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RESUMEN 

 

 El sistema renina-angiotensina (SRA) consiste en una serie de péptidos que 

circulan por el torrente sanguíneo, señalizando a través de varios receptores de 

membrana acoplados a una proteína G. Dentro de éstos, el receptor  AT2 (AT2R) es 

uno de los más importantes dado que se encarga de apagar las señales intracelulares 

encendidas por otros receptores del SRA. Esta acción la ejecuta mediante la 

activación de proteínas fosfatasas que desfosforilan sustratos proteicos río abajo de 

estos receptores, impidiendo de esta manera su sobreactivación.  

 

Aunque el SRA se describió inicialmente como un regulador de la presión 

arterial, actualmente se sabe que también  participa en el desarrollo de diversas 

enfermedades, entre ellas el cáncer. Durante el desarrollo de esta enfermedad, 

algunos receptores del SRA promueven la adquisición del fenotipo cancerígeno, 

mientras que el AT2R antagoniza estos efectos, impidiendo su avance. Sin embargo, 

en la etapa de metástasis aún se desconocen los mecanismos moleculares por los 

cuales AT2R podría inhibir dicho proceso. 

 

Nuestros estudios previos han identificado una nueva vía promotora de la 

migración, invasión y metástasis compuesta por las proteínas caveolina-1, Rab5 y 

Rac-1 (vía CAV1/Rab5/Rac-1). Esta vía promueve metástasis en el cáncer de mama, 

colon y melanoma. Su activación ocurre cuando el primer componente de la vía, 

CAV1 es fosforilada en Y14 (p-Y14-CAV1), lo cual promueve la activación 
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secuencial de las GTPasas río abajo Rab5 y Rac-1 y que en última instancia 

promueven la migración celular. 

 

Diversas investigaciones sugieren que la fosforilación de CAV1 en Y14 

podría estar controlada por la actividad del AT2R. Considerando que el AT2R actúa 

activando fosfatasas, se postuló en esta tesis que este receptor inhibe la migración, 

invasión y metástasis dependiente de la vía CAV1/Rab5/Rac-1, promoviendo la 

desfosforilación de CAV1 en Y14 mediante la activación de alguna proteína 

fosfatasa.   

 

Todos estos antecedentes permiten formular la siguiente hipótesis de trabajo: 

“La activación del AT2R inhibe la vía de señalización CAV1/Rab5/Rac-1, 

disminuyendo la migración, invasión y potencial metastásico de células tumorales de 

melanoma murino B16F10 y de mama MDA-MB-231.  

 

Para probar esta hipótesis se utilizaron las líneas celulares de cáncer de 

melanoma B16F10 y de mama MDA-MB-231, dado que ellas si bien utilizan la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1 para migrar, difieren en la expresión del AT2R,  convirtiéndolas 

en buenos modelos para estudiar su efecto sobre esta vía transduccional. Estas 

células se estimularon con  el agonista específico del AT2R CGP42112, de origen 

sintético, para evaluar sus efectos sobre la migración, invasión y metástasis. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que: 

 

• De las células estudiadas, solo las de cáncer de melanoma expresan el AT2R.  

• La activación del AT2R con CGP42112 inhibió la migración y metástasis de 

las células de cáncer de melanoma, mientras que solo disminuyó la migración 

de células de cáncer de mama cuando se sobreexpresó el AT2R.  

• Este efecto anti-migratorio en el modelo de melanoma se atribuyó a la 

inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1 debido a que la activación del AT2R 

disminuyó los niveles de pY14-CAV1 y, consecuentemente, los niveles Rab5 

y Rac-1 activos.  

• Finalmente la disminución de los niveles de pY14-CAV1 generado por la 

estimulación del AT2R con el agonista específico se puede explicar por el 

aumento en la actividad de PTP1B, fosfatasa responsable de la 

desfosforilación de este residuo. 

Se concluye que AT2R inhibe la migración de células tumorales de melanoma 

mediante la inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. 
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SUMMARY 

 

The renin-angiotensin system (RAS) includes several peptides that circulate 

in the bloodstream and signal through G protein coupled  receptors. The AT2 

receptor (AT2R) plays a key role  for such peptides because its activation quenches 

intracellular signaling and does so by activing phosphatases. 

 

 Although the RAS was initially described as a regulator of blood pressure, 

it has recently implicated in the development of noncomunicable chronic diseases 

like cancer. While some RAS receptors promote acquisition of the transformed 

phenotype, AT2R it is thought to predominantly antagonize such effects. However, 

the molecular mechanisms of AT2R participation in meastasis have not yet been 

defined.  

 

 Studies from our research group have identified a new pathway that 

promotes migration, invasion and metastasis. This pathway involves the proteins 

Caveolin-1 (CAV1), Rab5 and Rac-1 (via CAV1/Rab5/Rac-1) and has been shown 

to promote metastasis in melanoma, breast and colon cancer cells. Activation of this 

pathway is triggered by CAV1 phosphorylation Y14 (pY14-CAV1), which then 

promotes the sequential activation of the downstream GTPases Rab5 and Rac-1 to 

promote cell migration and invasion 

 

 Some reports suggest that CAV1 phosphorylation on Y14 may be 

modulated by the activity of AT2R. Considering that AT2R works activating 
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downstream phosphatases, we evaluated whether  AT2R inhibits migration, invasion 

and metastasis by promoting dephosphorylation of CAV1 via phosphatase activation. 

 

 All these antecedents lead us to propose the following hypothesis: 

Activation of AT2R inhibits the CAV1/Rab5/Rac-1 signaling pathway, thereby 

decreasing migration, invasion and metastatic potential of murine melanoma B16F10 

and breast MDA-MB-231 cancer cells. 

 

 Here, we evaluated whether AT2R activation prevented migration, invasion 

and metastasis, by inhibiting the CAV1/Rab5 /Rac-1 pathway. B16F10 melanoma 

and MDA-MB-231 breast cancer cells were used, because this cancer cells employ 

the CAV1/ Rab5 /Rac-1 pathway to migrate, but they differ in AT2R expression. 

