
 

 
 

Expresión de la Cinasa ROCK 2 y de los 
microRNAs-138-5p y 455-3p en células de 
melanoma B16 expuestas a 5-Bromo-2´-

deoxiuridina y su asociación con proliferación, 
adhesión, migración y viabilidad celular 

 
 
 
 
 

Esther Natalia Muñoz Roa 

 
 
 

 

 

 

 

Universidad Nacional de Colombia 

Facultad de Medicina, Departamento de ciencias Fisiológicas 

Bogotá, Colombia 

2020





 

Expresión de la Cinasa ROCK 2 y de los 
microRNAs-138-5p y 455-3p en células de 
melanoma B16 expuestas a 5-Bromo-2´-

deoxiuridina y su asociación con proliferación, 
adhesión, migración y viabilidad celular 

 
 

 

Esther Natalia Muñoz Roa 

 
 

Tesis o trabajo de investigación presentada(o) como requisito parcial para optar al título 

de: 

Magister en Bioquímica 

 
 

Director: 

PhD., M. D. Luis Alberto Gómez Grosso 

Profesor catedrático titular 

Departamento de Ciencias Fisiológicas 

Facultad de Medicina 

Universidad Nacional de Colombia 

 

 

Línea de Investigación: 

Bases moleculares de la diferenciación tumoral y transformación maligna 

Grupo de Investigación: 

Fisiología Molecular  

Instituto Nacional de Salud 

 

 

Universidad Nacional de Colombia 

Facultad de Medicina, Departamento de ciencias Fisiológicas 

Bogotá, Colombia 

2020





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Confía en el Señor con todo tu corazón; 

no dependas de tu propio entendimiento.  

Busca su voluntad en todo lo que hagas, 

y él te mostrará cuál camino tomar. 

No te dejes impresionar por tu propia sabiduría. 

En cambio, teme al Señor y aléjate del mal. 

Entonces dará salud a tu cuerpo 

y fortaleza a tus huesos. 

 

Proverbios 3:5-8  



 

Agradecimientos 

 

A Dios Padre por su Soberanía, a Jesucristo Hijo por su ejemplo de Integridad, al Espíritu 

Santo, por su consejo y compañía.  

 

Agradezco al Doctor Luis Alberto Gómez, por la confianza depositada en mí, su ejemplo 

de entrega y compromiso; a los compañeros del grupo de Fisiología Molecular, por 

compartir de su tiempo, ayuda y conocimientos. 

 

A Mauricio, porque fuiste un instrumento de Dios para guiarme durante este proceso, tu 

paciencia, perseverancia y búsqueda de la excelencia permitieron finalizar esta etapa. 

 

A mi Familia, su apoyo y amor incondicional son mi mayor motor.  



Resumen y Abstract  VII 

 

Resumen 

 

Expresión de la Cinasa ROCK 2 y de los microRNAs-138-5p y 455-3p en células de 

melanoma B16 expuestas a 5-Bromo-2´-deoxiuridina y su asociación con 

proliferación, adhesión, migración y viabilidad celular 

 

ROCK 2 participa en la reestructuración del citoesqueleto, adhesión y contractilidad 

celular; aunque se conoce su asociación con la proliferación, migración e invasión en 

diferentes modelos celulares, poco se sabe sobre las bases moleculares de su 

regulación en células de melanoma. El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios 

en la morfología, proliferación y las variaciones de expresión de ROCK 2, miR-138-5p y 

miR-455-3p, dianas moleculares de ROCK 2, en células B16F1 expuestas al análogo de 

timidina, 5- Bromo-2'- deoxiuridina (BrdU). La exposición a BrdU (72 h) indujo una 

disminución del 65% en la proliferación, y un fenotipo senescente con aumento de 2,2 

veces en el área celular aparente, aumento de 1,27 veces en el diámetro y la 

granulación. Las células expuestas mejoraron su capacidad de adhesión, circularidad y 

cierre de heridas y disminuyeron su migración en la cámara de Boyden en un 86,6%. La 

expresión de la proteína ROCK 2 mostró una disminución de aproximada de 3 veces en 

su mRNA, y después de la adición de un inhibidor de su actividad (Y27632), se 

observaron variaciones en la movilidad, polimerización de F-actina y VIM. Estos 

resultados coincidieron con una disminución de la expresión de miR-138-5p (1,8 veces) y 

un aumento de miR-455-3p (2,39 veces). En general, es posible sugerir que ROCK 2 

participa en la regulación de los cambios morfológicos observados después de la 

exposición a BrdU, y su acción podría estar regulada, al menos en parte, por la expresión 

de miR-138-5p y miR-455-3p. 

 

Palabras clave: Melanoma, miRNAs, 5-Bromo-2´-deoxiuridina, invasión, migración, 

proliferación. 
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Abstract 

 

Expression of ROCK Kinase 2 and microRNAs-138-5p and 455-3p in B16 melanoma 

cells exposed to 5-Bromo-2'-deoxyuridine and its association with cell 

proliferation, adhesion, migration and viability 

 

 

ROCK 2 is involved in cytoskeleton restructuring, cell adhesion and contractility; although 

its association with proliferation, migration and invasion is known in different cell models, 

little is known about the molecular basis of its regulation in melanoma cells. The aim of 

this work was to evaluate changes in morphology, proliferation and expression variations 

of ROCK 2, miR-138-5p and miR-455-3p, molecular targets of ROCK 2, in B16F1 cells 

exposed to the thymidine analog, 5- Bromo-2'- deoxyuridine (BrdU). Exposure to BrdU 

(72 h) induced a 65% decrease in proliferation, and a senescent phenotype with 2.2-fold 

increase in apparent cell area, 1.27-fold increase in diameter and granulation. Exposed 

cells improved their adhesion, circularity and wound closure capacity and decreased their 

migration in the Boyden chamber by 86.6%. ROCK 2 protein expression showed an 

approximately 3-fold decrease in its mRNA, and after addition of an inhibitor of its activity 

(Y27632), variations in motility, F-actin polymerization and VIM were observed. These 

results coincided with a decrease in miR-138-5p expression (1.8-fold) and an increase in 

miR-455-3p (2.39-fold). Overall, it is possible to suggest that ROCK 2 participates in the 

regulation of the morphological changes observed after BrdU exposure, and its action 

could be regulated, at least in part, by the expression of miR-138-5p and miR-455 -3p. 

 

Keywords: Melanoma, miRNAs, 5-Bromo-2'-deoxyuridine, invasion, migration, 

proliferation. 
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Introducción 

 

El melanoma cutáneo es un cáncer que surge de la proliferación incontrolada de los 

melanocitos, células encargadas de la pigmentación, y aunque representa tan sólo el 4% 

de los tumores malignos de piel, es el responsable del 80% de la mortalidad por este 

cáncer en el mundo (Esteva et al. 2017). En las últimas décadas, la incidencia mundial de 

melanoma en poblaciones de piel clara predominante como en Norteamérica, Australia, 

Nueva Zelanda y el Norte de Europa, ha aumentado del 4 al 6% (Kosary et al. 2014; 

Rigel and Carucci 2008); solo en los Estados Unidos para el año 2017, se reportaron 

87.110 nuevos casos (Matthews et al. 2017; Guy et al. 2015). En Colombia, para 2019, 

4.237 pacientes fueron diagnosticados con melanoma, lo que representa el 1% de todas 

las incidencias por cáncer en el país (“Cuenta de Alto Costo, Asamblea General 

Ordinaria, Anexo Técnico” 2020). 

 

La clasificación actual del melanoma cutáneo es prácticamente clínica e histopatológica y 

obedece a criterios observados macroscópicamente (Esteva et al. 2017). Aunque se 

reconocen vías de señalización comúnmente alteradas como las vías RAS/RAF/MAPK, 

JNK, PI3K/Akt, Jak/STAT, Rho/Ras/ROCK 2 y MITF (Sarkar et al. 2015; Van den Hurk et 

al. 2012), la alta heterogeneidad molecular y funcional encontrada en este cáncer, 

dificulta una caracterización molecular, adicionalmente, en estadios metastásicos, la 

probabilidad de supervivencia de pacientes con melanoma es inferior al 10% (Gray-

Schopfer, Wellbrock, and Marais 2007), por lo que avances en el establecimiento de los 

actores moleculares y las condiciones celulares relacionadas con invasión y metástasis 

en melanoma, son determinantes para el desarrollo de estrategias de prevención, 

diagnóstico temprano y pronóstico.  

 



2 Introducción 

 

En modelos in vitro, los fenómenos de invasión y metástasis implican alteraciones en la 

movilidad celular, que involucran la reorganización de proteínas estructurales del 

citoesqueleto celular (Bonaventure, Domingues, and Larue 2013; Hideki Yamaguchi and 

Condeelis 2007). Las cinasas ROCK son conocidas por modular la polimerización de los 

filamentos de actina (F-actina), la contractilidad actina-miosina a través de la fosforilación 

y activación de la cadena ligera de miosina 2 (MLC2) (Amano et al. 1996) y la 

reorganización de los filamentos intermedios de vimentina (VIM) (Goto et al. 1998; Sin et 

al. 1998). En melanoma, se han propuesto los requerimientos de señalización Rho/ROCK 

como indicadores de supervivencia en pacientes (Sahai and Marshall 2003), y su 

inhibición farmacológica (particularmente ROCK 2) parece reducir la invasión y el 

crecimiento tumoral en células de melanoma de ratón B16 (Nakajima et al. 2003). 

Adiconalmnte, estudios recientes que evalúan la regulación post-trasncripcional de 

ROCK 2 mediada por microRNAs (miRNAs), han permitido identificar que la 

sobreexpresión de los miRNAs miR-124, miR-101, miR-139, miR-130a, miR-23a y la 

familia miR-200b/c, afecta la movilidad, metástasis y tumorigénesis en diferentes 

modelos celulares (F. Zheng et al. 2012; Y. Zheng et al. 2018; F. Zheng et al. 2015; 

Wong et al. 2011). 

 

El análogo de la timidina, la 5 – Bromo - 2´ - deoxiuridina (BrdU), se incorpora en el DNA 

generando inestabilidad, por lo que ha sido ampliamente usado como radio sensibilizador 

en diferentes tipos de cáncer (Djordjevic and Szybalski 1960; Prados et al. 2004). Aunque 

es desconocido su mecanismo de acción, su exposición induce, en modelos de 

melanoma in vitro, disminución en la proliferación y pigmentación, cambios en la 

citoarquitectura celular, mayor extensión, mayor aplanamiento y aumento en la 

adherencia a la matriz extracelular (Bonaventure, Domingues, and Larue 2013; M Rieber 

et al. 1984; Wrathall et al. 1973),  fenotipo asociado a senescencia que sería el resultado 

de cambios en la expresión de genes como TYR, TRP1, TRP2 , MITF, ciclina D1 y PRL-1 

(Wrathall et al. 1973; Peñalosa 2000; Gunturiz and Gómez 2011). En el grupo de 

investigación de Fisiología Molecular del instituto Nacional de Salud, se han identificado, 

cambios en la expresión del miR138 y miR470, asociados con el silenciamiento de la 

Ciclina D1 en células de melanoma B16 en senescencia inducida por exposición a BrdU 

(Flórez Vargas and Gomez 2008) y recientemente, mediante small RNAseq, se 

identificaron conjuntos de microRNAs diferencialmente expresados que tendrían como 
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blancos molecualres génes asociados a ciclo celular y melanogénesis en el mismo 

modelo (tesis doctoral, GEO: GSE147170).  Sin embargo, en las células B16 expuestas a 

BrdU, aún se desconoce si las alteraciones en la citoarquitectura tendrían incidencia en 

la movilidad celular y la posible participación de ROCK 2 y dos de sus potenciales 

miRNAs reguladores. Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluaron las variaciones en 

la expresión de ROCK 2 y de los miRNAs miR-138-5p y miR-455-3p (que por predictores 

tienen como blanco molecular a ROCK 2), así como los cambios en la proliferación, 

adhesión y migración celular en células B16F1 expuestas a BrdU. 

 





 

 

1.  Objetivos  

1.1 Objetivo general  

Evaluar la expresión de la cinasa ROCK 2 y de los micro-RNAs miR-138-5p y miR-455-

3p y su potencial relación con proliferación, adhesión, migración y viabilidad de células de 

melanoma B16F1 expuestas a 5 - Bromo -2`deoxiuridina (BrdU). 

1.2 Objetivos específicos 

 

 Confirmar el efecto de la 5 - Bromo -2`deoxiuridina (BrdU) sobre la viabilidad, la 

capacidad de proliferación, adhesión y migración en células de melanoma de 

ratón B16F1.  

 

 Determinar los niveles de expresión de mRNA y de proteína de ROCK 2 y de 

miR-138-5p y miR-455-3p en células de melanoma B16F1 expuestas a BrdU. 

