ErbB, se encuentran como precursores 

transmembranales, los cuales son cortados y liberados por metaloproteinasas 

para la activación de los receptores ErbB [63]. La acción de los ligandos hacia 

sus receptores puede ser de dos formas: parácrina y autócrina.  

 

La liberación de los ligandos resulta de la activación de receptores 

acoplados a proteína G (GPCRs) o receptores de estrógeno (ER), que activan 

a su vez a metaloproteinasas las cuales van a cortar y liberar los proligandos, 

proceso conocido como liberación de ectodominio [80-82].Una vez que se 

encuentra soluble el ligando se une a su receptor ErbB, provocando la 

formación de dímeros y heterodímeros, así como la fosforilación del dominio 

tirosina-cinasa, que conduce al reclutamiento de proteínas a residuos de 

tirosina fosforilados, para la activación de diversas rutas de señalización, las 

cuales llevan a la expresión de genes de sobrevivencia [64] (Fig. 3). 

Las proteasas involucradas en la liberación del ectodominio pertenecen 

a una  familia de  metaloproteinasas, en particular la familia ADAM (una 

desintegrina y metaloproteinasa) y metaloproteinasas de matriz (MMPs). Entre 

las metaloproteinasas ADAM, las de mayor interés se encuentran las ADAM9, 

ADAM10, ADAM15 y ADAM17 por su asociación en la liberación de ligandos 

en células cancerosas. En tumores de mama, hay una correlación entre una 

alta actividad del EGFR y altos niveles de ADAM17 [82-84]. 

 

Receptor ErbB2. 
 

El receptor ErbB2, también llamado HER2, neu, p185, es una molécula 

muy estudiada en la actualidad en relación al desarrollo del cáncer. El gen 

erbB2 está localizado en el cromosoma 17q21 y codifica a una glicoproteína 

transmenbranal de 185 kDa, con actividad tirosina-cinasa intrínseca [85]. 

Notablemente, el receptor ErbB2 puede mediar la transducción de señales de 

todos los miembros de la familia de receptores ErbB cuando ellos se unen a 

sus ligandos [74].  
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Figura 3. Activación de la familia de receptores ErbB. (a) ligandos ErbB con función parácrina, 
son liberados de células estromales. (b) Regulación autocrina. La producción de ligandos 
resulta de la activación de GPCRs o ER, los cuales causan la liberación de ligandos pro-EGF 
mediado por metaloproteinasas. (c) Los receptores ErbB activados estimulan numerosas rutas 
de señalización por el reclutamiento de proteínas al dominio tirosina-cinasa fosforilado en su 
dominio carboxilo terminal. (d) La ruta del fosfatidil inositol -3-cinasa (PI3K)-AKT, es estimulada 
a través del reclutamiento de la subunidad adaptadora p85 del receptor PI3K. Uno de los 
blancos de esta vía es la activación de mTOR, el cual actúa como un sensor central de 
nutrientes y energía. (e) La ruta de las MAPK es activada por el reclutamiento de proteína de 
unión al receptor del factor de crecimiento 2 (GRB2) o SHC al receptor. (f) La proteína SRC 
cinasa es activada por receptores ErbB y por GPCRs. Estas rutas de señalización llevan a la 
activación de efectores nucleares, (g) uno de estos es el inhibidor  de cinasas dependientes de 
ciclinas p27, el cual tiene un importante papel en el control de la proliferación, (h) (j) otros de 
los factores nucleares que se activan son las proteínas STAT y ER. (k) Los receptores ERBB 
también estimulan la transcripción del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) a 
través de las rutas de las MAPK [55]. 
 
 

 

 

 

 

 15



 

Por lo tanto, el receptor ErbB2 puede estar involucrado en la regulación 

de una variedad de funciones vitales que están controladas por algunos de los 

miembros de la familia de receptores ErbB, entre tales funciones se 

encuentran, el crecimiento celular, la diferenciación y la proliferación [85]. 

 

ErbB2 fue inicialmente identificado en neuroglioblastoma de ratas, a las 

cuales se les indujo esta enfermedad químicamente, de allí el que se le otorgue 

el nombre de neu. A diferencia de la proteína normal, la forma oncogénica 

expresada en éste modelo de rata posee una mutación puntual en lo que 

comprende la región transmenbranal, la cual se sugiere como la causa principal 

de su efecto transformante, por incrementar la frecuencia del receptor para 

formar agregados. La mutación ocurre en la posición 664 de la secuencia de la 

proteína, llevándose a cabo una sustitución de una valina por un glutamato. Sin 

embargo, tal mutación puntual no ha sido observada en tumores humanos [85]. 

El gen erbB2 juega un importante papel en el desarrollo del cáncer. Este 

se encuentra amplificado y/o sobreexpresado en aproximadamente el 30%  de 

carcinomas mamarios y algunos otros tipos de cáncer, tales como de  próstata, 

páncreas, colon y ovario [57, 86, 87]. El receptor ErbB2 se usa como un 

marcador de pronóstico, debido a que se ha observado, que los pacientes que 

presentan tumores que sobreexpresan a este receptor presentan un mal 

pronóstico clínico, en comparación con aquellos que no lo sobreexpresan [88]. 

La sobreexpresión de ErbB2 aumenta las propiedades relacionadas con 

la metástasis, como son, invasión, angiogenesis y sobrevivencia de las células 

cancerosas, lo que conduce a un incremento de la metástasis del cáncer [89-

91]. 

 El grupo de Yu [89-90] demostró que la sobreexpresión de ErbB2 podría 

aumentar el potencial metastásico de células cancerosas de mama y de 

pulmón mediante ensayos de metástasis experimental sobre un grupo de 

transfectantes de cáncer de mama y de pulmón expresando diferentes niveles 

de ErbB2. También demostraron que la sobreexpresión de ErbB2 puede sobre-

regular las actividades de proteasa de MMP-9 y MMP-2, incrementando la 

invasión de células de cáncer de mama [90]. La sobreexpresión de ErbB2 

también puede incrementar la expresión de VEGF en células de cáncer de 

mama, junto con el aumento de la actividad de MMP-9, conduciendo a una 
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fuerte respuesta angiogénica [92]. La sobreexpresión de ErbB2 también puede 

conferir resistencia a la apoptosis en células de cáncer de mama [91]. 
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II. ANTECEDENTES. 
 

La proliferación de una célula normal está regulada por factores 

extracelulares que activan cascadas de transducción de señales a partir de 

receptores de superficie los cuales a  través de moléculas citoplásmicas 

efectoras controlan el inicio y la progresión del ciclo celular. Las mutaciones en 

los genes que regulan esta red de señalización, conducen a alteraciones en la 

proliferación celular, contribuyendo así a la malignidad de las células. La familia 

de receptores ErbB está involucrada en varios procesos importantes del ciclo 

de vida de una célula, como son: proliferación y diferenciación. El daño en la 

estructura, en la expresión o en la amplificación del gen de alguno de los 

miembros de esta familia ErbB, puede romper con el equilibrio de las funciones 

biológicas de una célula. 

Uno de los receptores de esta familia que se ha encontrado participando 

en una gran variedad de tumores humanos es erbB2, el cual se encuentra 

sobre-expresado en un 30% de casos de cáncer de mama, lo cual se 

correlaciona con un mal pronóstico [57, 86, 87]. En este tipo de cáncer, el 

mecanismo molecular involucrado en la sobreexpresión de ErbB2 es la 

sobreregulación de la transcripción y la amplificación del gen correspondiente 

[93-94]. 

Salmón y col. (1987)  analizaron 189 tumores de pacientes con cáncer 

de mama, encontrando al gen erbB2 amplificado de 2-20 veces en el 30% de 

los tumores, siendo esto un importante indicador de pronóstico de un  fenotipo 

más agresivo en cáncer de mama [57]. 

En 1987 Fiored y col. transfectaron células NIH/3T3 con el gen erbB2 y 

demostraron que la sobreexpresión de esta proteína esta asociada con la 

transformación maligna de las células NIH/3T3, además, este aumento de los 

niveles de ErbB2, también fue observado en células de tumores de mama [95]. 
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El gen erbB2 también se sobreexpresa en otros cánceres tales como los 

de próstata, colon, páncreas, pulmón y cáncer cervical en donde ésta alteración 

también ha sido considerada como un marcador de mal pronóstico [96]. 

Estudios recientes en pacientes con cáncer de vejiga urinaria mostraron que 

existe sobreexpresión en el 80% de los tumores primarios y en el 62% de los 

de tumores con metástasis [97]. 

 

Otro tipo de cáncer en donde se ha encontrado la participación de 

ErbB2, es en el cáncer cérvico-uterino. Mitra y col. (1994) demostraron que el 

gen erbB2 puede llegar a encontrarse amplificado de 5 a 68 copias por célula  

en carcinomas de células escamosas de cuello uterino; además, el gen  erbB2 

en algunos casos puede mostrar mutaciones o rearreglos [98]. 

Sato y col. (1991) analizaron 30 muestras de las cuales 23 provinieron 

de carcinoma endometrial y 7 de adenocarcinoma cervical. En cada una de 

ellas se les midió la expresión de la proteína ErbB2, observando que  la 

proteína se expresa en un 30.4% de  las muestras provenientes de carcinoma 

endometrial y en un 28.6% de la muestras de adenocarcinoma cervical, 

detectándose ErbB2 en la membrana plasmática [99].  