These cells were stimulated with a synthetic ligand for AT2R, called CGP42112, to 

evaluate the effects on migration, invasion and metastasis. 

 

The results obtained in this study showed that: 

 

• AT2R was only expressed in melanomas. 

• AT2R activation with CGP42112 inhibited migration and metastasis of melanoma 

cells, whereas migration of breast cancer cells decreased only when AT2R was 

overexpressed.  
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• AT2R mediated inhibition of migration/invasion was attributed to decreased pY14-

CAV1 levels and consequently Rab5 and Rac-1 activity. 

• Finally, decreased pY14-CAV1 levels following AT2R stimulation were attributed 

to increased PTP1B activity. 

We concluded that AT2R inhibit melanoma cell migration through CAV1/Rab5/Rac-

1 pathway inhibition.  
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INTRODUCCION 

 

Antecedentes generales del sistema renina-angiotensina (SRA)  

 

 El SRA se conoció inicialmente como el eje regulador fisiológico de la 

presión arterial. Sin embargo, actualmente sabemos que este sistema es además un 

regulador más global que controla el funcionamiento de otros importantes sistemas 

fisiológicos como son el endocrino, inmune, nervioso y reproductor, entre otros 

(Jandeleit-Dahm y col., 2005; Benigni y col., 2010; Bali & Jaggi., 2013; Wegman-

Ostrosky y col., 2013). 

 

 El SRA está integrado por enzimas, péptidos y receptores de membrana 

distribuidos en todo el organismo y en diferentes tipos celulares (Paul y col., 2006). 

Las enzimas del sistema contribuyen a generación de los péptidos, conocidos como 

angiotensinas, cuya función es actuar como ligandos de los receptores del sistema 

(McKinney y col., 2014). Algunos estímulos mecánicos como el descenso en la 

presión arterial estimulan la secreción de enzimas que  generan diversas 

angiotensinas a nivel sistémico (Figura 1). 
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Figura 1. Funcionamiento del sistema renina-angiotensina (SRA). Estímulos 

mecánicos como el descenso en la presión arterial estimulan la secreción de renina 

por el riñón. Esta enzima convierte el angiotensinógeno, secretado por el hígado, en 

angiotensina I (Ang I). Este péptido circula por la sangre y  por acción de la enzima 

convertidora de angiotensina I (ECA), presente en la superficie de las células 

endoteliales del pulmón, la transforma en angiotensina II (Ang II). Sin embargo, Ang 

I también llega a otros tejidos que expresan ECA, donde es convertida localmente en 

Ang II y, por lo tanto, aumentando sus niveles  a nivel tisular. Ang II presente  en el 

torrente sanguíneo ejerce efectos principalmente sistémicos, aumentando la presión 

arterial sistólica, gracias a que estimula la secreción de aldosterona y sus efectos 

directos a nivel de  los vasos sanguíneos.  Ang II de origen tisular promueve  efectos 

locales en sus  células blanco que expresan sus receptores, modulando su 

proliferación, hipertrofia y migración. 

 

 

La integridad de estos péptidos en la circulación sanguínea es crucial para 

generar una respuesta biológica dada  su vida media muy corta. Se estima que  Ang 

II tiene  una vida media de 16 seg (Munday  y col., 1978). Lo anterior implica que 

los efectos que generan estos péptidos a nivel sistémico mediante cambios en sus 

concentraciones plasmáticas son transitorios y de corta duración, tal como lo requiere 

el control de la presión arterial.  
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En cuanto los efectos que tienen las angiotensinas locales en los tejidos se ha 

visto que depende principalmente de la síntesis local, dada por la presencia de 

enzimas como ECA en la membrana de algunos tejidos (Campbell y col.,1991). 

 

La síntesis y acumulación de las angiotensinas en los tejidos genera una 

elevada concentración local comparado con las niveles que se alcanzan en el plasma, 

lo cual permite regular el funcionamiento de las células en aspectos como la 

proliferación y migración celular (Paul y col., 2006) (Figura 2). 

 

Figura 2. Niveles de angiotensina plasmática vs tisular. La figura muestra los 

niveles que alcanzan una serie de 4 angiotensinas en el plasma vs el tejido de un 

órgano como el riñón. En este caso, péptidos como angiotensina II (Ang II)  y 

angiotensina-(1-9) (Ang-(1.9)) aumentan considerablemente en el tejido, mientras 

que péptidos precursores como Ang I disminuyen. Esto se debe a la presencia de 

peptidasas en estos tejidos que sintetizan estos péptidos utilizando a Ang I como 

precursor, permitiendo la síntesis y acumulación de estos péptidos en el tejido 

(modificado de Campbell y col.,1991).  
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Funcionamiento de los receptores del SRA 

 

Dentro de la familia de receptores del SRA, los más estudiados son los 

receptores AT1 (AT1R), AT2 (AT2R) y el receptor Mas (MasR) (McKinney y col., 

2014). El primero  presenta una expresión ubicua en el organismo, mientras que el 

segundo se expresa principalmente durante el desarrollo embrionario, disminuyendo 

su expresión en el organismo adulto (Li y col., 2012). El MasR se expresa 

principalmente en testículo, cerebro, riñón y corazón (Kostenis y col., 2015).  Estos 

receptores pertenecen a la familia de receptores transmembrana acoplados a proteína 

G (GPCR). El papel clásico del AT2R y MasR en las células es contrarrestar los 

efectos del AT1R, regulando la actividad de las vías de señalización  encendidas por 

este último. Entre los mecanismos que utiliza el AT2R para antagonizar la actividad 

del AT1R destacan su capacidad de activar proteínas fosfatasas tales como SHP-1, 

MKP-1 y PP2A (Faria-costa y col., 2014), las cuales a su vez desactivan las vías de 

señalización ERK, PI3K/AKT, JAK/STAT y proteína kinasa C (PKC) (George y 

cols., 2010). También el AT2R puede afectar negativamente la actividad del AT1R, 

alterando su reciclamiento al heterodimerizar con este receptor (Henrion, 2012). 