 

 





 

 

2. Marco teórico 

2.1 Melanoma  

 

El melanoma es una neoplasia maligna de melanocitos, células derivadas de la cresta 

neural (Sommer 2011), distribuidas alrededor del cuerpo (incluida la piel, iris y recto) y 

encargadas de la producción de melanina, pigmento responsable de la coloración y 

protección de la piel (Kosary et al. 2014; Schadendorf et al. 2015). Aunque puede 

originarse en las superficies de mucosas, el tracto uveal y las leptomeninges (Matthews 

et al. 2017), el melanoma cutáneo es la forma más común en el mundo occidental a la 

que se atribuye el 75% de muertes relacionadas con cáncer de piel (Lawrence et al. 

2013). En los últimos 50 años el número de casos de melanoma reportados ha 

aumentado más rápido que cualquier otro tipo de cáncer en el mundo, su incidencia 

global es de 15 a 25 por cada 100.000 habitantes, y se sugiere que esta se duplicará 

cada 10 a 20 años (Garbe and Leiter 2009; Bray et al. 2018). En Colombia se mayores 

casos de melanoma en mujeres que en hombres (razón de 1.6:1), una media de edad de 

62 años y un aumento en su aparición a partir de los 40 años (Acuña Merchán, Sánchez 

Quintero, and Ramírez Barbosa 2017). Para el año 2019 fueron confirmados 4.237 casos 

de melanoma en Colombia, de los cuales el 73.9% corresponde a melanoma invasivo. 

Las regiones colombianas que presentan mayor incidencia son la región central con 1.05 

y Bogotá con 1.03 casos por cada 100.000 habitantes (“Cuenta de Alto Costo, Asamblea 

General Ordinaria, Anexo Técnico” 2020)  

 

La búsqueda de los mecanismos moleculares que permitan explicar el desarrollo y la 

progresión del melanoma, ha permitido identificar alteraciones génicas comunes entre 

pacientes. Se reporta que la predisposición genética solo se produce en 
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aproximadamente del 8 al 10% de todos los casos y que de estos el 40% poseen 

mutaciones en el locus del inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A), que 

produciría un control defectuosos del ciclo celular por la pérdida de dos reguladores 

importantes de la homeostasis celular, Rb y p53 (Goldstein et al. 2006; FitzGerald et al. 

1996; Sheppard and McArthur 2013). Además de la predisposición familiar, se reconocen 

mutaciones somáticas en oncogenes y supresores tumorales con alta frecuencia como 

son los genes BRAFV600E (50% al 70%), NRAS (15% a 30%), KIT (<17%) y PTEN (10%) 

(Tsao et al. 1998), que pueden resultar en alteraciones de vías de señalización claves 

para la patogénesis de esta enfermedad, como la vía de la proteína cinasa activada por 

mitógeno (MAPK) cuya hiperactividad ha sido reportada en el 90% de los casos (Cohen 

et al. 2002).  

 

Diversas estrategias terapéuticas desarrolladas en melanoma, se han enfocado 

principalmente en el tratamiento de estadíos tempranos, donde existe una probabilidad 

de supervivencia de los pacientes del 90%; sin embargo, estas estrategias presentan 

particular dificultad en estadios posteriores, donde la posibilidad de supervivencia no 

supera el 10%, especialmente al producirse metástasis hacia otros órganos (Gray-

Schopfer, Wellbrock, and Marais 2007). En estadíos metastásicos, se reconocen 

comúnmente alteradas las vías  MAPK, PI3K y Wnt-β-catenina que favorecerían el 

tropismo del melanoma hacia ganglios linfáticos y pulmón (H. Wu, Goel, and Haluska 

2003; Larue, Kumasaka, and Goding 2003; Damsky et al. 2011); adicionalmente se han 

observado modificaciones en las integrinas (Van Belle et al. 1999; Kuphal, Bauer, and 

Bosserhoff 2005; Saalbach et al. 2005; Rebhun et al. 2010), así como la necesidad de las 

metaloproteinasas MMP1, MMP2 y MMP9 en la degradación de la matriz extracelular 

(ECM) promoviendo la progresión tumoral (Huntington et al. 2004; Hofmann et al. 2000). 

Existe evidencia que sugiere  que tanto la disminución en la expresión de E-cadherina 

(Haass, Smalley, and Herlyn 2003; Bonaventure, Domingues, and Larue 2013), como las 

expresiones alteradas de la proteína adaptadora Need9 (Ahn, Sanz-Moreno, and 

Marshall 2012) y el factor de transcripción TGF-β (N. Zhu et al. 2004) se encuentran 

relacionados con el desarrollo de un fenotipo mesenquimal que facilitaría la movilidad a 

través de la ECM. 
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2.1.1 Movilidad celular en melanoma 

 

Los fenómenos de invasión y metástasis en células cancerígenas involucran cambios en 

la migración celular. Las células de melanoma poseen múltiples modalidades de 

migración que les permite adaptarse a microambientes particulares (Hoek et al. 2008) e 

incluso, ha sido propuesto, que pueden reactivar de manera aberrante programas de 

movilidad de la cresta neural embrionaria (Hoek and Goding 2010).  

 

El reconocimiento de las estructuras y dinámicas moleculares implicadas en la movilidad 

celular, ha sido posible mediante el uso de modelos in vitro, principalmente a través de 

cultivos celulares en sustratos rígidos como plástico o vidrio (sistemas 2D). Las células 

adherentes que migran en superficies 2D, forman extensiones citoplasmáticas  

(lamelopodios o filopodios) que son estimuladas por la polaridad celular como 

consecuencia de señales externas (Lauffenburger and Horwitz 1996). Estas protrusiones 

generan complejos de adhesiones focales necesarios para la retracción y posterior 

translocación del cuerpo celular (Spiering and Hodgson 2011) e implican una 

reorganización altamente regulada del cito esqueleto (H. Byers et al. 1991). Al respecto, 

en cultivos celulares de melanoma, se han reportado alteraciones en la ubicación de las 

proteínas -actinina e integrina  en contactos focales nacientes, aumento en expresión 

de las proteínas de unión a actina (ABPs – por sus siglas en ingles) en líneas celulares 

con altas tasas de migración (H. R. Byers et al. 1992) así como la sobre expresión de las 

pequeñas moléculas de unión a GTP (Rho GTPasas) RhoA, RhoC y RhoE (Clark et al. 

2000; Sahai et al. 2007; Sarrabayrouse et al. 2007; Hodis et al. 2012), las cuales actúan 

como un nodo de convergencia reguladora que dicta la reorganización del citoesqueleto y 

las dinámicas de adhesión por organización de los microtúbulos  (Hall 2005; 

Bonaventure, Domingues, and Larue 2013). Adicionalmente, se ha descrito la 

participación de MITF en migración de melanoma como regulador de la transcripción de 

las proteínas mDia, pertenecientes a la familia de forminas y encargadas de la 

elongación de lamelopodios y filopodios por protección de los extremos de actina 

filamentosa (Carreira et al. 2006). 
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Recientemente ha sido introducido el cultivo celular en matrices de 3D, que permite 

simular de manera precisa las condiciones de la ECM (Doyle et al. 2015). En este modelo 

se ha reconocido tradicionalmente que las células podrían interconvertir entre dos formas 

de migración: migración mesenquimal, que se parece en gran medida a la migración en 

2D, ya que las células adquieren una morfología alargada con prolongaciones 

citoplasmáticas, que en este caso se denominan pseudópodos y les permiten la 

interacción de integrinas de membrana con la ECM mediante la formación de adhesiones 

focales con presencia de metaloproteinasas de matriz (MMP) requeridas para la 

degradación y remodelación de la ECM (Cukierman et al. 2001; Wolf et al. 2007); y la 

migración amebioide, asociada comúnmente con morfología redondeada, independiente 

de integrinas, con carencia de adhesiones focales y caracterizada por la formación de 

extensiones esféricas denominadas vesículas (Lämmermann and Sixt 2009). 

 

De manera similar a los modelos 2D, en los modelos 3D se ha identificado la importante 

participación de las GTPasas en la movilidad celular. La migración amebioide es 

regulada por fosforilación de la cadena ligera de miosina 2 (MLC2) mediante la unión de 

las GTPasas Rho a la familia de cinasas Rock, que promueven formación de las fibras de 

estrés de actina y la fuerza necesaria para el movimiento (Sanz-Moreno et al. 2008; Ju, 

Stehbens, and Haass 2018). En contraste, en la migración mesenquimal, las células de 

melanoma forman el complejo Need9—DOCK3, que activa a la GTPasa Rac1, quien 

inhibe la vía Rho/Rock y modula la polimerización del citoesqueleto de actina mediante la 

regulación del complejo Arp2/3 y la proteína cofilina (Sanz-Moreno et al. 2008). Además 

de permitir el reconocimiento de diferentes tipos de migración, estos requerimientos 

opuestos de señalización Rho/Rock han sido propuestos como un  indicador de la 

supervivencia en pacientes (Sahai and Marshall 2003). Sin embargo, poco se conoce 

acerca del papel de las Rock quinasas en movilidad de melanoma y su regulación en 

modelos de supresión de crecimiento inducido, que impliquen reorganizaciones del 

citoesqueleto.     
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2.2 Proteína cinasa asociada a Rho 2 (ROCK 2) 

 

ROCK es una familia de proteínas cinasas serina/treonina de masa molecular 

aproximada de 160 Kda, que son homólogas estructurales de la distrofia miotónica 

cinasa (DMPK), de la cinasa de unión a Cdc42 (MRCK) y la citrón cinasa (CRIK) (Riento 

and Ridley 2003). La familia ROCK fue inicialmente caracterizada como efectora de las 

pequeñas GTPasas Rho (Rho, Rac y Cdc42) (Thomas Leung et al. 1995; Ishizaki et al. 

1996), que están implicadas en la reorganización del citoesqueleto mediante la 

regulación de las fibras de estrés de actina, formación de lamelopodios y filopodios, así 

como la dinámica de los microtúbulos y polaridad celular (Hall 2005).  Las proteínas 

ROCK están compuestas por un dominio cinasa catalítico en la región amino terminal 

(residuos 73 – 405), una región helicoide enrollada (residuos 425 – 1100) que contiene el 

dominio de unión a Rho (RBD) donde se producirá la activación y un dominio C-terminal 

(residuos 1103 – 1230) homólogo a Pleckstrina (PH), que posee una región interna rica 

en cisteínas (Hall 2005). El dominio C-terminal de ROCK constituye una región auto 

inhibitoria ya que se une directamente al dominio de actividad cinasa amino terminal 

(Amano et al. 1999) (Diagrama 1.B).   

 

La familia ROCK está compuesta por ROCK 1 (ROKβ) y ROCK 2 (ROKα), isoformas que 

poseen un 65% de homología global y un 92% de homología en el dominio cinasa 

(Diagrama 1.A). Aunque ambas se expresan ubicuamente en la mayoría de tejidos, altos 

niveles de ROCK 2 han sido encontrados en cerebro y músculo, mientras que ROCK I ha 

sido reportada en tejidos no neuronales incluido hígado, pulmón y testículos (Nakagawa 

et al. 1996; T Leung et al. 1996).  Experimentos de silenciamiento génico sugieren que 

las dos isoformas poseen funciones celulares diferentes, ROCK 1 parece ser esencial 

para la formación de fibras de estrés de actina, mientras que ROCK 2 sería necesaria 

para los procesos de fagocitosis y contracción celular, ambos dependientes de la 

fosforilación de la cadena ligera de miosina MLC (Yoneda, Multhaupt, and Couchman 

2005; Amano, Nakayama, and Kaibuchi 2010).   
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La contracción celular mediada por actomiosina, consiste en la interacción de la actividad 

ATPasa de la Miosina II y las fibras de F-actina, la fosforilación de la MLC2, que 

promueve ésta actividad ATPasa, está regulada por las enzimas MLC cinasa 

dependiente de calcio (MLCK) y MLC fosfatasa (MLCP) (Riento and Ridley 2003). ROCK 

2 regula la contracción de actomiosina de dos maneras, en primer lugar fosforila 

directamente MLC2 e inhibe la actividad fosfatasa de MLCP por fosforilación (Amano et 

al. 1996; Totsukawa et al. 2000). En segundo lugar ROCK 2 media la activación de LIMK 

(Lim cinasa), que resulta en la fosforilación de capolina y cofilina, impidiendo su actividad 

inhibitoria y aumentando los niveles de contractilidad por la unión de MLCII/F-actina 

(Maekawa et al. 1999; Sumi, Matsumoto, and Nakamura 2001) (Diagrama 2).  