Otro de los puntos que se han abordado es la de establecer una 

correlación entre el HPV-16 y HPV-18 con la sobreexpresión de ErbB2, así 

como también el pronóstico de sobrevivencia al encontrarse presente el HPV. 

Hasta el momento no se ha podido establecer una correlación entre la 

presencia de  HPV en cáncer cervical y la sobreexpresión de ErbB2 [100]. 
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III. JUSTIFICACIÓN.  
 

 La incidencia del cáncer cervical en América Latina es alta, éste tumor es el 

segundo cáncer mas común en la mujer y la segunda causa de muerte por 

cáncer, detectándose aproximadamente 470 000 nuevos casos al año [1-2]. 

 

En México ocupa el primer lugar entre los tumores malignos en la población 

femenina, provocando aproximadamente 4 512 defunciones al año, entre una 

edad promedio de 35 a 54 años de edad [4], por lo que se considera un grave 

problema de salud publica. 

El agente etiológico del cáncer cervical es el HPV el cual se transmite por 

vía sexual, por lo que en varios países de América Latina han implementado 

campañas de prevención, como son las campañas de educación sexual para el 

control de la transmisión del HPV y de esta manera evitar la alta incidencia de 

cáncer cervical.  

Sin embargo en México el porcentaje de mujeres diagnosticadas en etapas 

avanzadas de cáncer cervical sigue siendo alto, lo cual implica un mayor costo 

al país, al tratar de curarlas por medio de quimioterapia y radioterapia, las 

cuales dañan al paciente. 

 

 Por lo tanto es importante el estudio de la expresión de ErbB2 con el fin 

de ser usado como un blanco terapéutico que ayude en el tratamiento del 

cáncer cervical ya que se ha encontrado participando en el desarrollo de una 

gran proporción de cánceres, como es el cáncer de mama y el cáncer cervical, 

en donde esta molécula se asocia con un mal pronóstico. 

 

 Por lo que es pertinente evaluar la sobreexpresión de ErbB2 en cáncer 

cervical asociado con HPV y establecer una probable participación de las 

proteínas oncogénicas E6 y E7 en dicha expresión. 
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IV. HIPOTESIS. 
 

 Las oncoproteínas E6 y E7 del HPV se encuentran involucradas en la 

alteración de varios procesos celulares, provocando la inmortalización y 

transformación celular. Por tanto suponemos que la presencia de las 

oncoproteínas virales podrían estar favoreciendo la sobreexpresión del receptor 

ErbB2. 
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V. OBJETIVOS. 
Objetivo general. 

 

 Determinar los niveles de expresión del receptor ErbB2 en líneas 

celulares de cáncer cervical, así como también evaluar una posible 

participación las oncoproteínas E6 y E7 en la expresión de éste receptor en 

queratinocitos inmortalizados con dichas oncoproteínas, a nivel de trascripción 

y de traducción.  

 
Objetivos particulares. 
 

1. Evaluar la expresión de erbB2 a nivel de RNAm en líneas celulares 

derivadas de cáncer cervical. 

 

2. Medir  la expresión del receptor ErbB2 y su localización, en líneas celulares 

derivadas de cáncer cervical. 

 

3. Determinar la participación de las oncoproteínas E6 Y E7 en la expresión  

del receptor ErbB2, midiendo el nivel de RNAm de erbB2 y el grado de 

expresión de la proteína, utilizando queratinocitos inmortalizados con dichas 

oncoproteínas. 

 

4. Determinar la localización del receptor ErbB2 en los queratinocitos 

inmortalizados con las oncoproteínas E6, E7 y E6/7. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS.  
 

Líneas Celulares. 
 

Se utilizaron líneas celulares provenientes de cáncer cervical: HeLa 

(HPV-18) la cual contiene una copia del genoma viral por célula, SiHa (HPV-16) 

que contiene de 1-2 copias del genoma del virus por célula y CaSki (HPV-16) 

presenta alrededor de 600 copias del genoma vira por célula y  C-33A (HPV 

negativo). Entre las otras líneas celulares utilizada se encuentran las 

provenientes de cáncer de mama, como son: la línea SK-BR-3 usada como 

control positivo (donada por los Laboratorios de Especialidades Inmunológicas 

S.A de C.V), ya que sobre expresa el receptor ErbB2 y la línea MCF-7 usada 

como control negativo, debido a que esta reportada a expresar los niveles 

normales del receptor ErbB2.  

 

Las líneas   de cáncer cervical como las de cáncer de mama se 

crecieron en monocapa utilizando el medio de cultivo Tagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de SFB, 2mM de L-Glutamina, 1mM 

de piruvato de sodio, 100 μg/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina. Las 

células se propagaron en una incubadora a una temperatura de 37oC y 5% de 

CO2. 

Como modelo de estudio para evaluar la acción de las oncoproteínas del 

HPV sobre el receptor ErbB2 se utilizaron queratinocitos inmortalizados con las 

oncoproteínas E6 y E7 (Ker E6, Ker E7 y Ker E6/7) del HPV-16. Los 

queratinocitos inmortalizados se crecieron en monocapa utilizando medio para 

queratinocitos (GibCo), suplementado con EGF humano recombinante 

(0.036267 µg/µl), extracto pituitario bovino (12.6 mg/µ) y 

penicilina/estreptomicina 1.0%. Estas células se propagaron en una incubadora 

a una temperatura de 37oC y 5% de CO2. 
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Anticuerpos. 
Anti-c-ErbB2 Ab-1 (Calbiochem); anticuerpo policlonal dirigido contra la región 

tirosina cinasa del receptor ErbB2. 

Anti-c-ErbB2 Ab5 (Calbiochem); anticuerpo monoclonal, dirigido contra el 

dominio extracelular del receptor ErbB2. 

Neu (9G6) sc-08 (Santa Cruz); anticuerpo monoclonal, dirigido contra en 

dominio extracelular del receptor ErbB2. 

Anticuerpo IgG conjugado con Fluoresceína (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories); anticuerpo policlonal, anti-ratón. 

Kit Histostain-Plus (Zymed) 

 

Extracción de RNA  
 

Se realizó extracción de RNA de las de las líneas celulares de cáncer 

cervical y  queratinocitos inmortalizados para posteriormente realizar RT-PCRs. 

Se sembraron tres cajas p100 de cada una de las líneas celulares y 

queratinocitos previamente citados, se dejaron crecer a una confluencia del 

80%, para ser utilizadas. Una vez alcanzado la confluencia deseada, a cada 

una de las cajas se les retiro el medio de cultivo y se agrego 1ml de Trizol 

(Invitrogen) por caja para ser procesadas como se describe en el Anexo I. 

Una vez realizada la extracción, el RNA obtenido de cada una de las líneas se 

cuantifico por absorción a 260 nm a una dilución 1:20. 

 

RT-PCR. 
 
 La detección de los genes E6 y E7 del HPV en líneas celulares de 

cáncer cervical y queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas, así como 

para las líneas celulares de cáncer de mama utilizadas como controles, se 

realizo por medio de RT-PCRs. Por otra parte se evaluó el nivel de RNAm del 

gen erbB2 en las líneas celulares de cáncer cervical, en los queratinocitos 

inmortalizados y en las líneas provenientes de cáncer  de mama  esto también 

se realizó por medio de ensayos de  RT-PCRs. 
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Para la realización de la retrotranscripción se partió de  2.5μg de RNAm 

de cada una de las líneas celulares y de los queratinocitos inmortalizados para 

un volumen final de 21μl, los reactivos que se utilizaron en la retrotranscripción 

fue, oligonucleotidos de T, dNTPs a una concentración de 20mM  y SuperScript 

II Transcriptasa Reversa 200U (Invitrogen). Anexo II 

Posteriormente se realizaron PCRs para los genes, β-2-MG partiendo de 

1 μl de cDNA, este se utilizo como control interno, para la amplificación del gen 

erbB2 se utilizo 2.5 μl de cDNA y para los genes E6 y E7 se empleo 2μl de 

cDNA, la enzima utilizada en estas reacciones es la Taq DNA polimerasa 

recombinante 5 U/µl (Invitrogen) Anexo II 

Los oligonucleotidos utilizados en las PCRs para la amplificación de 

cada gen así como la temperatura de alineamiento de cada par de 

oligonucleotidos se  muestran en la Tabla 3. 

Posteriormente los productos de las RT-PCRs fueron analizadas en un 

gel de agarosa al1% a 100 V con 150 mA por 30 min. 

 

 

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados en las RT-PCRs. 

 
Gen 

 
Oligo 

 
Secuencia 

 
Tm 

Tamaño 
del 

producto 
 

β-2-MG S ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT 60 294pb 

 AS ATACTCATCTTTTTCAGTGGGGGT   

erbB2 S AGCTCTGCTACCAGGACACG 55 168pb 

 AS TCAGGCTCTGACAATCCTCA   

E6 HPV16 S ACTGCAATGTTTCAGGACCC 55 344pb 
 AS TCAGGACACAGTGGCTTTTG  161pb 

E7 HPV16 S CCCAGCTGTAATCATGCATG 55 269pb 

AS    TGCCCATTAACAGGTCTTCC 
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Inmunocitoquímica. 
 