Finalmente otro de los mecanismos descritos con los que el AT2R puede 

contrarrestar los efectos del AT1R es disminuyendo su expresión (Jian y col., 2012).  

 

Ang II es el principal péptido del SRA ya que actúa como ligando tanto del 

AT1R como del AT2R, pudiendo encender y apagar al SRA. Sin embargo, también 

existen otros péptidos que también pueden  hacerlo. El primero  es angiotensina-(1-9) 

(Ang-(1-9)), péptido generado principalmente desde Ang II por acción de la enzima 



11 

convertidora de angiotensina I homóloga 2 (ECA2), catepsina A (CpA) y/o 

carboxipeptidasa A (CxA)  (Ocaranza y col., 2014). Se ha descrito que su efecto 

biológico es contrarrestar los efectos de AT1R a través del AT2R, considerándose 

entonces como uno de sus ligandos endógenos (Flores-Muñoz y col., 2011). 

Angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) es otro péptido que también antagoniza los efectos 

del AT1R. Este péptido se genera desde Ang I, Ang II e incluso desde Ang-(1-9) 

(refs). Aunque se ha descrito que también se une al AT2R, su efecto biológico se ha 

descrito sólo a través de MasR (Santos y col., 2007). La Figura 3 muestra un 

esquema de todos los componentes del SRA, incluyendo la generación de las 

diferentes angiotensinas.  

 

 

 
Figura 3. Principales componentes del sistema renina angiotensina (SRA). El 

sistema está compuesto de una serie de péptidos de baja masa molecular que activan 
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a receptores específicos para provocar una respuesta celular. La vía de síntesis de 

estos péptidos comienza con el angiotensinógeno, como precursor, el cual se  procesa 

por diferentes peptidasas y generan los diferentes péptidos del sistema, incluyendo: 

angiotensina I (Ang I), angiotensina II (Ang II), angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) y 

angiotensina-(1-9) (Ang-(1-9)). Las peptidasas responsables de la hidrólisis de las 

diferentes angiotensinas son: ACE: enzima convertidora de angiotensina I; renin: 

renina; NEP: endopeptidasa neutra; POP: prolil endopeptidasa; CpA: catepsina A y 

CxA: carboxipeptidasa A (Modificado de McKinney y col., 2014). 

 

Los receptores del SRA y su implicancia en el desarrollo de cáncer  

 

Los diferentes receptores del SRA son expresados por ciertos tipos celulares y 

en estadios bien particulares del desarrollo del organismo (Grady y col., 1991; Yu y 

col., 2014) Sin embargo, su distribución y actividad puede cambiar en diferentes 

contextos, pudiendo llegar a desregular su funcionamiento al punto de  promover el 

desarrollo de algunas enfermedades crónicas, entre las cuales se encuentra el cáncer 

(Deshayes y Nahmias, 2005). 

 

El cáncer y sus características. Esta enfermedad se caracteriza por un aumento 

descontrolado en la proliferación de un grupo de células o por la desregulación de la 

muerte celular (Bertram, 2000). Además, algunas de estas células adquieren la 

capacidad de escapar del tumor inicial, invadir y colonizar otros tejidos hasta 

provocar la muerte del organismo que la padece (Hanahan y Weinberg, 2000)  

 

Aunque existen diversos tipos de cáncer, todos ellos comparten una serie de 

características que permiten su progresión. Algunas de ellas son: a) capacidad de 

generar autosuficiencia en las señales de crecimiento, b) evasión de señales 

supresoras de crecimiento, c) resistencia a la apoptosis, d) inmortalización, e) 
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inducción de angiogénesis, f) reprogramación del metabolismo energético, g) evasión 

de la respuesta inmune, h) inflamación, i) inestabilidad genómica y j) capacidad de 

generar metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000, 2011). Esta última característica es 

una de las más importantes que adquiere una célula tumoral ya que le permite invadir 

otros sitios del organismo y provocar alrededor del 90% de las muertes asociadas a la 

enfermedad (Mehlen y Puisieux, 2006). Por esa razón  las investigaciones en el área 

están enfocadas en elaborar fármacos y/o terapias dirigidas principalmente a detener 

este proceso.  

 

SRA y el desarrollo del cáncer. Los principales componentes del SRA, tales como 

receptores y peptidasas, juegan un rol importante en el cáncer. A pesar de que la 

expresión de estos componentes están restringido solo a algunos tipos celulares, se ha 

descrito su presencia en diferentes tipos de tumores (ver Tabla 1). Durante el 

desarrollo de esta enfermedad se altera la expresión de varios de estos componentes, 

permitiendo que el SRA pueda influir en el comportamiento de las células malignas.  

La Tabla 1 muestra los principales componentes de RAS que cambian su 

expresión en esta patología, entre los que se incluyen ECA y los receptores AT1 y 

AT2. Durante el desarrollo del cáncer, ECA es generalmente sobreexpresada en el 

tumor o en el tejido circundante (Mcindoe y Zealand, 2017), aumentando la 

producción local de Ang II (Tabla 1) y contribuyendo a la sobreactivación de algunos 

receptores pro-cancerígenos, como el AT1R. En cuanto a los receptores, el cambio 

más común es el aumento de la expresión del AT1R en el tejido tumoral, lo cual  

potencia el desarrollo del cáncer (Suganuma y col., 2005; Rhodes y col, 2009;  Li y 

col., 2016).  
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 Con respecto al AT2R, contrario a lo que podríamos esperar de un receptor 

sindicado como anti-cancerígeno, se ha descrito que su expresión generalmente 

aumenta durante el desarrollo de cánceres como el de melanoma y mama (Paepe y 

col., 2002; Um y Henz, 2004). Aunque también se ha observado que su expresión 

disminuye en cánceres como el de pulmón y próstata (Guimond y col., 2013; 

Goldstein y col., 2017). Es posible que la expresión de este receptor durante el 

desarrollo del cáncer sea un mecanismo de protección de la célula para tratar de 

impedir la evolución de la enfermedad. Sin embargo, aún no existen antecedentes 

que permitan confirmar esta hipótesis con certeza. Por todo lo anterior, es 

fundamental estudiar el papel de este receptor en más detalle con el fin de evaluar su 

posible potencial como blanco terapéutico del cáncer. 
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Tabla 1. Expresión de componentes del SRA en algunos cánceres 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tabla muestra los principales componentes del SRA  expresados por la mayoría de 

los cánceres. ACE: enzima convertidora de angiotensina I; ACE2: enzima 

convertidora de angiotensina tipo 2; REN: renina; (P)RR: Receptor de Pro-renina. 