 

 

 

 

A B 

Riento and Ridley 2003 

Fisher, Wewer, and Yoneda 2013 

Ilustración 1. Estructura y activación de Rock. A) secuencias y dominios de las isoformas 

ROCK 1 y ROCK 2.  B) Modelo de activación de ROCK. La unión de Rho GTPasas, lípidos o 

incisión mediada por proteasas conducen cambios conformacionales que activan la actividad 

cinasa. 
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ROCK 2 no solo participa en la remodelación del citoesqueleto celular mediante la 

regulación de los filamentos de actina, sino que además, provoca el colapso de los 

filamentos intermedios de vimentina (VIM) induciendo su reorganización (Goto et al. 

1998; Sin et al. 1998). Particularmente en melanoma, una expresión aberrante de VIM ha 

sido propuesta como marcador de metástasis hematogénea (M. Li et al. 2010) y el 

aumento en su expresión se relaciona con alta capacidad invasiva (Caselitz et al. 1983; 

Ben-Ze’ev and Raz 1985; Hendrix et al. 1992). Existe otra serie de sustratos de ROCK 2 

vinculados con la regulación del citoesqueleto, formación de protrusiones y migración 

celular incluidos Ezrin / Radixina / Moesina (ERM), Adducina y CPI-17 (Goto et al. 1998; 

Matsui et al. 1998; Fukata et al. 1999; Kitazawa et al. 2000). 

 

Con el fin de elucidar las funciones fisiológicas de las Rho cinasas, se ha desarrollado 

una serie de moléculas inhibidoras en distintos modelos celulares y animales. Hasta el 

2016 han sido reportados 171 inhibidores de ROCK, proponiéndola como un objetivo 

terapéutico en enfermedades como el glaucoma, la psoriasis, el lupus eritematoso 

sistémico, la fibrosis pulmonar idiopática y el cáncer (Feng et al. 2016). Los inhibidores 

más usados comúnmente son Fasudil (HA-1077) y Y27632, que funcionan como 

inhibidores competitivos en el sitio de unión a ATP, produciendo cambios 

conformacionales que aumentan el contacto con la región fosfatasa de ROCK 

A B 

Schofield and Bernard 2013 

Ilustración 2.  Regulación de las fibras de actina mediada por ROCK 2.  A)  ROCK fosforila 

tanto la cadena ligera de miosina(MLC2) como la miosina fosfatasa (MYTP). Además, la 

fosforilación mediada por ROCK 2 de CPI-17 promueve su unión a MYPT.  B) la 

señalización de ROCK 2 resulta en la fosforilación de Calponina y Cofilina, evitando la 

inhibición de la unión de la MLC2.  
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aumentando su especificidad (Hiroto Yamaguchi, Miwa, et al. 2006; Hiroto Yamaguchi, 

Kasa, et al. 2006).   

 

 

La expresión y activación aberrante de ROCK contribuye al desarrollo del cáncer, por lo 

que sus niveles se encuentran elevados en cáncer de testículo, vejiga y esófago (T 

Kamai et al. 2002; Takao Kamai et al. 2003; Zhou et al. 2003), así como en líneas 

celulares de sarcoma (Rösel et al. 2008).  En melanoma se ha demostrado que inhibir la 

actividad de ROCK con Y27632 disminuiría el volumen tumoral en ratones (Routhier et al. 

2010), así como la migración y metástasis de células de melanoma in vitro e in vivo 

(Nakajima et al. 2003; Sadok et al. 2015); mientras que el knock-out tanto de ROCK 1 

como de ROCK 2 tiene efectos significativos en la proliferación y el crecimiento de líneas 

celulares de melanoma (Kümper et al. 2016). Recientes estudios han evaluado la 

regulación postranscripcional de ROCK mediada por miRNAs, reportando la inhibición de 

procesos relacionados con movilidad en diferentes modelos tumorales (X. Li et al. 2018; 

S.-Y. Chen, Du, and Song 2018), no obstante, aún se desconocen otros miRNAs que 

tengan como target molecular a ROCK 2, así como los mecanismos de modulación de 

estos sobre su expresión en melanoma y los procesos celulares asociados a fenómenos 

de movilidad. 

 

2.3 MicroRNAs en melanoma 

 

Variaciones en la secuencia del DNA genómico no permiten explicar, por si solas, las 

diferencias fenotípicas y patobiológicas que caracterizan las células de melanoma, por lo 

que en los últimos años, se ha estudiado el papel de los eventos epigenéticos en el  

desarrollo y la progresión de melanoma, dentro de los cuales se destaca la metilación 

aberrante del DNA en la citosina 5-hidroximetilcitosina (5hmC) (Lian et al. 2012; Larson et 

al. 2014), la pérdida en la expresión de genes supresores mediada por histonas 

deacetilasas (HDAC) (Flørenes et al. 2004), el incremento en los niveles de la Histona 

lisina metiltransferasa EZH2, que permite la formación de los complejos silenciadores 

transcripcionales Polycomb (PcG) (Fan et al. 2011) y variaciones en la expresión de 
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RNAs no codificantes (ncRNAs) (Hombach and Kretz 2013), los cuales pueden ser 

ncRNAs largos (lncRNA > 200 bp) y ncRNAs pequeños (<200 bp), de estos últimos los 

más estudiados son los microRNAs (miRNAs) (Hauptman and Glavač 2013).  

 

Los miRNAs son moléculas pequeñas de aproximadamente 22 pb, que pueden inhibir la 

traducción de proteínas o causar la degradación del mRNA, uniéndose directamente a la 

región 3´UTR no codificante de sus diferentes mRNA diana (Bartel 2004). Se ha 

reportado para diversos procesos biológicos tumorales como crecimiento celular, 

apoptosis, proliferación, metabolismo, invasión, migración y metástasis, que una 

expresión aberrante de miRNAs se asocia funcionalmente con cambios en los niveles de 

sus mRNAs diana y por lo tanto en los niveles de proteína (Kunz 2013).  Numerosos 

estudios utilizando microarreglos y secuenciación de última generación (NGS), 

encaminados en determinar todos los segmentos de miRNAs codificados por el genoma 

(miRNAome), han permitido identificar miRNAs que presentarían potencial asociación 

funcional con diversos procesos biológicos tumorales (Mueller, Rehli, and Bosserhoff 

2009; Mueller and Bosserhoff 2010; Caramuta et al. 2010). 

 

Con relación a la migración en melanoma, se ha reportado gran variedad de miRNAs que 

se encuentran diferencialmente expresados en líneas celulares y muestras de pacientes 

altamente metastásicas, cuyos blancos moleculares regulan directa o indirectamente la 

migración celular. Por ejemplo, la sobre-expresión del miR-205, induciría la 

polimerización de F-actina, así como una reducción en la expresión de E-cadherina, 

aumentando el potencial metastásico. (S. Liu et al. 2012). El miR-382 se encuentra sub-

regulado en melanoma metastásico y dado que posee como targets directos a los 

reguladores de actina CTTN, RAC1 y ARPC2, al ser inhibido, se observa un aumento de 

la invasión y la metástasis (Hanniford et al. 2015). La familia let-7 se encontró 

desregulada en melanoma cutáneo maligno en comparación con los nevus benignos, 

algunos de los blancos moleculares de los miRNAs pertenecientes a esta familia son 

NRAS, MYC, CCND1, CCND3, CDK4 e integrina β3, relacionados con proliferación, 

migración e invasión (Müller and Bosserhoff 2008; J. Chen et al. 2010; Holst et al. 2010). 

EL miR-21 regula el comportamiento metastásico de las células de melanoma murino 
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B16 promoviendo la proliferación celular, la supervivencia y la migración. (Yang et al. 

2011)  

 

Evidencia adicional sugiere la participación de miRNAs reguladores de procesos 

proliferativos en células con potencial migratorio.  Al respecto, los miRNA-221 y miRNA-

222, que provienen de un precursor común, se encuentran sobre-expresados en 

fenotipos de melanoma más invasivos, disminuyen la expresión de su blanco molecular 

común c-Kit y aumentan la proliferación, acelerando el ciclo celular (Felicetti, Errico, 

Segnalini, et al. 2008; Felicetti, Errico, Bottero, et al. 2008). La sobreexpresión de miR-

573 in vitro, suprimiría la proliferación de células de melanoma al inhibir la expresión de 

la molécula de adhesión celular de melanoma (MCAM) (H. F. Wang et al. 2013). La 

expresión del miR-125b, que se encuentra aumentado en muestras de pacientes con 

melanomas metastásicos, es regulada por TCF4, asociada a su vez en transición epitelio 

mesenquimal (EMT), la inhibición de miR-125b reduciría la expresión de la proteína 

NEED9, modulando la invasión y migración (Rambow et al. 2016); adicionalmente este 

miR-125b tendría como blancos potenciales a AKT3, BCL2 y E2F2, y por ende podría 

afectar, desde la regulación de estos blancos, la viabilidad celular e inducir senescencia 

en melanomas humanos (Glud et al. 2011; Nyholm et al. 2014).  El miR-137 (Bemis et al. 

2008), miR-148 (Haflidadóttir et al. 2010) y miR-182 (Segura et al. 2009), que se 

encuentran sub-expresados en melanoma, son reguladores negativos de señales 

proliferativas mediante la unión directa con el master regulador de la síntesis de 

melanina, MITF. El miR-138 y miR-470, que tendrían como blanco potencial a la ciclina 

D1, se encontraron diferencialmente expresados en línea celular B16, posterior a la 

inducción de un fenotipo senescente por el tratamiento con BrdU (Flórez Vargas and 

Gomez 2008).  

 

Específicamente en la regulación del citoesqueleto y contractilidad celular han sido 

identificados miRNAs moduladores de la expresión de ROCK 2 tanto en células, como en 

tejidos tumorales obtenidos de pacientes. La sobre expresión de los miR-124, miR-101, 

miR-139 y miR-130a inhibe la movilidad celular y la metástasis en carcinoma 

hepatocelular por unión directa a ROCK 2 (Wong et al. 2011; F. Zheng et al. 2012, 2015; 
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H. Zheng et al. 2018) mientras que su unión a la familia miR-200b/c, inhibe la metástasis 

y la tumorigénesis del colangiocarcinoma. Adicionalmente la regulación del miR-23a de la 

vía AMPK-RhoA, regula de manera indirecta la expresión de ROCK 2 contribuyendo a la 

metástasis en melanoma (Guo et al. 2017). Sin embargo, poco se conoce sobre la 

regulación en la expresión de ROCK 2 en melanoma mediada por miR-455 y miR-138 en 

modelos celulares en los que se induzca cambios en la morfología, citoarquitectura y 

fenómenos de movilidad celular. 

 

2.3.1 miRNA-138 y mRNA-455 

 

El miR-455 se ha propuesto como potencial biomarcador en Alzheimer (Kumar, Vijayan, 

and Reddy 2017), estudios recientes lo señalan como supresor tumoral, ya que su 

expresión se encuentra a la baja en varios tipos de cáncer como cáncer de próstata, 

cáncer de pulmón de células no pequeñas y carcinoma de células escamosas esofágicas 

(Zhao et al. 2017; Sun et al. 2018; Gao et al. 2018). En melanoma, datos experimentales 

sugieren que el miR-455-5p promueve la metástasis mediante la inhibición del gen 

supresor de tumores CPEB1 (Shoshan et al. 2015).  

 

El miR-138 pertenece a una familia de miRNAs que se ha estudiado como un ejemplo de 

la regulación post-transcripcional de los miRNAs, debido a que, mientras el precursor se 

expresa de forma ubicua, el producto maduro se encuentra solo en tipos celulares 

específicos (Obernosterer et al. 2006). Se ha relacionado a miR-138 con la regulación de 

diferentes vías al unirse a blancos como H2AX involucrada en la reparación de daños en 

el DNA (Y. Wang et al. 2011) y ha sido descrito como un modulador activo de la 

progresión tumoral en varios tipos de cáncer, incluido el carcinoma hepatocelular humano 

(W. Wang et al. 2012), cáncer de pulmón de células no pequeñas (Xiao et al. 2016) y 

cáncer cervical humano (H. Li et al. 2017). En melanoma se le ha asociado a reducción 

de la proliferación celular mediante la unión a hTERT y HIF-1α (H. Zhang et al. 2013; 

Meng et al. 2017), así como a la modulación de la señalización de autofagia por su unión 

a PDK1(Meng et al. 2017) y fue encontrado diferencialmente expresado en células B16 
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inducidas a supresión del crecimiento in vitro por exposición al análogo de la timidina 

BrdU (Flórez Vargas and Gomez 2008). 

 

2.4 5- Bromo- 2`- Desoxiuridina (BrdU) 

 

BrdU es un nucleósido sintético análogo de la timidina, cuya diferencia estructural 

consiste en la sustitución del grupo metilo del carbono 5 por un Bromo (Ilustración 3). 