 Por medio de inmunocitoquímicas se detecto la expresión del receptor 

ErbB2 en líneas celulares de cáncer cervical y en queratinocitos inmortalizados. 

 

Las líneas celulares provenientes de cáncer cervical, así como los 

queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas E6 y E7, se crecieron en 

cubreobjetos a una confluencia del 60%, enseguida se fijaron con 

paraformaldehido al 4%. Posteriormente, se bloquearon las peroxidasas 

endógenas con H202 al 3%, seguida de una incubación con la solución de 

bloqueo del Kit Histostain-Plus  (Zymed). Una vez bloqueadas las laminillas, 

las muestras se incubaron con el anticuerpo primario anti-c-ErbB2 Ab1 

(calbiochem) a una dilución 1:100, posteriormente se incubaron con un 

anticuerpo secundario biotinilado de amplio espectro, al cual se le agregó el 

conjugado de estreptavidina-peroxidasa para ser revelado con 

diaminobencidina (DAB), todos estos reactivos fueron utilizados del Kit 

Histostain-Plus, por último, las muestras se contratiñeron con hematoxilina de 

Harris y se montaron en medio de Gelvatol para su observación en el 

microscopio óptico a un aumento de 40X (Anexo III). 

 

Citometría de Flujo. 
 

Por medio de citometría de flujo se midió el grado de expresión del 

receptor ErbB2 en las líneas celulares provenientes de cáncer cervical y en los 

queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas del HPV, utilizando como 

control positivo a la línea SK-BR-3 y como control negativo a la línea MCF-7. 

 
Las células se crecieron en monocapas a una confluencia del 80-90%, 

se lavaron con PBS 1X y posteriormente se desprendieron utilizando una 

solución de EDTA de 5 mM para las líneas celulares de cáncer de cervical y las 

líneas provenientes de cáncer de mama y al 9 mM para los queratinocitos 

inmortalizados, enseguida las células se fijaron con paraformaldehido al 4%. 

Una vez desprendidas las células, estas se lavan con PBS 1X, colectando el 

paquete celular por medio de centrifugación el cual se incubó con 20μl de 

anticuerpo primario, para esta técnica se probaron dos anticuerpos el Neu 
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(9G6) sc-08 (Santa Cruz) a una dilución 1:20 y el Ab5 (Calbiochem) a una 

dilución 1:20, en seguida se incubo con un anticuerpo secundario conjugado 

con fluoresceína (FITC) a una dilución 1:100 (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) y la cuantificación se realizó por citometria de flujo en un 

analizador FACScan de Becton-Dickinson que se encuentra en el 

departamento de Biología Celular del CINVESTAV, en donde se analizaron    

10 000 eventos por experimento (Anexo IV) 

 
Inmunofluorescencia. 
 
 Se determino la localización del receptor ErbB2 en cada una de las 

líneas celulares de cáncer cervical y en queratinocitos inmortalizados con las 

oncoproteínas E6 y E7 del HPV, utilizando como control positivo a la línea SK-

BR-3 y como control negativo a la línea MCF-7, la cual expresa los niveles 

basales. 

 

Cada una de las líneas celulares se sembró en cubreobjetos y se 

dejaron crecer a una confluencia del  60%, enseguida se fijaron con 

paraformaldehido al 4%. Posteriormente se bloquearon con albúmina al 3% en 

PBS 1X, seguida de una incubación con RNAsa A (Usbiological) a una 

concentración de 10 μg/ml. Enseguida se incubó con el anticuerpo primario 

Neu (9G6) sc-08 (Santa Cruz) a una dilución 1:20 y posteriormente se incubo 

con un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón conjugado con fluoresceína  

(FITC) diluido 1:100 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Por ultimo las 

células se contratiñeron con yoduro de propidio a una concentración de          

20 μg/ml. Las laminillas se montaron en una solución de Gelvatol y se 

observaron en un microscopio confocal Leica (modelo DMIRE2) localizado en 

el departamento de Biología Celular del CINVESTAV. Las muestras se 

observaron a un aumento de 63X y se realizaron cortes de 1 µ (Anexo V). 
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VII. RESULTADOS. 
Se  ha observado en diversos estudios que el gen erbB2 se encuentra 

sobre-expresado en diversos tipos de cáncer en humano, tal como en cáncer 

de mama, en el cual el 30% de los casos presentan sobreexpresión del 

receptor ErbB2 también denominado oncogen HER-2/neu. Otros tipos de 

cáncer en los que se ha observado dicha sobre-expresión son el cáncer de 

próstata, páncreas, colon, ovario y cáncer cervical. Esta proteína ha cobrado 

una gran importancia  ya que se ha  comprobado que esta asociada con un mal 

pronóstico. 

Por lo antes mencionado, decidimos evaluar la expresión del receptor 

ErbB2 en líneas de cáncer cervical y en queratinocitos inmortalizados con las 

oncoproteínas E6 y E7 del HPV. Para cumplir con nuestros objetivos se 

realizaron ensayos de RT-PCR, inmunocitoquímica, citometria de flujo e 

inmunofluorescencia. Como controles se emplearon líneas celulares de cáncer 

de mama, utilizando a la línea SK-BR-3 como control positivo y la línea MCF-7 

como control negativo. 

 

Expresión de E6 y E7 del HPV en líneas celulares de cáncer 
cervical y en queratinocitos inmortalizados.  
 

Para comprobar la presencia de E6 y E7 así como la transcripción de 

estos oncogenes en las líneas celulares de cáncer cervical y en queratinocitos 

inmortalizados con las oncoproteínas E6 y E7, se realizaron pruebas de RT-

PCR.  

Los productos de las RT-PCRs se analizaron en un gel de agarosa al 

1%. Observamos en la línea celular SiHa (HPV-16) dos bandas, una con un  

peso de 344 pb que corresponde al transcrito completo de la oncoproteína E6 y 

una banda de 161 pb que corresponde al RNAm viral producido por un 

“splicing” alternativo que codifica para una oncoproteína de menor tamaño 

(E6*), esto es debido a que el par de oligonucleotidos utilizados permite la 

amplificación simultanea de estos dos transcritos. De esta manera se 

comprobó la presencia de E6 y su transcripción en esta línea celular (Fig. 4a). 
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   En la línea celular CaSki (HPV-16) se obtuvo solamente una banda que 

corresponde al tamaño de 161 pb con una intensidad muy similar a la obtenida 

en la línea SiHa  que corresponde a los transcritos de la oncoproteína E6*, esto 

es indicativo de la presencia del gen que codifica para dicha proteína (Fig. 4a). 

En la línea celular HeLa (HPV-18), no se obtuvo ningún producto de la 

RT-PCR que se le realizó para el gen E6, esto es debido a que la región del 

transcrito de E6 del HPV-18 donde se alinean los oligonucleotidos utilizados no 

son complementarios (Fig. 4a), por lo que posteriormente se utilizaron 

oligonucleotidos específicos para los transcritos del HPV-18. 

En la línea celular C-33 A (HPV negativo) no se observo ninguna banda 

que correspondiera al tamaño de cDNA del gen E6 que se esta amplificando, 

esto concuerda con lo que esperaba, ya que ésta línea celular no contiene el 

genoma del HPV (Fig. 4a). 

 

En los queratinocitos inmortalizados con E6 y E6/7 (HPV16) se 

obtuvieron dos bandas como lo esperábamos, una de 344 pb y otra de 161 pb, 

que corresponden al tamaño del RNAm completo y al del RNAm de menor 

tamaño producto del “Splicing” alternativo que codifican para  E6 y E6*  

respectivamente. Por otro lado en los queratinocitos E7 como era de esperarse 

no obtuvimos ninguna banda, esto debido a que estas células no fueron 

inmortalizadas con el  gen E6 (Fig.4a). 

También se realizaron ensayos de RT-PCR para el gen E6 en las líneas 

celulares provenientes de cáncer de mama (SK-BR-3 y MCF-7), que se 

utilizaron como controles para la expresión de ErbB2, como era de esperarse 

no obtuvimos ningún amplificado debido a que el origen tumoral de éstas líneas 

no está relacionado con el HPV (Fig. 4a).  

 

De la misma manera, por medio de ensayos de RT-PCR se detectó la 

expresión del gen E7 en cada una de las líneas celulares provenientes de 

cáncer cervical (SiHa, CaSki, HeLa, C-33 A) utilizadas. Como se observa en la 

figura 4b, las líneas celulares SiHa y CaSki (HPV-16) muestran una banda de 

269 pb que corresponde al fragmento amplificado por los oligonucleotidos 

utilizados para el gen E7, lo cual nos indica que este gen se encuentra 

presente y se está expresando. 
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En la línea celular HeLa (HPV-18), no fue posible amplificar el gen E7 

con los oligonucleotidos utilizados (Figura 4b), por lo que se decidió utilizar otro 

par de oligonucleotidos específicos para las oncoproteínas E6 y E7 del HPV-18 

(donados por el doctor Patricio Gariglio), estos oligonucleotidos se alinean en 

una parte del RNAm de E6 y el otro en una región de E7 amplificando 

simultáneamente los transcritos de las dos oncoproteínas dando como 

resultado una banda de 218 pb, la cual podemos observar en la figura 4d. 