(Modificado de  George y cols., 2010) 

 

 

AT2R: un  blanco terapéutico del SRA para el tratamiento del cáncer.  

 

El papel que tienen los dos principales receptores del sistema (AT1R y 

AT2R) en el cáncer es crucial para su progresión ya que modulan la adquisición de 

las principales características que permiten su desarrollo (Ager y col., 2008). En la 

mayoría de los casos estudiados, el AT1R juega un rol promotor de la enfermedad 

mientras que el AT2R tiene un papel antagónico, transformándolo en un atractivo 

blanco terapéutico. 

 

AT2R y su acción antiproliferativa. En las células tumorales, el AT1R es 

responsable de promover la proliferación en varios tipos de cáncer, mientras que el 

AT2R contrarresta este efecto (Deshayes y Nahmias, 2005). El AT1R contribuye a 

mantener señales de crecimiento de manera sostenida, aumentando la actividad de 
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moléculas claves en el proceso, tales como SRA, ERK1/2 y PKC (Greco y col., 

2003). Además, logra el mismo efecto transactivando receptores de factores de 

crecimiento como EGFR, evento observado tanto en cáncer de próstata como de 

mama (Deshayes y Nahmias, 2005). Por su parte, el AT2R contrarresta los efectos  

promovidos por  AT1R, evitando la mantención de estas señales de crecimiento 

gracias a su capacidad de inhibir la autofosforilación del EGFR (George y col., 2010), 

la activación de fosfatasas que desactivan algunas vías de señalización y también, por  

promover la actividad de ATIPs (en inglés, Angiotensin receptor type 2 interacting 

proteins), proteínas asociadas al AT2R, las cuales  actúan como supresoras de 

tumores (Xueqiang y col., 2012).  

 

AT2R y su acción pro-apoptótica. La regulación de la apoptosis es otro ejemplo del 

efecto anti-cancerígeno del AT2R (Li y col., 2009). Se ha descrito que mientras el 

AT1R aumenta la producción de moléculas anti-apoptóticas como survivina y BCL, 

(George y col., 2010), el AT2R  contribuye al efecto inverso al promover la 

apoptosis de células de cáncer de próstata, procesos en los que participan ERK y las 

caspasas 8 y 3 (Guimond y col., 2013; Li y col., 2009). También se ha observado el 

mismo efecto en líneas de cáncer de pulmón, en las cuales se sobreexpresa el AT2R 

y como consecuencia aumenta la apoptosis por activación de la caspasa-3 (Lara y 

col., 2011) (Figura 4). 
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Figura 4. SRR en la regulación de la sobrevida y apoptosis de célula tumoral. La 

señalización del SRA  regula la proliferación y sobrevida celular. La estimulación de 

la señalización del AT1R es generalmente pro-inflamatoria, pro-angiogénica, 

proliferativa y anti-apoptótica. En aspectos como la sobrevida y apoptosis de la 

célula, el AT1R activa las vías de señalización mitogénicas como MAPK o PI3K, ya 

sea directa o indirectamente (por ejemplo, a través de la transactivación mediada por 

el receptor acoplado a proteína G, del receptor del factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR) o a través de otros mecanismos que incluyen la señalización de CDC42-JNK 

y p38 MAPK. Dicha señalización finalmente lleva a la activación de los factores de 

transcripción río abajo, como el factor nuclear-κB (NF-κB) que entre otras cosas, es 

precursor de la síntesis de factores de crecimiento como citoquinas, matriz y 

proteínas anti-apoptóticas tales como BCL-XL, survivina y BCL-2. Por su parte, el 

receptor AT2R juega un rol inhibidor de la actividad de estas vías de señalización 

mediante la activación de fosfatasas que desfosforilan algunos componentes de estas 

vías, evitando por tanto, la sobrevida de la célula y promoviendo su apoptosis 

(Modificado de George y col., 2010). 

 

AT2R y su acción anti-angiogénica. En etapas más avanzadas del cáncer, el AT1R 

contribuye en la angiogénesis, aumentando la expresión de VEGF, molécula 

promotora del proceso de angiogénesis (Ager  y col., 2011). Además, este receptor se 

encuentra presente en células que participan en el proceso de angiogénesis tales 
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como los macrófagos, aumentando su infiltración en el tumor y la expresión de 

VEGF (Egami y col., 2003). El AT2R, por su parte, antagoniza este proceso al 

inhibir la fosforilación y activación de VEGFR2 y la óxido nítrico sintasa (eNOS) en 

células endoteliales, reduciendo de esta manera la migración y formación de túbulos 

durante el proceso de angiogénesis (Benndorf y col., 2003). Específicamente en el 

cáncer se ha visto que el efecto anti-angiogénico que tiene AT2R puede reducir 

incluso la metástasis del cáncer de próstata (Ager y col., 2010). 

 

AT2R y su acción anti-metastásica. Finalmente en la metástasis, AT1R favorece el 

potencial invasivo de células de melanoma al aumentar la expresión de 

metaloproteasas (MMPs) (Akhavan y col., 2011). Recientemente se ha visto que este 

receptor promueve metástasis en cáncer de mama, favoreciendo la migración e 

invasión a través de la activación de la vía PI3K/AKT/NF-kB (Zhao y col., 2014). 