Debido a que es eficientemente fosforilada por las cinasas celulares y posteriormente 

incorporada en el DNA recién sintetizado durante la fase S del ciclo celular (Nowakowski, 

Lewin, and Miller 1989), su detección mediante anticuerpos específicos es usada para 

evaluar la replicación del DNA en células tumorales y otras células proliferantes, como 

marcaje de células para la datación por nacimiento y destino celular, para el monitoreo de 

células después del trasplante y en el estudio de la neurogénesis en adultos (Hoshino et 

al. 1989; Struikmans et al. 1997). 

 

 

 

 

 

 

  

 

La incorporación del átomo de Bromo en el DNA altera su estabilidad, permitiendo 

aumentar la sensibilidad de las células expuestas a la radiación ionizante, por lo que se 

usa frecuentemente como terapia complementaria en el tratamiento de gran variedad de 

A B 

Iball et al, 1966  

Ilustración 3. Estructura química del nucleósido timidina (A) y 

su análogo  5 - 2`- deoxiuridina (B) 



2. Marco teórico 19 

 

cánceres (Djordjevic and Szybalski 1960; Peñalosa 2000; Prados et al. 2004). Aunque se 

sabe que la incorporación de BrdU en el DNA induce mutaciones, rupturas de cromatina, 

intercambios de cromátides hermanas, micronucleaciones, hipermetilación y 

poliploidización (T. and Somers 1961; Call and Thilly 1991; Anisimov 1994; Wojcik, von 

Sonntag, and Obe 2003), aún es desconocido su mecanismo de acción, sin embargo se 

sugiere que su incorporación en regiones de cromatina inactiva ricas en AT, da como 

resultado alteraciones en los ligandos de unión a AT y por lo tanto la respuesta fenotipica 

variará de acuerdo a la maquinaria de respuesta al daño en el DNA y el ciclo celular 

(Suzuki et al. 2002; Satou et al. 2004). Además del daño sobre el DNA, diversos estudios 

in vitro e in vivo sugieren que la exposición a BrdU induce efectos significativos sobre la 

morfología celular y en la generación de fenotipos senescentes en células normales 

como condrocitos, células musculares, cerebrales, pancreáticas y sanguíneas (Taupin 

2007; Littlefield and Gould 1960; Abbott and Holtzer 1968; Comi et al. 1986; Githens et al. 

1976); así como en células tumorales leucémicas (Levkoff, Gregory P, et al. 2008), de 

cáncer de pulmón (McBride et al. 1999; Masterson and O´Dea 2007) y melanoma 

(Gómez, Rieber, and Rieber 1995; Peñalosa 2000). 

 

A nivel estructural, la exposición de diversas líneas celulares de melanoma y células 

embrionarias pigmentadas a la BrdU produce alteraciones en la matriz laminar del 

retículo endoplasmático, alteraciones en los micro filamentos citoplasmáticos, la 

membrana celular y una reducción significativa de la pigmentación debida a la 

disminución de melanosomas e inhibición de la melanogénesis por modificaciones en la 

expresión de proteínas como la tirosinasa (Rauth and Davidson 1993).  Dado que esta 

modificación fenotípica se encuentra acompañada con reducción de la capacidad 

proliferativa celular, la BrdU ha sido usada como agente inductor de diferenciación en 

células pigmentadas normales y tumorales (Epstein, Fukuyama, and Drake 1973; Garcia, 

Werner, and Szabo 1979). Adicionalmente la exposición a BrdU, generaría una 

morfología más extendida y aplanada, menor número de prolongaciones y mayor 

adhesión al sustrato en cultivos de 2D tanto en células de melanoma de ratón B16 

(Abbott and Holtzer 1968; Selma Silagi 1971; Wrathall et al. 1973; Githens et al. 1976; 

Giotta, Brunson, and Lotan 1980; Masterson and O´Dea 2007) como en otros modelos 

celulares (Hill, Tsuboi, and Baserga 1974; Garcia, Werner, and Szabo 1979; Masterson 

and O´Dea 2007). 
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En el laboratorio de Fisiología Molecular del Instituto Nacional de Salud, se ha usado la 

exposición de línea celular de melanoma de ratón B16 a BrdU como modelo de supresión 

de crecimiento tumoral, para evaluar procesos celulares relacionados con pigmentación 

diferencial, senescencia, expresión de RNAs mensajeros asociados al control del 

crecimiento celular (mRNAs), miRNAs y cambios en la arquitectura de las células 

adherentes, que pueden ser influenciados entre otros, por las fluctuaciones de la 

expresión de actina (Gómez, Rieber, and Rieber 1995, 1996). No obstante, es 

desconocida la expresión de proteínas y miRNAs relacionados con los fenómenos de 

movilidad celular en este modelo. 

 



 

 

3. Metodología  

3.1 Diseño experimental  

 

Las células de melanoma de ratón B16F1 fueron expuestas a BrdU durante 72 h, tras 

evaluar  la viabilidad celular mediante los ensayos de Tripan Azul y se realizaron ensayos 

de MTT reductasa. El análisis del área celular aparente fue realizado a partir de 

fotografías adquiridas por microscopía de luz para células adheridas, mientras que el 

diámetro celular aparente fue determinado para células en suspensión con el sistema 

Tali™ Image-based Cytometer. Posteriormente se realizaron ensayos de circularidad 

celular y desprendimiento tras la adición de tripsina –EDTA y de migración celular por 

curación de herida y cámara tipo Boyden, todos ellos en presencia o ausencia del 

inhibidor Y27632. La evaluación de la expresión de las proteínas ROCK 2 y VIM, fue 

realizada por inmunofluorescencia y Western Blot; mientras que la expresión de su 

mRNA mensajero correspondiente se determinó mediante RT-qPCR.  Para identificar la 

polimerización de F-actina, se usó tinción con faloidina, que también fue evaluada por 

inmunofluorescencia. Finalmente, se determinó la expresión de los miR-138-5p y miR-

455-3p por RT-qPCR stem loop. Todos los resultados fueron comparados con células 

B16F1 en ausencia de BrdU durante el mismo tiempo de incubación. 
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3.2 Materiales y métodos  

 

3.2.1 . Cultivo celular 

 

La línea de melanoma de ratón B16F1, obtenida del American Type Culture Collection® 

(CRL-6322™, Virginia, USA), fue cultivada en DMEM suplementado con suero fetal 

bovino al 10% (v/v) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA), penicilina (100 U. mL-1) y 

estreptomicina (100 µg. mL-1) e incubada a 37 °C con 5 % de CO2 y 98% de humedad. 

Al llegar a confluencia del 70 %, las células fueron desprendidas por adición de tripsina-

EDTA (Sigma–Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 0.25 % (m/v) y recogidas en DMEM, 

para posteriormente estimar el número de células y su viabilidad en cámara de Newbauer 

por tinción con Azul Tripán (Sigma–Aldrich) o en citómetro basado en imágenes Tali™ 

Image-based Cytometer (Thermo Fisher Scientific), según recomendaciones del 

fabricante.  

 

3.2.2 . Exposición a 5- Bromo-2´-deoxiuridina BrdU y 
Y27632 

 

Células B16F1 fueron sembradas en DMEM completo y 10-12 horas posteriores a la 

siembra, se realizó cambio por medio fresco que contenía 5- bromo-2´-deoxiuridina BrdU 

(Sigma–Aldrich) a concentración final de 2.5 µg. mL-1. Las células fueron incubadas en 

oscuridad durante 72 h, sin cambio de medio, excepto para ensayo de monitoreo celular 

donde se realizó cambio cada 48 horas hasta las 240 horas. Para los ensayos de 

inhibición de la actividad de la proteína ROCK 2, se adicionó tanto a células expuestas a 

BrdU, como a células B16F1 no expuestas, el inhibidor Y27632 ((R) - (+) - trans - 4 - (1-

Aminoethyl) - N - (4-Pyridyl) cyclohexane carboxamide dihydrochloride)) (Calbiochem, La 

Jolla, California, USA) a concentración final de 10 µM durante 1 hora. 
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3.2.3 . Viabilidad celular por exclusión con azul Tripan 

 

Tras la exposición a BrdU, una alícuota de 20 μL de células B16F1 deprendidas y re-

suspendidas en DMEM, se mezcló con 20 μL de Azul Tripan (0,25% m/v) a temperatura 

ambiente por 3 minutos, posteriormente las células fueron contadas con ayuda del 

microscopio óptico en una cámara de Neubauer, se consideraron células no viables 

aquellas que internalizaron el reactivo debido a la ruptura de sus membranas y como 

células viables las que no presentaron coloración.  

 

3.2.4 . Proliferación celular por el ensayo de la actividad 
MTT- reductasa  

 

La proliferación celular fue determinada mediante el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma–Aldrich), que permitió medir 

espectrofotométricamente la actividad metabólica de las deshidrogenasas mitocondriales 

de células viables. Tras la exposición a BrdU durante 72 h, las células fueron sembradas 

en cajas de 96 pozos, luego de 12 h de incubación se adicionó MTT a concentración final 

de 0.83 mg.mL-1 y nuevamente se realizó incubación durante 1 h. Posteriormente se 

eliminó la solución de MTT que no reaccionó y se adicionó dimetil sulfóxido (DMSO) 

(Merck, New Jersey, USA) para disolver los cristales de Formazan. Cada pozo fue leído a 

una absorbancia de 560 nm en un sistema GloMax®-Multi Detection System (Promega, 

Wisconin, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. Con el fin de determinar el 

número de células viables a partir de la absorbancia obtenida, se realizó una curva de 

calibración, tanto para células control como para células expuestas a BrdU, mediante 7 

diluciones seriadas 1:2 a partir de 8 x 104 células; cada punto fue leído bajo las 

condiciones anteriormente descritas.  
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3.2.5 . Análisis morfológicos  

 

5.1. Determinación de área y volumen celular aparentes  

Durante 12 h se adhirieron un promedio de 2.0 x103 células B16F1 a laminillas de vidrio, 

se incubaron en presencia o ausencia de BrdU (2.5 µg. mL-1) y pasadas 72, se realizó la 

adquisición de imágenes en contraste de fase en un microscopio de luz invertido Nikon 

Eclipse Ti a 20x (Kobe, Japón). A partir de 100 células por réplica y muestra, se 

determinó en el programa NIS-Elements-Nikon, el área celular aparente como media del 

contorno celular; los valores de área se representaron como un promedio ± SD con un 

nivel de significancia alfa = 0.05. Para establecer el diámetro de células en suspensión 

posterior a la exposición a BrdU, se usó la función Average cell size del Tali™ Image-

based Cytometer, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 

 

5.2. Análisis de complejidad y tamaño celular por Citometría de 

flujo. 

Células B16F1 en presencia o ausencia de BrdU, fueron desprendidas y re-suspendieron 

en PBS. Se seleccionó un promedio de 1.0*104 células para determinar el grado de 

difracción (FSC-A) y dispersión (SSC-A) de la luz en un citómetro de flujo BD FACSAria 

II™ (New Jersey, USA). A partir de estas medidas se realizó un análisis de tamaño y 

granulación en el programa FlowJoTM. La significación estadística fue determinada para 

un N=3, por prueba t múltiple sin corrección, con un alfa = 0.05. 

 

3.2.6 . Ensayos de movilidad celular 

 

6.1. Dinámica de circularidad y desprendimiento celular  

Para evaluar la dinámica de circularidad celular, se siguieron protocolos reportados 

previamente (Sen and Kumar 2009; Srinivasan et al. 2017). Un promedio de 1.0 x103 
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células/cm-2 fueron sembradas en laminillas de vidrio e incubadas a 37 °C con 5% de 

CO2 y 98% de humedad. Transcurridas 12 horas de incubación, se agregó BrdU por 72 h 

y posteriormente se incubó 1 hora en presencia de Y27632.  Las cédulas adheridas 

fueron lavadas con PBS, se adicionó 50 µL por lámina de Tripsina-EDTA 0.25% (m/v), 

precalentada a 37 ºC y a continuación, se realizó la captura de imágenes en un 

microscopio Nikon Eclipse Ti con la función Time- Lapse, cada 30 s hasta los 600 s. A 

partir de las fotografías obtenidas, se determinó la variación en el área celular y se 

graficó el área normalizada (A̅) siguiendo la ecuación 1: 

 

Ā =  
𝐴𝑖−𝐴𝑡

𝐴𝑖 −𝐴𝑓
         ecuación 1 

Donde Ai representa al área celular en el tiempo 0, At el área celular en un tiempo t 

determinado y Af, el área celular en el tiempo final. Tras graficar 𝐴̅ con respecto al 

tiempo, se obtuvo una curva sigmoidea, a la que se realizó una normalización tipo 

Boltzmann usando el programa Prism – GraphPad  (https://www.graphpad.com/scientific-

software/prism/) de acuerdo a la ecuación 2 .  