En la línea C-33 A no obtuvimos ningún amplificado debido a que éstas 

células no contienen el genoma viral, por que su origen tumoral no esta 

relacionado con el HPV (Fig. 4b). 

 

Se realizaron de la misma forma ensayos de RT-PCRs para los 

queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas del HPV-16 para verificar 

la presencia del gen E7 así como su transcripción. En los queratinocitos E7 y 

E6/7 se obtuvo una banda de 269 pb la cual corresponde a los transcritos del 

gen E7. En el caso de los queratinocitos E6 no se obtuvo ningún amplificado 

como se esperaba esto es debido a que estas células no fueron inmortalizadas 

con el gen E7 (Fig. 4b). 

 

En las líneas celulares SK-BR-3 y MCF-7 no se obtuvo ninguna banda 

para E7 como se esperaba, ya que estas son líneas celulares provenientes de 

cáncer de mama no tienen una relación con el HPV (Fig. 4b) 

 

Como control interno, se amplificó el gen de la β-2-MG el cual es un gen 

constitutivo, dando una banda de 294 pb, esto se realizó para cada línea 

celular (Fig. 4c) 
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Figura 4. Detección de E6 y E7 por RT-PCR en líneas celulares de cáncer cervical y en 
queratinocitos inmortalizados con E6 y E7, analizado en un gel de agarosa al 1%. (a) M 
corresponde al marcador de peso molecular de 100pb. En la línea celular Ker E6, Ker E6/7 y 
SiHa  observamos los amplificados de E6 y E6* con un tamaño de 344 pb y 161 pb 
respectivamente. En CaSki se muestra una banda de 161pb correspondiente a E6*. En la línea 
celular MCF-7, Ker E7, HeLa, C-33 A y SK-BR-3 no se obtuvo ningún amplificado de E6. (b) En 
la línea celular Ker E7, Ker E6/7, SiHa y CaSki se observa el amplificado de E7 con peso 
molecular de 269 pb. En MCF-7, Ker E6, HeLa, C-33 A y SK-BR-3 no se amplifico el gen. (c) 
En este panel se muestra los amplificados de β-2-MG de cada línea celular. (d) M corresponde 
al marcador de peso molecular de 100 pb y en el segundo carril se observa una banda de    
218 pb que corresponde al amplificado de E6 y E7 en HeLa con oligonucleotidos específicos 
para HPV-18. 
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Expresión de erbB2 en líneas celulares de cáncer cervical y en 
queratinocitos inmortalizados. 
 

Para determinar la expresión de erbB2 se realizaron ensayos de RT-

PCRs, los cuales fueron analizados en un gel de agarosa al 1%. 

  Se observo que en las líneas celulares provenientes de cáncer cervical 

(SiHa, CaSki, HeLa y C-33 A) una banda de 168pb correspondiente al 

fragmento amplificado de erbB2. En los queratinocitos E6, E7 y E6/7 de igual 

forma se logro amplificar erbB2 (Fig. 5a). Como control positivo de la expresión 

de erbB2 se utilizo la línea SK-BR-3 la cual está reportada que sobreexpresa la 

proteína producto de este gen y como control negativo se tomo a la línea   

MCF-7 la cual está reportada que expresa los niveles básales del receptor 

ErbB2 (Fig. 5a). 

De esta manera pudimos ver que todas las líneas celulares se 

encuentran expresando erbB2, sin embargo pareciera que en la línea  CaSki y 

en los queratinocitos E7 y E6/7 se estuviera expresando mayores  niveles pero 

esto se debe corroborar por técnicas cuantitativas como RT-PCR en tiempo 

real. 

Como control interno se amplificó a β-2-MG para cada línea celular como 

se muestra en la figura 5b. 

 

Las líneas celulares de cáncer cervical y queratinocitos 
inmortalizados expresan el receptor ErbB2. 
 

Una vez que se observó que el gen erbB2 se está transcribiendo en las 

líneas celulares de cáncer cervical, quisimos ver si el RNAm producido se 

estaba traduciendo en estas líneas celulares, para cumplir con nuestro objetivo 

se realizaron ensayos de inmunocitoquímica. 

Para la realización de las inmunocitoquímicas cada línea celular se 

sembró en cubreobjetos a una confluencia del 60%, posteriormente se fijaron 

con paraformaldehido y se incubaron toda la noche con el anticuerpo Ab-1 

(Calbiochem) dirigido contra el dominio intracelular del receptor ErbB2, para 

revelar se utilizo el complejo DAB y fueron visualizadas en el microscopio 

óptico con un aumento de 40X. 
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Figura 5. Detección de erbB2 por RT-PCR en líneas celulares de cáncer cervical y 
queratinocitos inmortalizados con E6 y E7, analizado en un gel de agarosa al 1%.(a) M 
corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb. En la línea celular MCF-7 se muestra 
una banda de 168 pb la cual corresponde a los niveles básales de erbB2, esta línea celular se 
tomo como control negativo. En la línea Ker E6, Ker E7 y Ker E6/7 se obtuvieron amplificados 
los cuales corresponden a erbB2. De igual manera en SiHa, CaSki, HeLa y C-33 A se obtuvo 
una banda de 168 pb la cual corresponde al fragmento amplificado de este gen. En la línea 
celular SK-BR-3 se muestra el control positivo de la expresión de erbB2. (b) En este panel se 
muestra los amplificados β-2-MG de cada una de las líneas celulares, el cual fue utilizado como 
control interno. (c) En este panel se muestran RT-PCRs para erbB2, a las cuales no se les 
coloco transcriptasa reversa, este fue utilizado como control negativo interno. 
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Los resultados obtenidos muestran que las líneas SiHa y CaSki      

(HPV-16) así como la línea HeLa (HPV-18) se encuentran expresando el 

receptor ErbB2, al igual que la línea celular C-33 A (HPV negativo) (Fig. 6) 

 

Enseguida evaluamos si se estaba llevando acabo la expresión de 

ErbB2 en los queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas E6, E7 y E6/7 

por medio de inmunocitoquímica y observamos que las tres líneas celulares lo 

expresan, sin embargo la expresión obtenida en los queratinocitos E7 y E6/7 

parece ser mayor a la obtenida en los queratinocitos E6 (Fig. 7). 

 

Curiosamente, la  marca que corresponde a ErbB2 en todas las líneas 

celulares pareciera encontrarse distribuida uniformemente en el citoplasma, lo 

cual se debe corroborar mediante microscopia confocal, debido a que la técnica 

utilizada no proporciona información sobre la ubicación de la proteína. 

 
Cuantificación y localización del receptor ErbB2 en líneas 
celulares de cáncer cervical y en queratinocitos inmortalizados. 
 

Una vez detectado que el receptor ErbB2 se encuentra expresado en las 

líneas celulares de cáncer cervical, así como en los queratinocitos E6, E7 y 

E6/7, se prosiguió ha medir el nivel de expresión del receptor, así como evaluar 

la localización de éste en cada una de las líneas celulares, esto se realizó por 

medio de ensayos de citometria de flujo e inmunofluorescencias analizadas por 

microscopia confocal. 

 

En el caso de las citometrias de flujo se colocaron 5 x 105 células por 

tubo en cada experimento por línea celular, cada una de las líneas se probo 

con el anticuerpo sc-08 anti–ErbB2 (Santa Cruz) y el Ab-5 anti-ErbB2 

(Calbiochem) y como anticuerpo secundario se utilizo un anticuerpo anti-ratón 

acoplado a fluoresceína, las muestras se sometieron a citometria de flujo donde 

se analizaron 10 000 eventos por muestra. Como control de isotipo se utilizo un 

anticuerpo anti-ratón IgG inespecífico. 
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Figura 6. Detección de la expresión de ErbB2 en líneas celulares de cáncer cervical por 
inmunocitoquímica. Las figuras de la izquierda corresponden al control de cada una de las 
líneas celulares con un anticuerpo IgG de ratón inespecífico. Las figuras de la derecha 
corresponden a las muestras tratadas con el anticuerpo IgG Ab1 anti-ErbB2 (Calbiochem). 
Podemos observar que en las líneas celulares SiHa, CaSki, HeLa y C-33 A una marca de color 
sepia que corresponde a la proteína ErbB2, estas fueron observadas en microscopio óptico a 
40X. 
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Figura 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuantificación y ubicación del receptor ErbB2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Detección de la expresión de ErbB2 en queratinocitos inmortalizados por 
inmunocitoquímica. Las figuras que se muestran a la izquierda corresponden al control de cada 
línea celular con un anticuerpo IgG inespecífico. En las figuras de la derecha se muestran las 
células con el anticuerpo Ab-1 anti ErbB2 (Calbiochem). Se observa la expresión del receptor 
ErbB2  en color sepia en los queratinocitos E6, E7 y E6/7. Las muestras fueron vistas en 
microscopio óptico a 40X. 
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Para la realización de las inmunofluorescencias, cada línea celular se 

sembró en cubreobjetos a una confluencia del 60%, posteriormente fueron 

fijadas con paraformaldehido y enseguida se incubaron con el anticuerpo Sc-o8 

anti-ErbB2 (Santa Cruz). Posteriormente se incubaron con un anticuerpo 

acoplado a fluoresceína, usando como contra tinción el yoduro de propidio. Las 

preparaciones fueron visualizadas en microscopia confocal a un aumento de 

63X, las fotografías fueron tomadas en tres canales, en el de fluoresceína 

(verde), en yoduro de propidio (rojo) y en Nomarski. 