También se ha observado el mismo efecto en carcinomas hepatocelulares al aumentar 

la expresión de TGF-β, un importante promotor de la migración celular (Santhekadur 

y col., 2014)  

 

Aunque en la mayoría de los casos AT2R tiene un efecto anti-cancerígeno, el 

papel del AT2R es aún  controversial en la migración celular. El único efecto anti-

metastásico descrito, indica que el AT2R efectivamente disminuye la metástasis en el 

cáncer de próstata (Ager y col., 2010).  Sin embargo, esto sólo se ha explicado como 

consecuencia del poder anti-angiogénico del receptor, sin relacionar su actividad con 

mecanismos de migración de la célula tumoral. En contextos no patológicos, el 

AT2R promueve la migración de algunos tipos celulares neuronales ( Takeuchi y col., 
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2006; Kilian y col., 2008), mientras que en otros casos, como el de  las células 

endoteliales se comporta como inhibidor de este proceso (Chassagne y col., 2002), 

dando cuenta de un rol dual, que al parecer, depende del contexto y del tipo celular. 

Lo anterior deja claro que el AT2R aún no tiene definido una función  clara en la 

migración de células tumorales y mucho menos se conoce el mecanismo que podría 

explicar su mecanismo de acción.  

 

Esta incógnita ha impulsado el estudio de mecanismos que potencian la 

metástasis con el fin de entender como  AT2R podría influir en ellos. 

 

El proceso metastásico  es regulado por Caveolina-1 

 

Metástasis de células tumorales. La metástasis es un proceso en el cual las células 

cancerígenas migran e invaden nuevos tejidos y órganos (Figura 5). Durante este 

proceso, las células primero invaden el tejido que las rodea gracias a la secreción de 

enzimas que degradan la matriz extracelular (MEC) alrededor del tumor (Friedl y 

Wolf, 2003). En forma simultánea las células migran a través de la MEC hasta 

encontrar un vaso sanguíneo, el cual atraviesan en un proceso llamado intravasación 

(Wyckoff y col., 2000). Una vez que las células tumorales han ingresado al torrente 

sanguíneo pueden viajar hasta llegar a un nuevo órgano, guiadas gracias a la 

detección de moléculas quimioatractantes (Balkwill y col, 2012). Finalmente cuando 

las células tumorales encuentran el órgano que van a colonizar atraviesan 

nuevamente la pared endotelial en el proceso que se llama extravasación (Stoletov y 
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col., 2010) para migrar, invadir y conformar un nuevo foco tumoral (tumor 

secundario) (Reymond y col., 2013).  

 

 
 

Figura 5. Modelo de metástasis. El esquema muestra las diferentes etapas de la 

metástasis. En primer lugar, las células metastásicas que se liberan del tumor 

primario comienzan el proceso de invasión de la matriz extracelular (MEC) y su 

migración a través de ésta. Cuando las células encuentran un vaso sanguíneo 

atraviesan la pared del endotelio e ingresan al torrente sanguíneo (intravasación). 

Luego viajan por el torrente sanguíneo hasta otro órgano y vuelven a atravesar la 

pared para ingresar a este (extravasación). Finalmente las células metastásicas 

vuelven a migrar e invadir la MEC hasta encontrar un nicho donde conformar el 

nuevo foco tumoral (Modificado de Sahai 2007). 

 

 

La migración celular es fundamental durante todo el proceso de metástasis ya que las 

células deben desplazarse de un lugar a otro para completarlo exitosamente. 

 

Migración celular. Para migrar la célula modifica su citoesqueleto para generar 

prolongaciones de su cuerpo conocidas como lamelipodios y filopodios (Small y 

Rottner, 2010). Estas prolongaciones son estructuras de locomoción que le permiten 

formar nuevos contactos con la MEC llamados adhesiones focales (AF). Dichos 

contactos son complejos proteicos que juegan un papel fundamental durante la 

migración ya que además de servir como punto de apoyo para retraer el cuerpo 

celular y migrar en una determinada dirección, se encargan de enviar señales 
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migratorias hacia el interior de la célula que permite modular el proceso (Beeser & 

Chernoff, 2004; Wozniak y col., 2004)) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo de migración celular. El movimiento que permite la migración 

celular puede ser dividido en cuatro estadios. En la primera etapa, la célula que está 

en contacto con la matriz extracelular (MEC) comienza a formar extensiones 

celulares (filopodia, lamelipodio). En la segunda etapa, dicha extensión forma un 

complejo focal transitorio con la MEC. En la tercera etapa se desarman los 

complejos focales preexistentes para que finalmente en la cuarta etapa la célula se 

contraiga, desplazándose en una determinada dirección de migración. Cabe destacar 

que estas etapas no necesariamente se dan en forma secuencial, ya que también 

pueden ocurrir en forma simultánea. Los pequeños círculos verdes simbolizan la 

actina polimerizada y el círculo azul, el núcleo. (Modificado de Beeser y Chernoff, 

2004). 

 

 

Una vez que las células han desplazado todo su cuerpo en cierta dirección es 

necesario que las AF se desarmen para que la célula repita el proceso y avance 

nuevamente. Para ello las proteínas que la componen son internalizadas en vesículas 

e incorporadas al tráfico endosomal, el cual las conduce a su reciclamiento o 
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degradación. Un grupo de proteínas fundamentales en la regulación del tráfico 

endosomal son las GTPasas Rab, las cuales se encargan de regular la formación, el 

tráfico y el destino las vesículas (Jordens y col., 2005). De este modo, las GTPasas 

Rab regulan el recambio de las proteínas que componen las AF, y por tanto, el 

proceso de migración celular. Algunas investigaciones muestran que alteraciones en 

la actividad de estas GTPasas Rab, tales como Rab5, pueden acelerar o disminuir la 

migración de células tumorales e incidir en la metástasis. ( Yu y col., 1999; Lanzetti 

y col., 2000, 2004; Palamidessi y col., 2008; Torres y col., 2010) 

 

Caveolina-1 durante la migración. Existen diversos estímulos migratorios que 

promueven el remodelamiento del citoesqueleto y recambio de proteínas de AF 

necesarios para la migración celular. Entre las proteínas que comandan estas 

acciones se encuentra caveolina-1 (CAV1).  