Ā = 1 −  
1

1+𝑒
−(𝑡−𝜏1)

𝜏2
⁄

          ecuación 2 

 

A partir de esta normalización se determinaron las constantes de tiempo de inicio de la 

circularidad (τ2) y tiempo de circularidad desde τ2 (τ1), posteriormente estas constantes 

se sumaron para obtener el tiempo total de circularidad (Ttotal). El número de células 

desprendidas en cada caso, fue determinado succionando las células no adheridas luego 

de la adición de tripsina-EDTA y la cuantificación se realizó en el equipo Tali™ Image-

based Cytometer. 

 

6.2. Curación de herida  

 

Células B16F1 fueron sembradas en cajas de 24 pozos en presencia o ausencia de BrdU 

y se permitió su crecimiento hasta la formación de monocapa (80% confluencia). 

Posteriormente se realizó cambio por medio DMEN incompleto (iDMEM) para mantener 

https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
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las células en inanición y se incubaron durante 12h.  Pasado el tiempo de incubación se 

adicionó por 1 hora con el inhibidor Y27632 y se realizó una herida en la monocapa con 

ayuda de una punta de micropipeta de 1 mL. Mediante un lavado con PBS, se eliminaron 

las células desprendidas y se adicionó nuevamente iDMEM. La determinación del 

porcentaje de disminución del área generada por la herida, se calculó a partir de 

fotografías obtenidas en contraste de fase en microscopio Nikon Eclipse Ti a 20x, en los 

tiempos 0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 18 h y 24 h con el programa NIS-Elements. La significación 

estadística fue determinada para un N=3, por prueba t múltiple sin corrección, con un alfa 

= 0.05. 

 

 

6.3. Migración celular en cámara tipo Boyden. 

 

Células B16F1 previamente expuestas a BrdU y/o al inhibidor Y27632, fueron incubadas 

durante 12h en iDMEM a 37°C con CO2 al 5% y 98% de humedad. En el compartimiento 

superior de la cámara Transwell™ (Corning™) se sembró en promedio 1.0 x 105 células 

por pozo, diluidas en 100 μL de iDMEM y al compartimiento inferior de la cámara, se 

adicionó 600 μL de medio completo DMEM, como quimio-atrayente. Pasadas 24 h de 

incubación, de la cámara superior, se aspiró con micropipeta las células que no 

atravesaron la membrana y se retiró el exceso con ayuda de un hisopo de algodón. Para 

cuantificar las células que atravesaron la membrana, se adicionó Tripsina-EDTA al 0,25% 

(m/v) a ambas cámaras, se incubó la caja a 37 °C durante 5 min, se colectó en contenido 

en tubos de 15 mL y se realizó el conteo de la suspensión celular en Tali® image-based 

cytometer. 

 

3.2.7 . Inmunofluorescencia 

 

Las células B16F1 fueron sembradas en laminillas de vidrio e incubadas 12h a 37 ºC con 

5% de CO2 y 98% de humedad para permitir su adhesión a la laminilla, posteriormente 

fueron expuestas a BrdU 2,5 mg.mL-1 durante 72h, se realizó un lavado con PBS a 
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temperatura ambiente y se adicionó paraformaldehído al 4% en PBS durante 20 min, 

para permitir la fijación. Luego de lavar con PBS para retirar el exceso, las células se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,3% v/v en PBS durante 20 minutos a temperatura 

ambiente y el exceso fue retirado mediante lavados sucesivos con PBS. Para bloquear 

sitios de unión inespecífica, se adicionó una solución de suero fetal bobino (SFB) al 5% y 

albumina sérica bovina (BSA) al 2% en PBS e incubó durante 20 minutos. Las laminillas 

se incubaron posteriormente con los anticuerpos primarios policlonales anti-ROCK 2 

hecho en cabra (sc-1851) (Santa Cruz Biotechnology. Inc, Dallas, USA), anti-Vimentina 

(SAB4300676 Sigma–Aldrich) y anti β-catenina (sc-7199) (Santa Cruz Biotechnology. 

Inc) ambos hechos en conejo. Como anticuerpo secundario, se utilizó un anticuerpo anti-

cabra hecho en gallina marcado con Texas Red (sc-3923), o anti-conejo hecho en cabra 

marcado con CFL-647 (sc-362292) ambos de Santa Cruz Biotechnology. Para tinción de 

las fibras de F-actina, se incubaron las células con 50 μg. mL-1 de Faloidina conjugada 

con Isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma–Aldrich P5282) por 40 minutos a 

temperatura ambiente. En todos los casos los núcleos se marcaron con DAPI (Sigma–

Aldrich) y las laminillas fueron montadas sobre glicerol al 25 % (v/v) (Merck). La 

adquisición de las imágenes se realizó en microscopio invertido Nikon Eclipse Ti en 

campo claro y con el filtro correspondiente a los fluoróforos utilizados. Para la 

cuantificación de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) se usó el programa NIS-

Elements para un N= 3 y un promedio de 100 células por réplica y muestra. 

3.2.8 . Western Blot 

 

Las células B16F1 expuestas o no a BrdU se lavaron con PBS estéril y se lisaron en 

presencia del buffer RIPA (Sigma–Aldrich) que contenía cocktail inhibidor de proteasas 

(S8830 Sigma–Aldrich). El lisado, fue centrifugado a 13,000 g durante 15 min a 4 ºC y se 

recuperó el sobrenadante. La proteína total fue cuantificada utilizando una curva de 

calibración con diluciones seriadas de albumina sérica bovina (BSA) y ácido bicinconínico 

(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific). Mediante electroforesis SDS-

PAGE al 10 % en condiciones denaturantes, se separaron 30 µg de proteína por 

muestra; los geles obtenidos fueron transferidos a una membrana PVDF (Millipore-

Merck) mediante un sistema Novex® Semi-Dry Blotter (Thermo Fisher Scientific) de 

acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La membrana fue bloqueada con una 
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solución de polivinilpirrolidona (PVP-40) (Sigma–Aldrich) al 1 % (m/v) en PBS- Tween 20 

(Sigma–Aldrich) (Haycock 1993), e incubada con los anticuerpos primarios usados en la 

inmunofluorescencia para mROCK2, Vimentina, o Lámina B1 (sc-6216), este último de 

Santa Cruz Biotechnology y como anticuerpo secundario, un anti-cabra hecho en caballo 

(PI-9500) o anti-conejo hecho en cabra (P1-1000), ambos marcados con HRP (VECTOR, 

Burlingame-California, USA). La detección se realizó por método quimioluminiscente 

ECL-Western blotting system (Amersham, Boston, USA) siguiendo las recomendaciones 

del fabricante y el análisis densitométrico, se hizo en el programa Fiji – ImageJ 

(https://fiji.sc/), usando como control de carga la detección de la proteína nuclear Lámina 

B1. 

 

3.2.9 . Obtención y análisis de RNA 

 

 9.1. Extracción de RNA total y enriquecimiento de pequeños RNAs 

 

La extracción de RNA total se realizó siguiendo el protocolo TRIzol-cloroformo descrito 

previamente [15,16]. Células B16F1 expuestas o no a BrdU, se lisaron en presencia de 

TRIzol (Invitrogen), posteriormente fueron recolectadas en tubos de 1,5 mL para ser 

calentadas a 65 °C durante 2 minutos y solubilizar la melanina presente, luego se realizó 

centrifugación a 12,000 g por 5 minutos y 4°C para retirar el exceso de melanina. La 

extracción en fase orgánica se realizó mediante centrifugaciones sucesivas con 

cloroformo frio (Sigma–Aldrich) e isopropanol (Biomedical Inc.); el pellet obtenido fue 

lavado con etanol al 75% (Merck) y tras permitir su evaporación temperatura ambiente, 

se re suspendió en H2O DEPC (dietil pirocarbonato, Sigma–Aldrich) y se cuantificó en 

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Las fracciones enriquecidas de pequeños 

RNAs ≤ 200 nt, se obtuvieron usando miRVanaTM miRNA Isolation Kit, (Ambion, Austin, 

USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.  

 

https://fiji.sc/
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 9.3. RT-qPCR  

 

La síntesis del cDNA proveniente de mRNA se llevó a cabo a partir del RNA total, 

utilizando oligo dTs y la transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen), durante 50 min a 

42 °C y luego 15 min a 70 °C en un termociclador (BIO-RAD Hercules, California, USA). 

La PCR en tiempo real (qPCR) se realizó a partir de 600 ng del cDNA obtenido 

anteriormente, con el uso del Kit DyNAmo HS SYBR Green (Thermo Fisher Scientific) y 

los cebadores correspondientes a cada gen evaluado (Tabla 1), en un termociclador 

Chromo4™ System de BIO-RAD bajo el programa: 1 ciclo de 95 °C 15 min, 36 ciclos que 

incluyeron 10 s a 96 °C, 30 s de temperatura de anillage de acuerdo a cada conjunto de 

cebadores y 30 s a 72 °C. Los resultados de la fluorescencia se graficaron como radio de 

expresión relativa (rER) normalizados por la expresión del gen constitutivo GAPDH 

(Schefe et al. 2006). 

 

 9.4. Expresión de miRNAs por RT-qPCR stem loop 

 

La selección de miRNAs que tuvieran como blanco molecular al mRNA de Rock 2, se 

realizó mediante el predictor TargetScanMouse 7.1 (http://www.targetscan.org/mmu_71/). 

La expresión de los miR-138-5p y miR-455-3p fue confirmada por RT-qPCR stem loop, 

que posee como principal variación el uso de cebadores con una estructura estable tipo 

haza (stem loop) (Anexo A-C) que proporciona longitud adicional al cDNA objetivo 

optimizando su temperatura de fusión (Tm). La RT fue realizada a partir de 65 ng del 

RNA enriquecido, con el uso del kit mirVana™ microRNA detection Kit (Thermo Fisher 

Scientific) en un termociclador BIO-RAD bajo el programa 30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C 

y 5 min a 85 °C. La qPCR se realizó en el termociclador Chromo4™ usando 2.5 µg del 

cDNA obtenido anteriormente bajo el programa 3 min a 95 °C y 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 

1 min a 60 °C y 1 min a 72 °C, con una extensión final de 10 min a 72 °C. Los resultados 

de la fluorescencia se graficaron como radio de expresión relativa (rER) normalizados por 

la expresión del pequeño RNA nuclear U6 (snRNA U6) (Schefe et al. 2006). 

 

http://www.targetscan.org/mmu_71/
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Tabla 1. Listado de cebadores usados en RT-qPCR y RT-qPCR stem loop. 

Gen  / miRNA  Dirección Secuaencia (5´ a  3´) Temperatura 

de Anillaje 

(ºC) 

La proteína quinasa 

asociada a Rho II 

Sentido cag tgg aac cag tgg gag aaa 
58 

Anti-sentido tta atg tgg cac cta cgg ca 

Vimentina 
Sentido att cac gaa ggt gac gag cca t 

64 
Anti-sentido gcc ctt aaa gga acc aat gag tc 

Gliceraldehído-3-

fosfato 

deshidrogenasa 

Sentido acc aca gtc cat gcc atc act 
58-64 

Anti-sentido acc agg aaa tga gct tga caa agt 

mmu-miR-455-3p 
Sentido cgg ctg taa aca tcc ccg a 

60 

Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg acg tgt at 

mmu-miR-138-5p 
Sentido cgg cag ctg gtg ttg tga at 

Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg act ctt ct 

Reverse Universal ------------ gtg cag ggt ccg agg t 

Small nucleolar RNA 

U6 

Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg aca aat atg 

Sentido tgg aac gat aca gag aag att tag ca 

Anti-sentido aac gct tca cga att tgc gt 



 

 

 

4. Resultados y análisis 

4.1 Cambios en la proliferación y morfología en células B16F1 expuestas a 
BrdU.  

 

Con el fin de identificar los cambios presentados en la morfología y proliferación celular 

tras la exposición a BrdU, se realizó un análisis número de células, proliferación, área 

aparente, diámetro, tamaño y granulación celular. Comparadas con las células sin 

exposición a BrdU (células control), las células de melanoma de ratón B16F1, adheridas 

a sustrato y expuestas durante 72 h, presentaron una morfología más extendida y 

aplanada, con menor número de prolongaciones y una aparente disminución en la 

pigmentación y el número de células (Figura 1.A.), cambios que han sido reportados 

anteriormente en este y otros modelos celulares (Silagi 1971; Wrathall et al. 1973; Giotta, 

Brunson, and Lotan 1980) y que se mantienen hasta las 240 h en presencia del estímulo 

(Figura S1.A). La cuantificación del número de células viables por ensayo de exclusión 

de Tripan Azul, mostró una reducción estadísticamente significativa del 38% tras la 

exposición a BrdU (Figura 1.B. y Tabla 2), coincidiendo con lo encontrado en el ensayo 

de la actividad MTT reductasa, en el cual se observó una disminución del 65.5% en 

células expuestas (Figura 1.C. y Tabla 3), adicionalmente la curva de calibración usada 

para el ensayo de MTT mostró una pendiente menor para las células control (Figura 

S1.B) lo que sugeriría mayor actividad. En conjunto estos resultados indican que los 

cambios en el número de células B16F1 tras exposición a BrdU podrían relacionarse con 

cambios en la proliferación arriba descritos, aunque se presente aumento de actividad. 
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Figura 1. Cambios en la proliferación, morfología y tamaño de células B16F1 

expuestas a BrdU. A. Fotografías representativas de células B16F1 expuestas o no a 

BrdU 2.5 μg. mL-1. B. Número de células viables determinado por ensayo de exclusión de 

Azul Tripan. C. Cambios en el número de células B16F1 medidos por actividad MTT 

reductasa. D. Medida del área celular aparente (μm2) determinada a partir del contorno 

de células adheridas. E. Diámetro promedio (μm) de células en suspensión expuestas o 

no a BrdU. D. Diagramas obtenidos por citometría de flujo del número de células 

distribuidas por cuartiles (Q) en función de SSC-A y FSC-A y sus porcentajes 

correspondientes (Q1, Q2, Q3 y Q4) para 3 réplicas independientes con un total de 1*104 

eventos cada una. 
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Tabla 2. Número de células viables por ensayo de Azul Tripan, para 4 réplicas 

Independientes. 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

Número de 
células viables 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 

4310000 4490000 4595000 4235000 1705000 1595000 1800000 1630000 

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 4407500 164544,826 4 1682500 90783,625 4 

 

Tabla 3. Número de células Viables por ensayo de actividad MTT reductasa para 4 

réplicas independientes.  