 

En la figura 8 Ia se muestra el nivel de expresión de ErbB2 en la línea 

celular SK-BR-3 utilizando los anticuerpos sc-08 y Ab-5, en donde se observo 

un incremento del 92.73% y el 51.06% respectivamente en el numero de 

células marcadas con respecto al control de isotipo (IgG inespecífico), siendo 

mas específico el anticuerpo sc-08. La expresión determinada por citometria de 

flujo se observó en la membrana celular al realizar inmunofluorescencia 

analizada por microscopia confocal como se observa en la figura 8 Ic, d y e, en 

donde la marca en verde que corresponde a la proteína expresada  se 

encuentra delimitada en la membrana celular y en rojo se muestran los 

núcleos. 

Cabe mencionar que esta línea celular fue utilizada como control 

positivo, para evaluar la expresión de cada una de las líneas celulares, ya que 

esta reportada a sobreexpresar el receptor ErbB2. 

 

Posteriormente se evaluó la expresión del receptor ErbB2 en la línea 

MCF-7,  por citometria de flujo, obteniendo un 2.0% de células marcadas con el 

anticuerpo sc-08 y un 0.7% con el anticuerpo Ab-5 con respecto al control de 

isotipo (Fig. 8 IIa), estos valores corresponden a los niveles básales del 

receptor, ya que como se ha mencionado ésta línea celular no lo sobreexpresa, 

por lo que fue utilizada como un control negativo de la expresión de ErbB2, 

estos resultados concuerdan con la expresión observada en las 

inmunofluorescencias, en donde la marca observada  en la membrana celular 

fue muy baja (Fig. 8 IIc, d, e). 
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Figura 8. Cuantificación y localización del receptor ErbB2 en las líneas SK-BR-3 y MCF-7 por 
citometria reflujo  e inmunofluorescencia en microscopia confocal.  En el panel I se muestra el 
análisis de SK-BR-3 y en el panel II corresponde a MCF-7. (Ia, IIa) Se muestran los valores 
obtenidos por citometria de flujo de la expresión de ErbB2 en SK-BR-3 y MCF-7. (Ib, IIb) Se 
muestra una proyección  del control de isotipo (IgG inespecífico) de cada una de estas líneas 
celulares en el canal fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Ic, IIc) Corresponde a la 
proyección de los cortes de las muestras tratadas con el anticuerpo sc-o8 anti-ErbB2, en el 
canal fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Id, IId) Se muestra en el canal de 
fluoresceína un corte medio de  las células SK-BR-3 y MCF-7, la marca observada corresponde 
a la expresión de ErbB2. (Ie, IIe) Corresponde a un corte medio visualizado en el canal de 
fluoresceína y yoduro de propidio. Las muestras analizadas en microscopia confocal fueron 
observadas a 63X. 
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En seguida evaluamos el nivel de expresión de ErbB2 en las líneas 

celulares de cáncer cervical, así como la ubicación de dicho receptor. Por 

citometria de flujo se encontró un incremento del 81.42% y 13.61% de células 

marcadas con los anticuerpos sc-08 y Ab-5 respectivamente en la línea celular 

SiHa (HPV-16) (Fig. 9 Ia), al realizar la inmunofluorescencia observamos que la 

marca en verde que corresponde a la expresión de ErbB2 se encuentra en la 

membrana celular (Fig. 9 Ic, d, e) 

Al analizar la línea celular CaSki (HVP-16) se observo un incremento de 

células marcadas del 78.18% al utilizar el anticuerpo sc-08 y un 59.18 % con el 

anticuerpo Ab-5  con respecto al isotipo (Fig. 9 IIa), dicha marca se observo en 

la membrana celular, cuando se realizaron inmunofluorescencias, las cuales 

fueron analizadas por microscopia confocal (Fig. 9 IIc, d, e). 

En ambas líneas celulares (SiHa y CaSki) se detecto con el anticuerpo 

sc-08 una mayor expresión, la cual es considerablemente mayor a la obtenida 

en nuestro control negativo. 

 

Se determinaron los niveles de la proteína ErbB2 por citometria de flujo 

en la línea celular HeLa (HPV-18) obteniendo un 9.62% de células marcadas 

con el anticuerpo sc-08 y un 1.03% con el anticuerpo Ab-5 (Fig.10 Ia), al 

analizarlas por inmunofluorescencia en microscopia confocal observamos una 

baja marca que corresponde a los valores obtenidos por citometria, la cual se 

encuentra en la membrana (Fig.10 Ic, d, e). 

En la línea celular C-33 A (HPV negativo) se obtuvo un 30.99% y un 

51.65% de células marcadas con los anticuerpos sc-08 y Ab-5 respectivamente 

(Fig.10 IIa), observando por  inmunofluorescencia en microscopia confocal la 

marca en color verde que corresponde a la expresión de ErbB2 en la 

membrana celular (Fig.10 IIc, d, e) 

A pesar de que HeLa contiene el genoma del HPV-18 el cual es de alto 

riesgo, no se observo la sobreexpresión del receptor ErbB2, manteniendo los 

niveles básales de éste, sin embargo inesperadamente en la línea C-33 A 

negativa a HPV obtuvimos valores mayores al de nuestro control negativo, sin 

embargo estos valores fueron menores a los observados en las líneas celulares 

que contienen el HPV-16. 
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Figura 9. Cuantificación y localización del receptor ErbB2 en las líneas celulares SiHa y CaSki 
por citometria de flujo e inmunofluorescencia en microscopia confocal. En el panel I se muestra 
el análisis de SiHa y en el panel II el de CaSki. (Ia, IIa) Se muestra los valores obtenidos de la 
expresión de ErbB2 por citometrias de flujo de las líneas SiHa y CaSki. (Ib, IIb) Se muestra 
una proyección de los controles de isotipo (IgG inespecífico) de cada una de estas líneas 
celulares en el canal de fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Ic, IIc) Se presenta la 
proyección de los cortes de las muestras tratadas con el anticuerpo sc-08 anti-ErbB2 de SiHa y 
CaSki, en el canal de fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Id, IId) Se muestra un 
corte medio observado en el canal de fluoresceína, la marca corresponde a la expresión de 
ErbB2. (Ie, IIe) Se observa un corte medio en el canal de fluoresceína y yoduro de propidio. 
Las muestras analizadas en microscopia confocal se observaron a 63X. 
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Figura 10. Cuantificación y localización del receptor ErbB2 en las líneas celulares HeLa y       
C-33 A por citometria de flujo e inmunofluorescencia en microscopia de confocal. En el panel I 
se muestra el análisis de HeLa y en el panel II el de C-33 A. (Ia, IIa) Se muestran los 
resultados obtenidos de la expresión de ErbB2 por citometria de flujo en HeLa y C-33 A. (Ib, 
IIb) Se muestra una proyección de los controles de isotipo (IgG inespecífico) de cada una de 
estas líneas, en el canal de fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Ic, IIc) Se presenta 
la proyección de los cortes de HeLa y C-33 A tratadas con el anticuerpo sc-o8 anti-ErbB2 en el 
canal de fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Id, IId) Se muestra un corte medio visto 
en el canal de fluoresceína, la marca observada corresponde a la expresión de ErbB2. (Ie, IIe) 
Se presenta un corte medio  en el canal de fluoresceína y yoduro de propidio. Las muestras 
analizadas en microscopia confocal se observaron a 63X. 
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 Una vez analizado la expresión de ErbB2 en las líneas celulares de 

cáncer cervical y al ver que la mayoría de estas lo sobreexpresan, lo que 

prosiguió fue ver el nivel de expresión y ubicación de éste receptor en los 

queratinocitos inmortalizados para evaluar la actividad de las oncoproteínas E6 

y E7 en la expresión del receptor. 

 

Al analizar por citometria de flujo a los queratinocitos inmortalizados E6, 

E7 y E6/7 se obtuvieron los siguientes valores, en los queratinocitos E6 se 

obtuvo el 84.56% de células marcadas con el anticuerpo sc-08 y con el Ab-5 un 

76.56% con respecto al control de isotipo (Fig.11 Ia), mientras que en los 

queratinocitos E7 el porcentaje de células que se marcaron fueron del 90.61% 

y del 87.88% con los anticuerpos sc-08 y Ab-5 respectivamente (Fig.11 IIa). En 

los queratinocitos E6/7 obtuvimos valores del 83.19% con el anticuerpo sc-08 y  

con el anticuerpo Ab-5 el 66.24% (Fig. 12a).  