  

CAV1 es una proteína integral de membrana de 21-24 kDa, tiene un dominio 

central hidrofóbico que forma una horquilla de inserción en la membrana plasmática. 

También consta de un dominio entre los residuos 82 y 101, denominado dominio de 

andamio (CSD) (Caveolin Scaffolding-Domain), el cual permite la interacción con 

una importante cantidad de moléculas de señalización, claves para ejercer su función 

(Quest AF y col., 2004; Williams y Lisanti, 2005). Además, cuenta con una región 

palmitoilada en los residuos de cisteína 133, 143 y 156, que permite su 

oligomerización y el transporte de colesterol en las caveolas (Monier y col., 1996) 

(Figura 7). 
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Figura 7. Estructura de CAV1. A. Esquema de la caveola con CAV1. La 

amplificación de un dímero de CAV1 muestra el anclaje de esta proteína en la 

membrana. Se inserta en la membrana gracias a la presencia de su dominio de 

oligomerización, formando grupos de 14-16 monómeros de la proteína. En este 

esquema solo se muestra un dímero de CAV1 para simplificar la figura. B. Se 

muestran un monómero de CAV1 con sus diferentes dominios; secuencia de 

inserción a la membrana, residuos de palmitoilación, secuencia de oligomerización  y 

sitio de fosforilación en Tirosina-14 (Y14) (Modificada de Lobos y col., 2014).  

 

 

Esta proteína integral de membrana es mayormente conocida por cumplir con 

una función estructural como componente de las caveolas. Sin embargo, se ha visto 

que ésta juega un rol fundamental durante la metástasis de varios tipos de cánceres, 

dado que esta proteína  regula  el remodelamiento del citoesqueleto de células 

tumorales. Por ejemplo, algunos trabajos han determinado que la reexpresión de 

CAV1 en células de cáncer de pulmón promueve la formación de filopodios, 

aumentando la migración celular y el potencial metastático de estas células (Ho y 

col., 2002). En otras investigaciones se ha visto que el aumento en la expresión de 
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CAV1 genera incrementos en la extensión celular o “spreading” sobre matrices de 

colágeno, uno de los fenómenos más importantes durante las primeras etapas de la 

migración (Nethe y col., 2010). Incluso, se ha descrito que CAV1 potencia la 

invasión celular ya que promueve la degradación de la MEC, aumentando el 

potencial invasivo de la célula tumoral (Yamaguchi y col., 2009).  

 

Pero CAV1 no solo se limita a promover migración mediante el 

remodelamiento del citoesqueleto, sino que también potencia la migración 

aumentando el recambio de las proteínas de AF.  Esto lo hace gracias a su capacidad 

de influir sobre la regulación de endosomas tempranos (Schnitzer y col., 2001), 

modulando la actividad de GTPasas pequeñas (Couet y col., 1997) fundamentales 

durante la migración celular, tales como Rab5 (Quest y col., 2004; Williams y 

Lisanti, 2005).  

 

Un estudio del papel de CAV1 en la metástasis mostró que esta proteína debe 

estar fosforilada en el residuo 14, correspondiente a una tirosina (Y) para promover 

la migración y potenciar la metástasis (Joshi y col., 2008). Se ha descrito que la 

fosforilación de CAV1 permite que esta proteína se localice en el frente de avance y 

principalmente en las AF (Nethe y Hordijk, 2011). Una vez allí, la CAV1 fosforilada 

en Y14 (pY14-CAV1) interactúa con proteínas como FAK y paxilina para promover 

la formación de estructuras de locomoción, además de favorecer el desensamblaje de 

las AF, aumentando de esta manera la migración (Goetz y col., 2008). Estos 

hallazgos han incentivado a explorar aún más los mecanismos que explican como 

pY14-CAV1 potencia la metástasis.   
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La vía promotora de la migración, invasión y metástasis: CAV1/Rab5/Rac1.  

 

Algunas de nuestras investigaciones han establecido la importancia de pY14-

CAV1 en cánceres de melanoma murino y cáncer de mama (Urra y col., 2012; Díaz 

y col., 2014; Ortiz y col., 2016). Nuestros estudios recientes han permitido dilucidar 

los mecanismos que explican como pY14-CAV1 puede potenciar la metástasis en 

estos cánceres. 

 

Mecanismo de acción de la vía CAV1/Rab5/Rac1.  

 

Cuando CAV1 se fosforila en Y14 genera un aumento en los niveles activos 

de la GTPasa Rab5 ( Goetz y col., 2008; Felicetti y col., 2010;  Urra y col., 2012).  

La activación de Rab5 dada por pY14-CAV1 se debe a que la fosforilación permite 

el secuestro de p85α, la subunidad regulatoria de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) 

con actividad Rab-GAP, responsable de mantener a Rab5 en su conformación 

inactiva (Rab5-GDP). Se ha descrito que cuando Rab5 se encuentra activo (Rab5-

GTP) en el endosoma temprano, recluta a TIAM1, una proteína con actividad GEF 

(en inglés: guanine nucleotide exchange factor) responsable de promover la 

activación de la GTPasa Rac-1. De este modo, cuando Rac-1-GDP se recicla, transita 

por el endosoma temprano donde es activada por TIAM1, siendo devuelta a la 

membrana en su conformación activa (en su conformación Rac-1-GTP). Finalmente, 

cuando Rac-1 se encuentra activa en la membrana promueve migración celular a 

través del remodelamiento del citoesqueleto y la formación de estructuras de 

locomoción (Lanzetti y col., 2004; Palamidessi y col., 2008).  
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Este circuito de activación secuencial (CAV1→Rab5→Rac1) gatillado 

inicialmente por la fosforilación de CAV1, sería el responsable de promover 

migración, invasión y metástasis en el cáncer de mama, colon y melanoma (Díaz y 

col., 2014) (Figura 8).   