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

Número de 
células 
viables 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 

   4235000 1705000 1595000 1800000 1630000 

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 4407500 164544,826 4 1682500 90783,625 4 

 

Tabla 4. Área celular aparente en μm2, para células adheridas a sustrato en 3 réplicas 

independientes.  

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

Área celular 
aparente (μm2) 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 1 Replica 2 Replica 3 

13082.74 14334.05 17019.46 32045.62 35292.7 31564.67 

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 14812.080 2011.425 3 32967.660 2027.850 3 

 

En cuanto a la cuantificación de las variaciones morfológicas, se observó un aumento de 

2.2 veces en el área celular aparente de células adheridas expuestas a BrdU con 

respecto a las células control, pasando de 1.4*104 μm2 a 3.2*104 μm2 (Figura 1.D), así 

como un aumento en el coeficiente de variación de los datos reportados para células 

control (%CV 13.58) con respecto al de las células expuestas (%CV 6.15) (Tabla 4), 

sugiriendo un comportamiento más homogéneo en esta última población celular. La 

determinación de variación en el tamaño celular, fue realizada en células en suspensión. 

El diámetro de las células con BrdU aumentó comparado con el de las células sin 

exposición, pasando de 12.0 ± 1 μm a 15.3 ± 0.57 μm (1.7 veces) (Figura 1.E. y Tabla 5). 

Estos resultados coinciden con las variaciones en granulación  (SSC-A) y tamaño celular 

(FSC-A), determinadas mediante el análisis de la difracción y refracción de la luz por 

citometría de flujo y donde se observó que 87% de la población de células control se 
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encuentra en el cuartil Q4 y tras la exposición a BrdU, el porcentaje disminuye de manera 

significativa hasta un 76%, desplazándose hacia los cuartiles Q1 (de 5.2 ± 0.3 % a 7.9 ± 

0.6 %), Q2 (de 3.4 ± 0.4 % a 6.0 ± 0.8 %) y Q3 (de 3.4 ± 0.4 % a 9 ± 1.0 %) e indicando 

un aumento de tamaño y/o granulación  (Figura 1.F. y Tabla 6). Estos cambios podrían 

estar asociados con un aumento en la cantidad de organelos celulares y la 

reestructuración del cito esqueleto, lo que también se ha relacionado con alteraciones en 

la proliferación celular (Epstein, Fukuyama, and Drake 1973; Giotta, Brunson, and Lotan 

1980). 

Tabla 5. Diámetro celular en μm, para células en suspensión en 3 réplicas 

independientes. 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

Diámetro 
celular (μm) 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 1 Replica 2 Replica 3 

11.00 12.00 13.00 15.00 15.00 16.00 

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 12.000 1.000 3 15.333 0.577 3 

 

Tabla 6. Porcentaje de eventos distribuidos por cuartiles y obtenidos mediante citometría 

de flujo para 3 réplicas independientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

% de 
eventos 

Cuartil Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 1 Replica 2 Replica 3 

Q1 4.98 5.66 5.11 7.27 8.66 8.06 

Q2 2.99 3.92 3.45 6.06 6.93 5.24 

Q3 3.64 3.84 2.91 10.50 8.48 9.82 

Q4 88.40 86.60 88.50 76.20 75.90 76.90 

  
MEDIA SD N MEDIA SD N 

 
Q1 5.250 0.361 3 7.997 0.697 3 

 
Q2 3.453 0.465 3 6.077 0.845 3 

 
Q3 3.463 0.490 3 9.600 1.028 3 

 
Q4 87.833 1.069 3 76.333 0.513 3 
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4.2 Variaciones en la expresión de las proteínas ROCK 2 y VIM implicadas 
en la cito arquitectura de células B16F1 expuestas a BrdU. 

 

Además los cambios morfológicos observados tras la exposición a BrdU, se han 

reportado alteraciones en la expresión del mRNA y de proteínas del citoesqueleto como 

la β-actina (Gómez, Rieber, and Rieber 1995), sin embargo se desconocen las posibles 

variaciones en la polimerización de F- actina, así como la participación de otras 

moléculas implicadas en la reorganización del citoesqueleto como ROCK 2 y VIM en 

células B16F1. En las células expuestas a BrdU, la intensidad media de fluorescencia 

(IMF) para ROCK 2, disminuyó 3 veces con respecto a células control (Figura 2.A-B y 

Figura Suplementaria. 1. A. Fotografías representativas de células B16F1 tras la 
exposición BrdU hasta las 240 h, con cambio de medio cada 24 h (panel superior) o en 
presencia continua del estímulo (panel inferior). B. Curva de calibración para células 
B16F1 y su absorbancia medida por actividad MTT reductasa. 
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Tabla 7.), coincidiendo con la evaluación mediante Western Blot, donde se halló una 

reducción de 0.79 veces (Figura 2.C)  

 

Dado que ROCK 2 es uno de los reguladores de la polimerización de F-actina (Amano et 

al. 1996; Totsukawa et al. 2000), se decidió evaluar su polimerización y distribución 

mediante marcaje con Faloidina-FIDC, en presencia y ausencia del inhibidor de la 

actividad de ROCK 2, Y27632. Como se observa en la Figura 2.D., en las células control, 

la F-actina se observó distribuida en la periferia nuclear y esta distribución no varió 

después de la adición de Y27632 y en células previamente expuestas a BrdU, las fibras 

de F-actina se observaron más definidas y distribuidas a lo largo del citoplasma y la 

adición del inhibidor modificó tanto la ubicación como la extensión. Esto sugirió la 

participación de otros mecanismos moleculares, además de ROCK 2, en la estabilidad de 

las fibras y posiblemente un intercambio rápido en la polimerización que dificultaría 

visualizar la formación de las fibras; este fenómeno ya ha sido descrito en células de 

melanoma con movilidad de tipo amebioide (Sanz-Moreno et al. 2011).  

 

ROCK 2 también participa en la regulación de los filamentos intermedios provocando el 

colapso de VIM, por lo que se evaluaron los potenciales cambios en su expresión y 

ubicación tras la exposición a BrdU. Comparadas con las células control, en las células 

expuestas a BrdU, VIM se encontró localizada principalmente a nivel peri-nuclear (Figura 

2.E.) y la evaluación de su expresión mediante Western Blot mostró un aumento de 2.02 

veces (Figura 2.F.), coincidiendo con la reducción de ROCK 2. 

 

En conjunto las alteraciones en la expresión de las proteínas ROCK 2 y VIM, así como en 

la polimerización de F-actina, permitieron sugerir cambios en la movilidad de las células 

B16F1 tras la exposición a BrdU, que hasta la fecha no habían sido reportados y que 

podrían relacionarse además con alteraciones a nivel del mRNA de Rock 2 y Vim 

mediados por reguladores pos-transcripcionales de estos como los miRNAs.  
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Figura 2. Variación en la expresión de mROCK 2 y mVIM en células B16F1 tras la 

exposición a BrdU. (A.) microfotografías del marcaje de la F-actina con Faloidina-FITC (verde) en 

células B16F1 expuestas a BrdU y/o al inhibidor Y27632. Fotografías representativas de la 

ubicación y distribución por inmunofluorescencia (IF) de las proteínas mROCK 2 (B.) y mVIM (E.) 

marcadas en rojo y cuantificación en unidades arbitrarias de intensidad media de fluorescencia 

(I.M.F) de mROCK2 (C). En A, B y E contra tinción nuclear con DAPI (azul).  Western Blot y 

densitometría de mROCK 2 en D. y mVIM en F; como control de carga, se usó la proteína nuclear 

Lámina B1. 

 

Tabla 7. Inmunofluorescencia de ROCK 2 en unidades arbitrarias para 3 réplicas 

independientes. 

 

 

 

 

 

 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

IMF (ua)  

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 1 Replica 2 Replica 3 

3.95 3.51 3.44 0.94 1.10 1.59 

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 3.63 0.276 3 1.210 0.339 3 
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4.3 Alteraciones en la movilidad de células B16F1 expuestas BrdU. 

 

Se identificaron las potenciales variaciones en adhesión, circularidad y migración de las 

células B16F1 expuestas a BrdU y al inhibidor de ROCK 2 Y27632. La evaluación de la 

circularidad fue realizada mediante la adición de Tripsina –EDTA a células adheridas a 

sustrato. En las fotografías representativas de la dinámica de circularidad (Figura 3.A.), 

se observó mayor reducción del área de células expuestas en comparación con las 

células control y la adición de Y27632, solamente modificó la circularidad de las células 

control. Estas variaciones en el área final con respecto al área inicial, fueron 

cuantificadas en función del tiempo (Tabla 8) y se generó una curva sigmoidea que 

permitió evaluar la velocidad de circularidad (Figura 3. B.) las curvas de Control + 

Y27632 y BrdU 2.5 μg.mL-1 tuvieron mayor desplazamiento hacia la izquierda indicando 

mayor velocidad de circularidad. Luego de realizar una normalización de Botlzmann, fue 

posible determinar las constantes de circularidad τ1, τ2 y τTotal (τ1 + τ2) (Figura 3.C-E). 

Las células expuestas a BrdU presentaron tiempos de circularidad menores en todos los 

casos (τ1= 123.04 ± 27.9; τ2= 30.5 ± 4.9 y tiempo total =153.3 ± 28.3) comparado con los 

tiempos de circularidad para células no expuestas (τ1= 272.3 ± 6.4; τ2= 75.8 ± 28.8 y 

tiempo total = 384.1 ± 72.2). La adición de Y27632 a las células control, mostró reducción 

en los tiempos de circularidad (τ1= 117.9 ± 17.2; τ2= 34.3 ± 1.3; y tiempo total= 152.2 ± 

20.9), mientras que en células previamente expuestas a BrdU se observó un leve 

aumento de las constantes (τ1= 182.7 ± 9.5; τ2 = 56,4 ± 8.2; y tiempo total= 233.2 ± 13.2) 

(Tablas 9-11).  

Tabla 8. Promedios del área normalizada en función del tiempo para 7 réplicas. 

Área 
Normalizada 

B16F1 Control 
B16F1 Control 

+Y27632 
BrdU 2.5 g. mL-1 BrdU + Y27632 

Tiempo (sg) MEDIA SD N MEDIA SD N MEDIA SD N MEDIA SD N 

0 0.000 0.000 7 0.000 0.000 7 0.000 0.000 7 0.000 0.000 7 

30 0.060 0.078 7 0.046 0.032 7 0.019 0.014 7 0.107 0.066 7 

60 0.110 0.079 7 0.141 0.064 7 0.083 0.087 7 0.148 0.079 7 

90 0.167 0.086 7 0.243 0.125 7 0.238 0.174 7 0.194 0.111 7 

120 0.192 0.095 7 0.533 0.128 7 0.481 0.207 7 0.300 0.082 7 

150 0.197 0.099 7 0.706 0.125 7 0.688 0.165 7 0.418 0.055 7 

180 0.268 0.178 7 0.816 0.085 7 0.799 0.106 7 0.472 0.054 7 

210 0.342 0.202 7 0.884 0.063 7 0.899 0.049 7 0.586 0.096 7 

240 0.401 0.176 7 0.964 0.022 7 0.953 0.024 7 0.756 0.108 7 

270 0.481 0.176 7 0.982 0.013 7 0.982 0.015 7 0.925 0.087 7 

300 0.573 0.151 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

330 0.700 0.129 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

360 0.759 0.127 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 
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Tabla 9. Constante τ1 expresada en segundos para 7 réplicas independientes. 