 

Posteriormente realizamos ensayos de inmunofluorescencia utilizando el 

anticuerpo sc-08 en los queratinocitos E6, E7 y E6/7, las cuales fueron 

analizadas por microscopia confocal,  en donde observamos que la marca en  

verde que se observa en los queratinocitos E6 (Fig.11 Ic, d, e) y los 

queratinocitos E7 (Fig.11 IIc, d, e) que corresponde a la expresión de ErbB2 se 

encuentra en la membrana celular, de esta manera también fueron analizados 

los queratinocitos E6/7 donde la expresión del receptor se observa en la 

membrana celular (Fig. 12c, d, e). 

 

Se obtuvo una mayor afinidad del anticuerpo sc-08 para detectar el 

receptor ErbB2. Con respecto a los valores obtenidos con este anticuerpo 

podemos decir que en las líneas celulares de cáncer cervical que contienen el 

genoma del HPV-16 (SiHa y CaSki) se encuentran sobreexpresando el 

receptor ErbB2 al compararlas  con el control negativo, de la misma manera las 

tres líneas celulares de queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas E6, 

E7 y E6/7 (HPV-16) se encuentra sobreexpresado éste receptor, obteniendo 

por citometria de flujo valores muy similares a los obtenidos a nuestro control 

positivo (Fig. 13).  
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Figura 11. Cuantificación y localización del receptor ErbB2 en queratinocitos inmortalizados E6 
y E7 por citometria de flujo e inmunofluorescencia en microscopia confocal. En el panel I se 
muestra el análisis de los queratinocitos E6 y en el panel II el de los E7.  (Ia, IIa) Se presentan 
los valores obtenidos de la expresión de ErbB2 por citometria de flujo en los queratinocitos E6 y 
E7. (Ib, IIb) Se muestra una proyección de los controles de isotipo (IgG inespecífico) de cada 
una de estas líneas celulares, en el canal de fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Ic, 
IIc) Se muestra una proyección de los cortes de los queratinocitos E6 y E7 tratados con el 
anticuerpo sc-08, en el canal de fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (Id, IId) Se 
muestra un corte medio observado en el canal de fluoresceína, esta marca corresponde a la 
expresión de ErbB2. (Ie, IIe) Se presenta un corte medio en el canal de fluoresceína y yoduro 
de propidio. Las muestras analizadas en microscopia confocal se observaron a 63X. 
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Ker E6/7 

 
Figura 12. Cuantificación y localización del receptor ErbB2 en queratinocitos inmortalizados 
E6/7 por citometria de flujo e inmunofluorescencia por microscopia confocal. (a) Se muestran 
los valores obtenidos de la expresión de ErbB2 por citometria de flujo en los queratinocitos 
E6/7. (b) Se presenta una proyección del control de isotipo (IgG inespecífico) en el canal de 
fluoresceína, yoduro de propidio y Nomarski. (c) Se muestra una proyección de los cortes de 
los queratinocitos tratados con el anticuerpo sc-08, en el canal de fluoresceína, yoduro de 
propidio y Nomarski. (d) Se presenta un corte medio de esta línea celular en el canal de 
fluoresceína, la marca que se observa corresponde a la expresión de ErbB2. (e) Se muestra un 
corte medio en el canal de fluoresceína y yoduro de propidio. La muestra analizada en 
microscopia confocal se observaron a 63X 

 

 

Mientras tanto en la línea celular HeLa (HPV-18) el número células marcadas  

fue del 83.11% menor con respecto al control positivo, sin embargo 

inesperadamente en la línea celular C-33 A (HPV negativo) se obtuvo un mayor 

numero de células marcadas versus la línea celular HeLa (Fig.13) 
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Figura 13. Porcentaje relativo de la expresión de ErbB2 en queratinocitos inmortalizados  y en 
líneas celulares de cáncer cervical por citometria de flujo con el anticuerpo sc-08. En esta figura 
se observan los valores obtenidos de una corrida de experimentos representativa analizada por 
citometria de flujo con el anticuerpo sc-o8 a una dilución 1:20, se analizaron 10 000 eventos de 
cada una de las líneas celulares de queratinocitos inmortalizados y de las líneas provenientes 
de cáncer cervical. 
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VIII. DISCUSIÓN. 
 

El receptor ErbB2 es una glicoproteína, de tipo tirosina cinasa, el cual esta 

involucrado en la diferenciación celular, crecimiento, proliferación y desarrollo, 

de diversos tejidos de origen mesenquimal y neuronal. ErbB2 es la pareja mas 

frecuente con la que los miembros de la familia ErbB forman heterodimeros, de 

esta manera son mayores las interacciones receptor-receptor, aumentando la 

capacidad de interacción de ErbB2 a los ligandos de los  miembros de su 

familia con los que forma heterodimeros, aumentando el potencial de 

diversificación. 

El receptor ErbB2 se ha encontrado participando en procesos 

carcinogénicos en cáncer de mama, en donde ya se tiene una evidencia mas 

clara de su participación [86-87], también sea encontrado involucrado en 

cáncer de colon, próstata, páncreas, pulmón y cáncer cervical [96]. En estudios 

previos realizados por nuestro grupo de trabajo, se evidencio la posible 

sobreexpresión del receptor ErbB2 por diferentes métodos en líneas de cáncer 

cervical (SiHa, CaSki, HeLa, C-33 A) así como en biopsias de cáncer cervico-

uterino.  

Por lo antes ya mencionado, los objetivos de este trabajo fueron; 1) 

demostrar la presencia del receptor ErbB2 en líneas celulares de cáncer 

cervical (SiHa, CaSki; HeLa, C-33 A), estimar el nivel de transcripción del gen 

que lo codifica, así como medir el nivel de expresión y localización de éste 

receptor en las células previamente mencionadas, 2) determinar una posible 

influencia de las oncoproteínas E6 y E7 del HPV en la expresión del receptor 

ErbB2, estimando el nivel de transcripción de erbB2, así como el nivel de 

expresión y localización del receptor en queratinocitos inmortalizados con las 

oncoproteínas. 

 

Para estimar el nivel de transcripción de erbB2 en las líneas de cáncer 

cervical así como en los queratinocitos inmortalizados, se realizaron ensayos 

de RT-PCRs. Al parecer todas las líneas celulares presentan un nivel de 

transcripción mayor al control tomado como negativo (MCF-7), mientras tanto 

entre estas líneas celulares parece ser que la línea Ker E7, Ker E6/7 y CaSki 
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tienen niveles mayores de expresión, mientras que la línea celular negativa a la 

infección del HPV (C-33 A) inesperadamente parece ser que tiene un nivel de 

transcripción mayor con respecto al control negativo, sin embargo mediante 

este método no se puede ver las diferencias del nivel de transcripción entre 

esta líneas celulares ya que este no es un método cuantitativo, por lo que se 

tendría que realizar RT-PCR en tiempo real para poder cuantificar el nivel de 

transcripción.  

En estudios previos de cáncer de mama, han establecido una relación 

entre el número de copias del RNAm de cada uno de los genes que codifican 

para los receptores de la familia ErbB2 y la sobrevida de los pacientes, 

teniendo como resultado, que a una mayor actividad transcripcional de los 

genes que codifican para EGFR, ErbB2 y ErbB3 el pronóstico de sobrevida del 

paciente es menos alentador, por lo contrario, los pacientes con numero mayor 

de copias de RNAm de ErbB4 tienen un tiempo de sobrevida mayor [101]. 

 

Para determinar la presencia del receptor ErbB2 en las líneas celulares 

de cáncer cervical y queratinocitos inmortalizados, se realizaron ensayos de 

inmunicitoquímica para cada línea con el anticuerpo Ab-1 anti-ErbB2. En 

nuestros resultados observamos que en la línea SiHa, CaSki, HeLa y C-33 A se 

encuentra expresado el receptor, al parecer sin ninguna diferencia en el nivel 

de expresión, sin embargo pareciera que éste se encuentra distribuido en el 

citoplasma, lo cual no correlaciona con la actividad funcional de un receptor. 

 De la misma manera se realizaron inmunocitoquímicas en los 

queratinocitos E6, E7 y E6/7, nuestros resultados indican que estos se 

encuentran expresando el receptor ErbB2, donde la marca que corresponde a 

la expresión de éste, curiosamente pareciera encontrarse distribuida en el 

citoplasma celular. A pesar de que el anticuerpo utilizado reconoce a la región 

citoplásmica del receptor, se esperaba ver mas intensa la marca a nivel de la 

cara interna de la membrana. 

 

Una vez determinado la presencia de ErbB2 en todas las líneas 

celulares éste se cuantifico por citometria de flujo, utilizando el anticuerpo sc-08 

y Ab-5 los cuales reconocen la región extracelular del receptor, de estos dos 

anticuerpos se obtuvieron mejores resultados con el anticuerpo sc-08.             
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Al analizar las líneas celulares SiHa y Caski (HPV-16) se obtuvieron valores 

mayores del 70% de células marcadas con respecto al control negativo (MCF-

7), lo cual nos habla de una sobreexpresión del receptor en estas líneas 

celulares, ya que los resultados obtenidos son  muy semejantes al de nuestro 

control positivo (SK-BR-3)  

Asombrosamente al analizar la línea HeLa de la cual se esperaba 

obtener valores por arriba del 50% de células marcadas ya que esta se 

encuentra infectada con un tipo de HPV de alto riesgo (HPV-18), observamos 

que solo el 9.62% de las células expresaron ErbB2, tal porcentaje no es 

significativo de una sobreexpresión. La diferencia observada en el porcentaje 

de células marcadas entre HeLa (9.62%) y las líneas celulares SiHa (81.42%) y 

CaSki (78.18%) puede deberse a diferencias en algunas regiones de las 

oncoproteínas E6 y E7 entre el HPV-16 y HPV-18, las cuales les 

proporcionarían diferente actividad funcional, para aumentar los niveles de 

ErbB2. Sin embargo estos resultados se tienen que comprobar utilizando un 

modelo de queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas E6 y E7 del 

HPV-18.  