 

 
Figura 8. Vía de promoción de la migración celular CAV1/Rab5/Rac-1. Para 

promover la migración, caveolina-1 (CAV1) retiene a p85α, la subunidad regulatoria 

de PI3K encargada de desactivar a Rab5. Como consecuencia Rab5 permanece 

activa y en esta conformación recluta a Tiam1, proteína con actividad GEF que es 

responsable de llevar a Rac-1 de un estado inactivado (asociada a GDP) a otro 

activado (asociada a GTP). Finalmente la activación de Rac-1 genera estructuras de 

locomoción en el frente de avance de la célula promoviendo, migración, invasión y 

metástasis (modelo adaptado desde Díaz y col., 2014). 

 

 

Dada la importancia de los niveles de pY14-CAV1 para promover metástasis, 

se hace muy interesante analizar como se regula esta fosforilación.  
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PTP1B modula la fosforilación de Caveolina-1 

 

La regulación de los niveles de pY14-CAV1.  La fosforilación de CAV1 en Y14 es 

llevada a cabo por las proteínas tirosina quinasas no receptoras Src, Fyn y Abl en 

respuesta a estímulos como: insulina, radiación ultravioleta, peróxido de hidrógeno e 

hiperosmolaridad (Nuñez-Wehinger y col., 2014). Sin embargo, también existen 

fosfatasas responsables de reducir los niveles de fosforilación de este residuo.   

Figura 9. Esquema de la fosforilación y desfosforilación del residuo 14 de CAV1. 

El esquema muestra como los niveles de fosforilación de CAV1 en Y14 son 

controlados por la actividad enzimática de quinasas y proteínas fosfatasas de tirosina  

(PPTs). Quinasas como Src, Fyn y Abl son  responsables de fosforilar este residuo 

mientras que fosfatasas como PTP1B promueve su desfosforilación. 

 

 

PTP1B disminuye los niveles de pY14-Cav1.  PTP1B es una proteína tirosina 

fosfatasa conocida por regular la señalización de los receptores de insulina y leptina 
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(Shit y col.,, 2004; Koren y col., 2007). La importancia de esta proteína en promover 

enfermedades como la obesidad y diabetes está ampliamente documentada (Cho  y 

col., 2013).  Sin embargo, en el contexto del cáncer aún no se ha podido establecer 

con claridad su rol dado que se ha visto que en algunos casos promueve el desarrollo 

del cáncer, mientras que en otros lo previene. Por ejemplo, mientras algunos estudios 

han evidenciado que suprime la transformación celular inducida por los oncogenes 

Neu y v-Src, la activación de Src y la oncoproteína p210-bcr-Abl. Otras 

investigaciones han revelado que su sobreexpresión induce la metástasis en 

carcinoma de pulmón (Lessard y col., 2010) 

 

Existen reportes que indican que PTP1B desfosforila el resido Y14 de CAV1 

(Lee y col., 2006; Shin y col., 2006). Este antecedente sugiere que PTP1B podría 

tener un papel inhibitorio de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. Lo anterior es apoyado por 

resultados obtenidos por nuestro Laboratorio, en los cuales se ha mostrado mediante 

inmunoprecipitación que CAV1 forma un complejo multiproteico con PTP1B 

(Natalia Díaz, datos no publicados). 

 

AT2R y la vía CAV1/Rab5/Rac-1 

 

AT2R y su potencial efecto sobre pY14-CAV1. Como mencionamos anteriormente 

uno de los pasos cruciales para encender la vía promotora de la migración 

CAV1/Rab5/Rac-1 es la fosforilación de CAV en Y14. Algunos componentes del 

SRA podrían participar en este proceso. Un ejemplo  es el AT1R, el cual al ser 

activado con Ang II promueve la pY14-CAV1 vía c-Src como consecuencia del 
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aumento en los niveles de especies reactivas del oxígeno (ROS), un conocido 

activador de estas quinasas (Chen y col., 2012).  Este mecanismo es responsable de 

generar TEM en células epiteliales de riñón. Considerando el rol antagónico de 

AT2R, es de esperar que la activación de dicho receptor disminuya los niveles de 

fosforilación mediante la activación de alguna fosfatasa. Sin embargo, aún no hay 

trabajos que indiquen que su actividad influya sobre alguna fosfatasa que desfosforile 

a pY14-CAV1 como por ejemplo PTP1B.  

 

A pesar de lo anterior existen antecedentes que sugieren que AT2R podría 

modular la actividad de esta fosfatasa.  Uno de las clásicas acciones del AT2R es 

disminuir los niveles de ROS a través de la desactivación de NAD(P)H oxidasa 

(George y col., 2010). Este descenso en los niveles de ROS podría aumentar la 

actividad de fosfatasas sensibles a ROS. PTP1B es una fosfatasa muy sensible a los 

cambios de ROS, inactivándose cuando estas moléculas oxidan el residuo Cys 

localizado en el sitio activo de la enzima ( Mahadev  y col., 2001; Liebert y col., 

2005). Considerando lo anterior, una disminución en los niveles de ROS podría 

aumentar la actividad de PTP1B y, por tanto, disminuir los niveles de pY14-CAV1. 

Lo anterior sugiere que AT2R podría participar como un supresor de la metástasis, 

inhibiendo la actividad de la vía CAV1/Rab5/Rac-1 mediante la desfosforilación de 

CAV en Y14.  

 

La Figura 10 presenta un esquema que resume el posible mecanismo de 

acción por el cual AT2R podría inhibir la vía CAV1/Rab5/Rac-1. 
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Figura 10. Modelo del posible mecanismo de inhibición que AT2R podría 

ejercer sobre la vía CAV/Rab5/Rac-1. AT2R actúa promoviendo la 

desfosforilación de muchas proteínas mediante la activación de fosfatasas (PPTs). 

Considerando que la vía CAV1/Rab5/Rac-1 promueve la migración, invasión y 

metástasis cuando CAV1 se fosforila es probable que el AT2R pueda inhibir su 

actividad, desfosforilando CAV1 mediante la acción de una fosfatasa.  

 

 

 

En resumen los antecedentes indican que: 

 

• El funcionamiento del SRA influye en el desarrollo del cáncer.  