τ1 
(sg) 

B16F1 Control  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 370.40  286.6  215.6  288.00  278.7  304.30  162.1  272.243 66.456 7 

  
B16F1 Control +Y27632 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 98.93  116.80  112.90  141.90  129.40  95.11  130.50  117.934 17.187 7 

  
BrdU 2.5 g. mL-1 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 154.30  106.20  88.74  92.95  131.7  129.1  158.3  123.041 27.981 7 

  
BrdU + Y27632 

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 190.2  186.3  175.4  189.4  193.8  168.7  175.2  182.714 9.512 7 

 
 

Tabla 10. Constante τ2 expresada en segundos para 7 réplicas independientes. 

τ2 
(sg) 

B16F1 Control  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 75.07 59.60 126.50 53.49 59.57 104.80 52.02 75.864 28.871 7 

  
B16F1 Control +Y27632 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 36.57 19.24 37.56 43.26 47.62 37.75 18.04 34.291 11.377 7 

  
BrdU 2.5 g. mL-1 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 30.62 21.10 35.63 34.61 28.85 28.81 34.00 30.517 4.990 7 

  
BrdU + Y27632 

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 63.85  55.7 48.05 46.59 43.65 55.22 40.12 50.454 8.200 7 

 
 

390 0.822 0.089 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

420 0.865 0.063 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

450 0.897 0.048 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

480 0.919 0.038 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

510 0.942 0.030 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

540 0.956 0.024 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

570 0.980 0.011 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 

600 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 1.000 0.000 7 
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Tabla 11. Constante tTotal determinada a partir de la suma de τ1 τ2 y expresada en 

segundos para 7 réplicas independientes. 

τTotal 
(sg) 

B16F1 Control  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 445.47  346.20  342.10  341.49  338.27  409.10  214.12  348.107  72.264  7 

  
B16F1 Control +Y27632 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 135.50  136.04  150.46  185.16  177.02  132.86  148.54  152.226  20.948  7 

  
BrdU 2.5 g. mL-1 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 184.92  127.30  124.37  126.36  160.55  157.91  192.30  153.387  28.382  7 

  
BrdU + Y27632 

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 5 Replica 6 Replica 7 MEDIA SD N 

 254.05  242.0  223.45  235.99  237.45  223.92  215.32  233.169  13.159  7 

 

Tabla 12. Número de células desprendidas tras la adición de Tripsina-EDTA para 3 

réplicas independientes. 

Número de células 
desprendidas 

B16F1 Control  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

 16823.7900 13908.6300 14111.6700 14948.030 1627.625 3 

  
B16F1 Control +Y27632 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

 37069.7300 51897.6200 41835.8400 43601.060 7569.914 3 

  
BrdU 2.5 g. mL-1 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

 3092.4860 7976.8780 6213.8730 5761.079 2473.477 3 

  
BrdU + Y27632 

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

 16042.1800 18200.9900 38709.6800 24317.620 12510.550 3 
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Figura 3. Cambios en la circularidad, adhesión y migración de células B16F1 tras la 

exposición a BrdU. A. Imágenes representativas del time-lapse para la dinámica de circularidad 

por adición de tripsina-EDTA. B. Variación del área normalizada con respecto al tiempo durante el 

ensayo de circularidad; los datos se ajustaron a una ecuación sigmoidea de Boltzmann para 

determinar las constantes de tiempo τ1 (C) y τ2 (D) y el tiempo total de adhesión corresponde a la 

suma de las constantes (E). F. Número de células desprendidas tras adición de Tripsina-EDTA. G. 

Número de células que atraviesan la membrana en cámara tipo Boyden. H. Fotografías del 

ensayo de curación de herida para células representados como porcentaje de cierre de herida 

medido a las 0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 18 h y 24 h (I).* representa una significancia estadística con valor 

p< 0.05. 
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Los cambios en la capacidad de circularidad celular están relacionados con las dinámicas 

de contractilidad y podrían influir en el desprendimiento celular (Sen and Kumar 2009; 

Srinivasan et al. 2017), por lo tanto se decidió evaluar el número de células B16F1 

previamente expuestas a BrdU y Y27632, que se desprenden tras la adicción de 

Tripsina-EDTA (Figura 3.F.). Se encontró que en comparación con el 14.7% de células 

control desprendidas, solo el 5.7% de las células expuestas a BrdU se desprenden del 

sustrato y este valor aumenta en 43.6% tras la adición de Y27632 para células control, y 

de manera no significativa para células en presencia de BrdU (Tabla 12).  

 

La movilidad fue evaluada mediante ensayo de curación de herida y por migración en 

cámara Boyden. Tras la exposición a BrdU, el porcentaje de células B16F1 que 

atraviesan la membrana en cámara tipo Boyden disminuyó en un 86.6% en comparación 

con las células control (Figura 3.G.) y al exponer las células a Y27632, se observó 

disminución en las células control de un 60%, mientras que las expuestas a BrdU no se 

presentó variación significativa (Tabla 13). En el ensayo de curación de herida, las 

células expuestas a BrdU presentan mayor porcentaje de cierre comparadas con las 

células control (Figura 3.H-I), y tras el uso de Y277632, se aumenta este porcentaje de 

manera significativa tanto en células expuestas como en células control (Tabla 14.). 

Estos resultados permiten sugerir el favorecimiento de diferentes tipos de movilidad de 

que podrían estar relacionados con la expresión diferencial de las proteínas ROCK 2 Y 

VIM, sin embargo, se hizo necesario determinar si estos niveles de expresión coinciden 

con cambios en la expresión de los mRNAs correspondientes y de los miR-138-5p y miR-

455-3p, que por predictores han sido descritos como reguladores de estos.  
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Tabla 13. Número de células que atravesaron la membrana en cámara Boyden para 4 

réplicas independientes. 

Número de células  B16F1 Control  

Que atraviesan la membrana  Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 MEDIA SD N 

Con quimio-atrayente 49300  40500  36900  37600  41075.000 5700.512 4 

Sin quimio-atrayente 5900  5400  6400  16700 8600.000 5415.410 4 

   
B16F1 Control +Y27632 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 MEDIA SD N 

Con quimio-atrayente 14800  16500  11200  24000  16625.000 5390.346 4 

Sin quimio-atrayente 1100  8600  8400  19100 9300.000 7406.754 4 

  
BrdU 2.5 g. mL-1 

 
  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 MEDIA SD N 

Con quimio-atrayente 7200  2800  2600  9400  5500.000 3356.585 4 

Sin quimio-atrayente 2150  1300  3000  3600 2512.500 1003.639 4 

   
BrdU + Y27632 

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 Replica 4 MEDIA SD N 

Con quimio-atrayente 6900 15700 7500 12400 10625.000 4185.192 4 

Sin quimio-atrayente 3400 3000 3400 13900 5925.000 5320.010 4 

 

Tabla 14. Porcentaje de cierre de herida determinado desde las 0 h hasta las 24 h para 3 

réplicas independientes 

% de cierre de herida B16F1 Control  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

0 h 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000  3  

3h 15.05  17.49  8.48  13.673  4.660  3  

6 h 20.77  27.76  16.29  21.607  5.781  3  

12 h 28.78  33.01  26.99  29.593  3.091  3  

18 h 30.55  34.30  30.30  31.717  2.241  3  

24 h 32.72  33.54  32.19  32.817  0.680  3  

  
B16F1 Control +Y27632 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

0 h 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000  3  

3h 5.856  12.162  7.753  8.591  3.235  3  

6 h 40.275  45.106  36.863  40.748  4.142  3  

12 h 100.000 96.731  89.345  95.359  5.458  3  

18 h 100.000 100.000  100.000  100.000  0.000  3  

24 h 100.000  100.000  100.000  100.000  0.000  3  

  
BrdU 2.5 g. mL-1 

  

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

0 h 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000  3  

3h 29.95  37.51  37.29  34.917  4.303  3  

6 h 32.03  41.74  42.68  38.817  5.896  3  

12 h 42.65  51.84  56.05  50.180  6.852  3  

18 h 50.27  55.90  64.51  56.893  7.172  3  

24 h 54.71  60.44  67.81  60.987  6.567  3  
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BrdU + Y27632 

 Replica 1  Replica 2 Replica 3 MEDIA SD N 

0 h 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000  3  

3h 17.96334  17.64926  21.40104  19.005  2.081  3  

6 h 37.91863  39.63168  51.45333  43.001  7.370  3  

12 h 69.10755  71.00050  92.22105  77.443  12.833  3  

18 h 89.95190  89.91716  100.00000  93.290  5.811  3  

24 h 97.05846  95.52456  100.0000  97.528  2.274  3  

 

 

 

4.4 Variación en la expresión de los mRNAs Rock2 y Vim y de los mir-455-3p y 
miR-138-5p 

 

Resultados recientes de secuenciación obtenidos en el laboratorio de Fisiología 

molecular mediante Small RNAseq (datos no publicados), confirman la expresión 

diferencial, tras la exposición a BrdU, de conjuntos de miRNAs, que de acuerdo al 

predictor TargetScan, poseen como blanco molecular a Rock 2. Dentro de estos miRNAs 

se destacan los miR-455-3p y miR-138-5p cuya unión directa a la región 3`UTR del 

mRNA de Rock 2, ha sido demostrada mediante el ensayo de gen reportero de luciferasa 

en diferentes modelos celulares (J. Wu et al. 2018; Z. Zhu et al. 2016; Jiang et al. 2010). 

Con el objetivo de establecer variaciones en la expresión de estos miRNAs y el mRNA 

mensajero de Rock 2 en las células B16F1 expuestas a BrdU, se realizaron ensayos de 

RT-qPCR stem loop y RT-qPCR. Se observó que las células expuestas presentaban una 

disminución de 2.39 veces en los niveles de expresión relativa del miR-138-5p (Figura 

4.D.-Tabla 18) y de 2.88 veces en Rock 2 (Figura 4.A.-Tabla 15) y un aumento de 1.8 

veces para el miR-455-3p (Figura 4.C.- Tabla 17). Estos resultados indicarían que el miR-

455-3p tendría mayor participación que miR-138-5p en la regulación a la baja del nivel de 

Rock 2, que coincidiría con lo observado en el producto proteico (Figura 2.A-C); sin 

embargo es posible que este último tenga participación en los fenómenos de movilidad 

mediante la regulación de otros genes importantes en las vías relacionadas como Vim, 

que también ha sido reportado como su blanco molecular (J. Zhang et al. 2016),  por lo 

que se decidió evaluar la expresión de su mRNA. Se encontró que en células expuestas 

a BrdU, la expresión relativa de Vim aumentó 3.64 veces en comparación con las células 
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control (Figura 4.B.- Tabla 16), coincidente con los niveles de proteína (Figura 2.E-F). 

Estos resultados permiten sugerir que las variaciones en la expresión de Vim y Rock 2 

observadas tras la exposición a BrdU, estarían reguladas por estos y otros miRNAs y que 

estas variaciones a su vez tendrían repercusiones importantes en los fenómenos de 

movilidad. 

Tabla 15.  Radio de expresión relativa (rER) para Rock 2 con respecto al gen constitutivo 

GADPH para 4 réplicas independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

rER 
Rock 2 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 

1 1 1 1 0.3567  0.3423  0.3217  0.3654  

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 1.000 0.000 4 0.347 0.019 4 

Figura 4. Variación en la expresión del mRNA de Rock2, Vim y de los miR-455-3p 

y miR-138-5p en células B16F1 expuestas a BrdU. Radio de expresión diferencial 

(rER) por RT–qPCR para los mRNAs Rock2 (A) y Vim (B) normalizados con la 

expresión del gen constitutivo GAPDH. rER para los miRNAs miR-455-3p (C) y miR-

138-5p (D) determinado por RT-qPCR stem loop y normalizado con la expresión del 

snRNA U6.  
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Tabla 16. Radio de expresión relativa (rER) para Vim con respecto al gen constitutivo 

GADPH para 4 réplicas independientes. 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

rER 
Vim 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 

1 1 1 1 4.3342  2.5220  3.3179  4.3825  

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 1.000 0.000 4 3.639 0.892 4 

 

Tabla 17. Radio de expresión relativa (rER) para miR-455-3p con respecto al snRNA U6 

para 3 réplicas independientes. 

 

 

 

 

Tabla 18. Radio de expresión relativa (rER) para mir-138-5p con respecto al snRNA U6 

para 3 réplicas independientes. 