 

Al evaluar la línea C-33 A (HPV negativo) obtuvimos que el 30.99% de 

células marcadas, valor que fue mayor al esperado y curiosamente es también 

mayor al obtenido en la línea HeLa, esto nos podría hablar de dos cosas, de 

que en este tipo de células de cáncer cervical la expresión de ErbB2 fuera 

mayor de manera normal, para determinar esto necesitaríamos contar con un 

cultivo primario de queratinocitos, el cual no se pudo obtener en el laboratorio, 

otro punto seria, que no es necesaria la presencia del HPV para alterar la 

expresión del receptor, sin embargo la presencia del virus como la de HPV-16 

es importante para contribuir en el aumento de dos o tres veces más en la 

expresión de ErbB2. 

 

Por ultimo para evaluar una posible influencia de las oncoproteínas E6 y 

E7 en la sobreexpresión de ErbB2, se cuantifico la expresión de éste receptor 

en los queratinocitos inmortalizados por citometria de flujo. En los Ker E6 las 

células que se marcaron con el anticuerpo sc-08 anti-ErbB2 corresponde al 

84.56%, mientras que en los Ker E7 se obtuvo un 90.61% de células marcadas, 
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un 6% mayor que los Ker E6. En los queratinocitos E6/7 por citometria de flujo 

se observo el 83.19% de células marcadas con el anticuerpo sc-08.           

Estos resultados nos indican que no hay una participación específica por 

alguna de las oncoproteínas (E6, E7) ya que ambas aumentan los niveles de 

expresión del receptor ErbB2 a niveles muy semejantes, indicando una 

sobreexpresión en los Ker E6, Ker E7 y Ker E6/7, sin embargo, si existe una 

diferencia importante en la expresión del receptor entre la presencia del     

HPV-16 y la del HPV-18. 

Nuestros resultados correlacionan con trabajos previos en donde se ha 

demostrado que un número mayor al basal de este receptor en cáncer cervical 

contribuye al desarrollo de un carcinoma más agresivo [97]. 

.  

 Con el fin de visualizar la localización del receptor ErbB2 se realizaron 

ensayos de inmunofluorescencia analizadas en microscopia confocal en las 

líneas celulares de cáncer cervical y en los queratinocitos inmortalizados. 

 

 Los resultados obtenidos de las líneas celulares SiHa y CaSki (HPV-16), 

evidenciaron la presencia del receptor ErbB2 a nivel de membrana celular, de 

la misma manera la presencia de éste receptor en la línea celular HeLa (HPV-

18) y C-33 A (HPV negativo) se encuentra expresado a nivel de membrana. La 

intensidad de la marca que se observa en estas líneas celulares, que 

corresponde a la expresión de ErbB2 concuerda con los resultados obtenidos 

en la citometria de flujo. 

 De la misma manera se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para 

los queratinocitos inmortalizados E6, E7 y E6/7 para determinar la localización 

de ErbB2, los resultados de estos ensayos nos mostraron que en las tres líneas 

celulares en receptor ErbB2 se encuentra expresado a nivel de membrana 

celular. 

   

De esta manera este trabajo aportó evidencias de la presencia del receptor 

ErbB2 en líneas celulares de cáncer cervical, así como la sobreexpresión de 

éste receptor, influenciada por las oncoproteínas E6 y E7 del HPV-16 y su 

localización a nivel de membrana celular. Por lo que es importante conocer la 

actividad funcional de ErbB2, así como el mecanismo por el cual E7 y E6 
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estarían contribuyendo a la sobreexpresión del receptor ErbB2,  ya que esto 

seria útil para establecer estrategias terapéuticas en el control del cáncer 

cervical 
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IX. CONCLUSIONES. 
 

1.- erbB2 se encuentra transcribiéndose en las todas líneas celulares de cáncer 

cervical, así como en las líneas de queratinocitos transformados con las 

oncoproteínas E6 y E7. 

 

2.- El receptor ErbB2 se encuentra expresado en todas las líneas celulares de 

cáncer cervical y en los queratinocitos E6, E7 y E6/7.  

 

3.- Las líneas celulares de cáncer cervical, SiHa y CaSki (HPV-16) mostraron 

una sobreexpresión de ErbB2, sin embargo en la línea HeLa el nivel de 

expresión de éste receptor es bajo. La línea C-33 A mostró una menor 

expresión de ErbB2 en comparación con las líneas que contienen el genoma 

del HPV-16, sin embargo, esta fue mayor que la que se obtuvo en Hela la cual 

es  HPV-18. 

 

4.- ErbB2 se encuentra sobreexpresado en los queratinocitos E6, E7 y E6/7, a 

pesar de que la expresión del receptor ErbB2 obtenido en los queratinocitos E6 

fue ligeramente menor con respecto a la expresión obtenida en los 

queratinocitos E7 esta cantidad de expresión en los queratinocitos E6 es  

significativa. 

 

5.- La localización de ErbB2 en las líneas celulares  de cáncer cervical, así 

como en los queratinocitos inmortalizados con las oncoproteínas se encuentra 

localizado a nivel de membrana celular. 

 

6.- La sobreexpresión del receptor ErbB2 esta influenciada por la participación 

especifica de las dos oncoproteínas (E6 y E7), sin embargo éste aumento en la 

expresión del receptor esta relacionado con la presencia del tipo de HPV. 
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X. PERSPECTIVAS. 
 

En este trabajo determinamos que todas las líneas celulares de cáncer 

cervical usadas y las líneas de queratinocitos inmortalizados se encuentran 

transcribiendo a erbB2. Además determinamos que las líneas celulares HPV-16 

positivo sobreexpresan al receptor ErbB2, así como también determinamos la 

participación de las oncoproteínas E6 y E7 del HPV-16 en la sobreexpresión de 

éste receptor. 

 

Sin embargo es importante determinar el nivel de transcripción de erbB2 

por métodos cuantitativos como es la RT-PCR en tiempo real, para determinar 

si existe una sobreregulación del gen a este nivel por las oncoproteínas, 

utilizando como control queratinocitos de cultivo primario no inmortalizados. 

En el caso que los niveles de RNAm sean similares  a los básales, esto 

nos hablaría de una sobreregulación postranscripcional, lo cual se comprobaría 

midiendo el tiempo de vida media de ErbB2, utilizando un inhibidor de la 

síntesis proteica como la cicloheximida y monitoreando la degradación por 

Western blot a diferentes tiempos. 

 

Es interesante saber el número de copias del erbB2 por célula ya que se 

ha observado que en cáncer de mama éste receptor se encuentra amplificado 

en un 30% de los tumores, y este podría ser otro de los mecanismos que estén 

contribuyendo a la sobreexpresión de éste, esto se podría realizar por ensayos 

de Southern blot  en las líneas celulares de cáncer cervical. 

 

También es necesario determinar la actividad funcional del receptor en 

las líneas SiHa, CaSki y en los queratinocitos inmortalizados con las 

oncoproteínas E6 y E7 en donde se encontró sobreexpresado, esto se podría 

realizar por medio de ensayos de Western blot, determinando si este receptor 

se encuentra fosforilado en su dominio tirosina-cinasa. 

 

Algo muy interesante de estudiar es el efecto contrario observado de las 

oncoproteínas E6 y E7 del HPV-18 sobre la expresión de ErbB2, para 
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determinar que estas oncoproteínas disminuyen la expresión del receptor  se 

tendría que evaluar el efecto de E6 y E7 en un modelo de queratinocitos 

inmortalizados con las oncoproteínas del HPV-18 y medir los niveles de 

expresión de ErbB2 por análisis de citometria de flujo. 
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ANEXO I 
EXTRACCIÓN DE RNA POR EL METODO DE TRIZOL. 

1.- Se parte de cultivos en cajas p100 con una confluencia del 80%. 

2.- Se retira el medio de cultivo por decantación. 

3.- Adicionar 1ml de Trizol frió por caja, homogenizar y desprender las células. 

4.- Pasar a tubos de Eppendorf, aproximadamente 1ml. 

5.- Incubar 5 min. a temperatura ambiente. 

6.- Adicionar 200 μl de cloroformo por cada ml de Trizol. 

7.- Se le da vortex por 15 seg. Y se incuba 3 mit. a temperatura ambiente. 

8.- Se centrifuga a 1300 rpm por 20 min. a 4oC. 

9.- Se forman tres fases: una transparente que corresponde al RNA, una 

intermedia que corresponde al DNA y una roja que corresponde a proteínas, 

recuperar la fase acuosa transparente. 