 

 

 

 

 

 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

rER mir-455-3p 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 1 Replica 2 Replica 3 

1 1 1 1.8330  1.8085  1.8136  

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 1.000 0.000 3 0.49 0.125 3 

 B16F1 Control BrdU 2.5 g. mL-1 

rER mir-138-5p   

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 1 Replica 2 Replica 3 

1 1 1 0.5508  0.3020  0.4056  

 MEDIA SD N MEDIA SD N 

 1.000 0.000 3 0.419 0.125 3 



 

 

5. Discusión  

 

Procesos celulares de migración e invasión, involucran la reorganización del 

citoesqueleto celular con el fin de favorecer los cambios en la cito-arquitectura asociados 

con la movilidad (Hideki Yamaguchi and Condeelis 2007; Bonaventure, Domingues, and 

Larue 2013). En células de melanoma de ratón B16F1, la exposición al agente 

quimioterapéutico BrdU, induce cambios en la proliferación y pigmentación celular, 

conexo con alteraciones morfológicas relacionadas con fenotipos senescentes (Gómez, 

Rieber, and Rieber 1996; Masterson and O´Dea 2007; Levkoff, Marshall  2nd, et al. 

2008). Aunque aún es desconocido el mecanismo de acción de la BrdU, el uso de este 

modelo experimental ha permitido avanzar en la identificación de variaciones en la 

expresión de mRNAs y miRNAs implicados en melanogénesis, control del ciclo celular y 

senescencia en melanoma (Price 1976; Gómez, Rieber, and Rieber 1995; Flórez and 

Gómez 2008). Sin embargo, poco se conoce sobre la posible asociación entre los 

cambios en la cito-arquitectura observados en células B16 inducidas por la exposición a 

BrdU y los cambios en la movilidad celular, así como la participación de la cinasa ROCK 

2, cuya regulación mediada por miRNAs ha sido relacionada con los procesos de 

adhesión, movilidad y tumorigénesis en otros modelos celulares (El-Sibai et al. 2008; 

Rösel et al. 2008; Kümper et al. 2016; Y. Peng et al. 2019; Orgaz et al. 2020). 

 

En el presente trabajo, se confirmó una disminución de 65.5% en la proliferación de 

células B16F1 tras la exposición durante 72 h a BrdU y se cuantificó el aumento en el 

área, diámetro, granulación y tamaño celular (Figura 1.). El aumento en la granulación  

podría deberse a un incremento en la cantidad de organelos celulares como lisosomas, 

fenómeno descrito para células senescentes, relacionado anteriormente con la 

exposición a BrdU (Epstein, Fukuyama, and Drake 1973; Garcia, Werner, and Szabo 



48 Expresión de la Cinasa ROCK 2 y de los microRNAs-138-5p y 455-3p en células 

de melanoma B16 expuestas a 5-Bromo-2´-deoxiuridina y su asociación con 

proliferación, adhesión, migración y viabilidad celular 

 
1979; Flórez and Gómez 2008) y que coincide con la disminución en la proliferación y la 

senescencia evaluada por marcadores característicos como aumento en la expresión de 

la Histona H3K9m3 y la actividad -galactosidasa asociada a senescencia (SA -gal) en 

este mismo modelo (Tesis doctoral, datos no publicados). Al estimar la razón de cambio 

entre el área celular aparente y el diámetro de células expuestas a la BrdU (1.7 veces), 

se puede sugerir que el incremento en el área dependería no solamente de un aumento 

en el tamaño, sino que probablemente podrían estar implicados cambios en la 

reorganización del cito-esqueleto y de moléculas implicadas en su regulación como la 

proteína cinasa dependiente de Rho A, ROCK 2. 

La modulación de la citoarquitectura por regulación de diversos procesos como la 

polimerización de F- actina y VIM, ha sido ampliamente descrita en células tumorales 

(Takao Kamai et al. 2003; Nakajima et al. 2003; Sadok et al. 2015); por lo tanto con el fin 

de determinar las posibles variaciones de ROCK 2, se evaluó su expresión tras la 

exposición a BrdU y las posibles alteraciones en su actividad con el uso del inhibidor 

Y27632. Se observa una disminución tanto de la proteína (Figura 2. A-C) como del 

mRNA (Figura 4.A.) de ROCK 2 en células expuestas a BrdU comparadas con las células 

control, coincidiendo con reportes anteriores donde también se encontró disminución de 

su expresión en células B16 inducidas a supresión de crecimiento por exposición a 

Genisteína (Escobar 2001). La disminución de la expresión o en la actividad de ROCK 2 

podría tener relación con las alteraciones en la proliferación celular, ya que 

recientemente se le ha involucrado en la regulación de la expresión de la ciclina D1, 

CDK2 y CDK4 a través de la vía JNK / c-Jun (Tang et al. 2018) y su deleción se ha 

relacionado con la inducción indirecta de senescencia (Kümper et al. 2016) 

 

Tras la adición de Y27632, las células de melanoma B16 previamente expuestas a BrdU 

muestran un aumento en la expresión de VIM y una redistribución a nivel perinuclear 

(Figura 2. D-F), lo que coincide con la disminución de ROCK 2 y con una mayor 

capacidad de adhesión, posiblemente por mayor disponibilidad de VIM para unirse a 

complejos de adhesiones focales (Terriac et al. 2017). En cuanto a la F-actina, Y27632 

modifica tanto la ubicación como extensión de las fibras en células previamente 

expuestas a BrdU, lo que permite sugerir que aunque la expresión ROCK 2 disminuye 
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por exposición a BrdU, ROCK 2 aún podría tener alguna participación en la estabilidad de 

F-actina, y que estas fibras distribuidas a lo largo del citoplasma contribuirían a la 

formación de estructuras adherentes con mayor estabilidad (Ridley and Hall 1992).  

 

Los cambios en la morfología y la cito-arquitectura observados, podrían estar 

relacionados con alteraciones en la movilidad celular, por lo que a continuación, se 

evaluaron los fenómenos de adhesión, contractilidad y migración en células B16F1 

expuestas a BrdU y al inhibidor de ROCK 2 Y27632. En células expuestas a la BrdU se 

observa un aumento en la capacidad de circularizarse y menor número de células 

desprendidas tras la adición de Tripsina-EDTA (Figura 3. A-F.). Estos resultados 

permiten sugerir que el desprendimiento celular no estaría dependiendo de la capacidad 

de circularizarse, sino que probablemente se encuentre más relacionado con la 

disminución en la expresión de ROCK 2, la redistribución de VIM y el aumento en la 

estabilidad de F-actina polimerizada (Figura 2) aquí reportados, u otros mecanismos que 

podrían ser inducidos por BrdU como alteraciones en las glucoproteínas de membrana 

(Manuel Rieber and Castillo 1984) o variaciones en la expresión de integrinas (Meleady 

and Clynes 2001) los cuales aumentarían la capacidad de adhesión  (Giotta, Brunson, 

and Lotan 1980; M Rieber et al. 1984, 1989). 

 

Los ensayos de movilidad muestran que la BrdU induce un aumento en la capacidad de 

cierre de herida (migración 2D) y una disminución en la capacidad de migración en 

cámaras de Boyden (migración 3D) (Figura 3. G-I.), procesos que además se observan 

alterados tras la adición de Y27632. Dado que estos dos ensayos de movilidad evalúan 

tipos diferentes de migración, los resultados permiten sugerir que la exposición a BrdU 

induce reorganización a nivel del citoesqueleto favoreciendo la migración en 2D, 

posiblemente con el uso de seudópodos e independiente de la regulación mediada por 

ROCK2 (Small et al. 1998; Nobes and Hall 1995), mientras que en células control, la 

migración serían mayor en modelos 3D, favorecida por la reorganización peri nuclear de 

la F-actina (Figura 2.A), asociado posiblemente a un movimiento de tipo amebioide con 

una participación más importante e ROCK 2 (Wyckoff et al. 2006; Sahai and Marshall 
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2003). Estos resultados sugieren que la regulación de la expresión y actividad de ROCK 

2 puede ser muy importante en la biología tumoral. 

 

Debido a evidencias previas de la regulación de la expresión de ROCK 2 mediante 

regulación postranscripcional por miRNAs (X. Liu et al. 2011; Wong et al. 2011; F. Peng 

et al. 2013; Y. Zheng et al. 2018), se evaluaron las variaciones en la expresión de los 

miRNAs 138-5p y 455-3p que poseen como blanco molecular, determinado por ensayo 

de gen reportero de Luciferasa, a Rock 2 en diferentes modelos celulares (J. Wu et al. 

2018; Z. Zhu et al. 2016; Jiang et al. 2010) y que por antecedentes del laboratorio 

obtenidos mediante Small RNAseq, al igual que otros conjunto de microRNAs con 

expresión al alta (129-5p, 30d-5p, 22-3p, 335-5p, 193b-3p y 144-3p) y a la baja (211-5p, 

128-3p y 23a-3p), presentan una expresión diferencial en células expuestas a BrdU 

comparadas con células control (tesis Doctoral, datos no publicados). Los resultados 

confirman una expresión al alta de miR-455-3p y a la baja de miR-138-5p (Figura 4. C-D), 

sugiriendo que el miR-455-3p tendría mayor efecto sobre la regulación de Rock 2, 

posiblemente por la mayor cantidad de sitios de unión predichos mediante TargetScan; 

por otro lado el miR138-5p, posee además como blanco molecular al mRNA de Vim 

(Goto et al. 1998; Sin et al. 1998), cuya variación también fue determinada (Figura 4.B.) y 

su expresión al alta podría ser consecuencia de la sub-expresión encontrada para el miR-

138-5p. Estos resultados fortalecen la hipótesis que una regulación mediada por 

microRNAs sobre Rock 2 resulta en parte por cambios de expresión al alta y a la baja de 

conjuntos de microRNAs en la que participan los miR-455-3p y miR-138-5p.  

 

En conjunto, los resultados del presente trabajo permiten sugerir que ROCK 2 participa 

en la regulación de los cambios morfológicos y proliferativos observados en células de 

melanoma B16 por la exposición a la BrdU y que en la regulación de su expresión 

estarían involucrados los miR-455-3p y miR-138-5p. Estos resultados son consistentes 

con lo reportado en la literatura sobre el papel de ROCK 2 en la progresión tumoral a 

partir de su papel coordinador de la movilidad celular (Vigil et al. 2012; Kümper et al. 

2016; Srinivasan et al. 2017) y permiten proponer que la inhibición de ROCK 2 (por 

regulación de su expresión mediada por miRNAs) podría ser considerada como una 
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terapia anticancerosa (Nakajima et al. 2003; F. Peng et al. 2013; X. Li et al. 2018; Y. 

Zheng et al. 2018). Adicionalmente, además de confirmar los cambios morfológicos 

asociados a senescencia inducida por la exposición a BrdU, se aporta evidencia 

experimental sobre variaciones en la movilidad tumoral relacionadas con estos cambios, 

las cuales apoyan la hipótesis del uso de BrdU como potencial agente terapéutico 

inductor de senescencia, que podría ser un adyuvante que mejore la actividad 

antitumoral (Masterson and O´Dea 2007). Sin embargo, aún queda por evaluar si las 

alteraciones en la movilidad asociada a la inducción de senescencia por este u otros 

mecanismos, son en efecto ventajosas en modelos in vivo, así como la participación en 

estos procesos celulares de otras moléculas que modifican su expresión por la 

exposición a la BrdU. 

 





 

 

6. Conclusiones y recomendaciones 

6.1 Conclusiones 

 

 La disminución en la expresión de ROCK2 tras la inducción de senescencia por 

exposición durante 72 h a BrdU, aumenta en células B16F1 su capacidad de 

adhesión, circularidad y extensión, disminuyendo su movilidad. 

 

 La exposición a BrdU genera una expresión diferencial de 455-3p, regulador de 

Rock2, lo cual conlleva a pensar que este podría convertirse en un target 

terapéutico en la disminución de migración en melanoma. Por consiguiente, el 

avance en el conocimiento de su comportamiento coordinado y de su regulación 

sobre otros blancos moleculares es crucial en la comprensión de la senescencia 

inducida por BrdU, que potenciaría su efecto antitumoral. 

6.2 Recomendaciones 

 

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se considera que futuros 

ensayos deberían estar encaminados en avanzar en la asociación de los cambios 

morfológicos y la movilidad producidos por la BrdU en otros modelos celulares, evaluar la 

variación exógena de los miRNAs 138-5p y 455-3p y otros relacionados con la expresión 

del mRNA de Rock2 u otras cinasas relacionadas con movilidad como el mRNA de 

Rock1 y evaluar la participación de los miRNAs 138-5p y 455-3p en la regulación de 

procesos asociados a proliferación (control del ciclo celular).  

 

 

 



 

 

A. Anexo: Diseño de primers para  
RT-qPCR stem loop del miR-455-3p 
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B. Anexo: Diseño de primers para  
RT-qPCR stem loop del miR-138-5p 
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C. Anexo: Diseño de primers para  
RT-qPCR stem loop del snRNA U6 
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