10.- Precipitar la fase acuosa con 250 μl de alcohol isopropilico, agitar por 

inversión de 5 -10 veces. 

11.- Incubar 10 min. a temperatura ambiente. 

12.- Se centrifuga a 1300 rpm por 15 min. a 4oC. 

13.- Retirar el sobrenadante y lavar la pastilla con 1ml de  etanol al 75%. 

14.- Se le da vortex por 15 seg. 

15.- Centrifugar a 8000 rpm por 5 min. a 4oC. 

16.- Se retira el sobrenadante y dejar secar la pastilla  por 30 min. 

17.- Disolver la pastilla semiseca en 100μl de agua DEPC. 

18.-Cuantificar el RNA y almacenar a -70 oC. 
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ANEXO II 
TRANSCRIPCIÓN REVERSA-PCR (RT-PCR). 

PRECIPITACIÓN DE RNA. 

1.- Se parte de 2.5 μg de RNA, a los cuales se les agrega 1/10 pastes de 

acetato de sodio al 3M con de pH 5.5, a la suma del volumen de la muestra 

mas el volumen del acetato de sodio, se le agrega 3 volúmenes mas de etanol 

absoluto. 

2.- Se le  da vortex por 1 min. 

3.- Se incuba en hielo por 30 min. 

4.- Centrifugar a 13000 rpm por 20 min. a 4 oC. 

5.- Retirar el sobre-nadante. 

6.- Resuspender la pastilla en 200μl de etanol al 75% / 25% de acetato de 

sodio a 0.1M a pH 5.2. 

 7.- Centrifugar a 13000 rpm por 15 min a 4 oC. 

8.- Desechar el sobre-nadante  y dejar secar. 

9.- Resuspender la pastilla en 7.5μl de agua DEPC. 

10.- Adicionar 2 μl de Buffer 5X RT pH 7.6, 0.5μl de DNAsa I libre de RNAsa. 

Para um volumen de 10 μl. 

11.- Incubar a 65 oC por 15 min. 

TRANSCRIPCIÓN REVERSA. 

1.- Al volumen final de la precipitación (10μl)  se agrega 0.5μl de Oligo dT          

(173.9 ng/μl) 

2.- Incubar a 65 o C por 10 min. 

3.- Pasar a hielo por 1 min. 

4.- Agregar 4μl de Buffer 5X RT, 0.5μl dNTPs (20 mM), 2μl DTT 0.1 M, 1μl 

RNAsin, 1μl de agua DEPC. 

5.- Mezclar e incubar a 50 o C por 2 min. 

6.- Agregar 1μl de Super Script II RT (200 U) 

7.- Mezclar e incubar a 50 o C por 60 min. 

8.- Incubar a 70 oC por 15 min. 

9.- Agregar 1μl de RNAsa H (2U). 

10.- Incubar a 37 oC por 20 min. 
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REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

 

PCR β-2-MG                                                               Ciclos 
1μl β-2-MG (S)                                                        94 oC – 5 mit. 

1μl β-2-MG (AS)                                                     94 oC-30 seg. 

0.25μl dNTPs                                                          60 oC-30 seg.         40 ciclos                             

1μl de MgCl 50 mM                                                 72 oC-1 mit.                                                

18μl de agua DEPC                                                72 oC-2 mit. 

0.25μl de Taq DNA pol                                           16 oC- α                                                   

1μl de cDNA                                           

 
PCR ErbB2 
1μl ErbB-2 (S)                                                         94 oC – 5 mit. 

1μl ErbB-2 (AS)                                                      94 oC-30 seg. 

0.25μl dNTPs                                                          55 oC-30 seg.          40 ciclos                           

2.5μl Buffer 10X PCR                                             72 oC-1 mit.                                

1.5μl de MgCl 50mM                                              72 oC-2 mit.                                                

16.15μl de agua DEPC                                           16 oC- α                                                   

0.1μl de Taq DNA pol    

2.5μl de cDNA    

 
PCR E6 y E7  
1μl Oligo (S)                                                           94 oC – 5 mit. 

1μl Oligo (AS)                                                         94 oC-30 seg. 

0.25μl dNTPs                                                          55 oC-30 seg.          40 ciclos                            

2.5μl Buffer 10X PCR                                             72 oC-1 mit.                                

1μl de MgCl 50 mM                                                 72 oC-2 mit.                                                

17μl de agua DEPC                                                16 oC- α                                                   

0.25μl de Taq DNA pol    

2μl de cDNA    
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ANEXO III 
INMUNOCITOQUIMICA. 

1.- Se cultivan las células en cubreobjetos a una confluencia del 60% 

2.-Se fijan con paraformaldehido (en PBS 1X) al 4% como mínimo 30 min. 

3.- lavar 3 veces con PBS 1X por 10 min. 

4.- Bloquear las peroxidasas endógenas con H202 al 3% por 30 min en PBS 1X. 

5.- Lavar 3 veces con PBS 1X por 10 min. 

6.-Se bloquea para uniones inespecíficas con la solución A del Kit  Histostain-

Plus  Zymed. 

7.- Se drena la solución, no lavar. 

8.- Se incuba con el anticuerpo primario Ab-1 a una dilución 1:100, en cámara 

húmeda, por toda la noche a 4C. 

9.- Lavar 3 veces con PBS-1X por 10 min. 

10.- Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado por 20 min. a temperatura 

ambiente del Kit  Histostain-Plus  Zymed. 

11.- Lavar 3 veces con PBS 1X por 2 min. 

12.- Se incuba con el conjugado enzimático (Streptoavidina-peroxidasa), 

incubar 10 min. a temperatura ambiente. 

13.-Lavar 3 veces con PBS 1X por 2 min. 

14.- Revelar con el cromógeno DAB por 10 min.  

15.- Contrateñir con hematoxilina de 5-10 min. 

16.- Montar las muestras con gelvatol. 
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ANEXO IV. 
  CITOMETRIA DE FLUJO. 

1.--Se crecen las líneas celulares a una confluencia del 80-90%. 

2.-Quitar el medio de las células  y lavar 3 veces con PBS 1X / SFB 1%. 

3.- Adicionar de 3 ml de EDTA de 5-9 mM y dejar reposar de 10-20 min.  

1. Bajar las células con un gendarme y pasarlas a  un tubo falcón. 

2. Se centrifugan a 1500 rpm por 5 min. para eliminar el EDTA. 

3. Se resuspende la pastilla en PBS para lavarlas y se centrifuga. 

4. A la pastilla se resuspende en paraformaldehido al 4% ajustando el 

volumen  celular 

5. Contar las células con Azul de Tripano a una dilución 1:2. 

6. Se coloca de 2-5 x 105  células en cada tubo. 

7.  Se centrifuga a 1500 rpm por 5 min. se decanta quedando la pastilla de 

células. 

8.  Eliminar el sobre-nadante. 

12. Lavar la pastilla con PBS 1X+SFB al 1% de 2-3 veces, se centrifuga a 

1500 rpm por 5min. 

13. Eliminar el sobre-nadante. 

14. Agregar 20μl del anticuerpo primario sc-08 a una dilución 1:20, mezclar 

por agitación. 

12. Incubar por 30 min. 

13. Agregar 1ml de PBS 1X+SFB 1%  agitar y lavar 3 veces. 

14. Eliminar el sobre-nadante y agregar 20μl del anticuerpo secundario 

acoplado a fluoresceína a una dilución 1:100 del anticuerpo secundario. 

15. Incubar por 30 min. en la oscuridad. 

16. Lavar 3 veces con 1 ml de PBS 1X+SFB 1%. 

17. Se resuspende la pastilla en un volumen final de 350 μl de PBS 1X+SFB 

1%. 
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ANEXO V 
INMUNOFLUORECENCIA. 

1.- Las células se cultivaron en cubreobjetos a una confluencia del 60%. 

2.- Se retira el medio y se fijan con paraformaldehido al 4% en PBS 1X a        

pH 7.2, por lo menos 30 min. 

3.- Lavar 5 veces por 2 min. con BPS filtrado por 0.22μm. 

4.-Bloquear con BSA al 3% en PBS 1X durante 30 min. 

5.-Lavar de 1-2 veces con PBS 1X por 2 min. 

6.-incubar 60 min. con RNAsa A libre de DNAsa a una concentración de 

10μg/ml 

7.-Lavar 2 veces con PBS 1X por 2 min. 

8.-Incubar con el 1er anticuerpo sc-08 a una dilución de 1:20 en albúmina 3%-

PBS 1X, durante toda la noche en cámara húmeda. 

9.- Lavar 5 veces por 2 min. con PBS 1X. 

10.-Incubar con el segundo anticuerpo fluoresceínado a una dilución 1:100 por 

1 hrs a temperatura ambiente. 

11.-Lavar exhaustivamente al menos 8 veces por 2 min. con PBS 1X. 

12.-Finalmente se lava con agua bidestilada  de 2-3 veces. 

13.-Se contratiñe con yoduro de propidio a una concentración 20μg/ml de 1-3 

min. 

14.-Lavar con agua bidestilada exhaustivamente. 

15.- Las muestras se montan en una solución de Gelvatol. 
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