Particularmente, los receptores AT1 y AT2 alteran su expresión proteica y 

actividad en varios tipos de cánceres.  

• Estos receptores mantienen su clásico rol antagónico en el contexto del 

cáncer. Mientras el AT1R promueve el desarrollo de esta enfermedad, el 

AT2R antagoniza sus efectos.  
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• El  AT2R es propuesto como un blanco terapéutico para el tratamiento del 

cáncer debido a que previene procesos como la proliferación tumoral, 

angiogénesis y metástasis.  Sin embargo, en el contexto de la metástasis poco 

se sabe a cerca de los mecanismos por los cuales este receptor inhibe la 

migración de células tumorales. 

• La metástasis es potenciada por CAV1 en el melanoma y en el cáncer de 

mama mediante la actividad de la vía promotora de la migración 

CAV1/Rab5/Rac-1. Para que CAV1 pueda promover metástasis mediante 

dicha vía, ella debe estar fosforilada en Y14.  

• La fosforilación de CAV1 en Y14 es modulada por las actividades de 

proteínas quinasas y fosfatasas. Particularmente, la fosfatasa PTP1B es 

responsable de desfosforilar este residuo. Sin embargo, no se sabe si la 

actividad de esta fosfatasa podría controlar la actividad de la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1. 

• AT1R, el receptor antagónico de AT2R, promueve la fosforilación de CAV1 

en Y14. Sin embargo, se desconoce si AT2R promueve la desfosforilación de 

este residuo. Considerando que AT2R es un conocido activador de fosfatasas, 

se hipotetiza que el AT2R podría desactivar la vía CAV1/Rab5/Rac-1, 

promoviendo la desfosforilación de CAV mediante la activación de alguna 

fosfatasa como PTP1B. 
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Hipótesis de trabajo 

 

La activación del AT2R inhibe la vía de señalización CAV1/Rab5/Rac-1, 

disminuyendo la migración, invasión y potencial metastásico de células 

tumorales de melanoma murino B16F10 y de mama MDA-MB-231.  

 

Objetivo general 

 

Determinar si AT2R tiene efectos anti-metastásicos en el cáncer de 

melanoma y mama.  

 

Objetivos específicos: 

 

 Evaluar la presencia y funcionalidad de los receptores AT1 y AT2 en las 

células tumorales de melanoma B16F10 y de mama MDA-MB-231. 

 Estudiar in-vitro si la activación del AT2R inhibe la migración de células 

tumorales (B16F10 y MDA-MB-231) dependiente de la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1 y determinar el mecanismo responsable.  

 Determinar si la activación del AT2R inhibe la metástasis dependiente de 

la vía transduccional CAV1/Rab5/Rac-1en modelos animales. 
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MATERIALES Y METODOS 

 

 

 

1. Modelos celulares y cultivo celular: 

 

Se utilizaron las sublíneas obtenidas a partir de la línea celular metastásica de 

melanoma murino B16F10.  Una de las sublíneas utilizadas fueron B16F10(cav-1), 

que incorporó de manera estable el plasmido pLacIOP(Cav-1) (selección con 

puromicina 2 μg/mL) que codifica a CAV1, mientras que la transfección con el 

vector vacío generó las líneas celulares B16F10(mock) (Lobos-González y col., 

2013).  Para mantener las líneas estables, las células se seleccionaron con 750 μg/ml 

de higromicina cada 4 semanas.  Estas líneas celulares se cultivaron en medio RPMI 

con 10% suero fetal bovino (SFB), estreptomicina 10 μg/ml y penicilina 10.000 U/ml. 

Las líneas celulares anteriormente mencionadas se mantuvieron a 37°C en atmósfera 

húmeda y 5 % de CO2. También, se utilizaron las sublíneas derivadas la línea celular 

de cáncer de mama metastásico humano MDA-MB-231. Las sublíneas celulares 

utilizadas fueron MDA-MB-231(sh cav-1) y MDA-MB-231(sh ctrl). La primera 

incorporó de manera estable el plasmidio pLKO.1 (selección con puromicina 2 

μg/mL) que codifica un “small hairpin” dirigido contra CAV1 (Urra y cols., 2012) y 

la segunda incorpora un “small hairpin RNA” no relacionado. Estas líneas celulares 

se cultivaron en medio DMEM F12 (GIBCO) con 10% suero fetal bovino (SFB) y 

1% penicilina/estreptomicina (GIBCO). Para el ensayo de trasmigración endotelial se 

utilizaron las células EA.hy que corresponde a una línea celular humana derivada de 

la fusión de células HUVEC con la línea celular de carcinoma de pulmón A549 (By  

y col., 2018). 
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Las líneas celulares anteriormente mencionadas se mantuvieron a 37°C en 

atmósfera húmeda y 5% de CO2. 

 

2. Western blot 

 

Para obtener las proteínas totales, se sembraron aproximadamente 100.000 

células en placas de 10 cm en medio SBF 10%. Las células se cosecharon en 500 µL 

PBS con inhibidores de proteasas (BAL, PMSF y OVA). Luego las células se 

centrifugaron por 2 min a 20.000 x g a 4ºC. El pellet se resuspendió en 40 µL de 

buffer de lisis el cual contiene: 20 mM pH 7.4, detergente NP-40 0,1%, SDS 0,1%, 

inhibidores de proteasas al 1% (BAL, PMSF y OVA) y fosfatasas para extractos de 

proteínas totales. Luego de cuantificar mediante el método del BCA se cargaron 50 

μg de proteína en un gel de poliacrilamida/SDS al 12% o 8%, según corresponda. La 

electroforesis se llevo a cabo durante 1 h a 100 V, posteriormente las proteínas se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa por 2 h a 80 V. Las membranas se 

bloquearon en gelatina de salmón o leche 5% TBS-Tween 20%, según corresponda. 

Luego se incubaron con el primer anticuerpo y posteriormente, se incubaron en 

agitación con anticuerpo secundario anti-IgG de ratón o conejo conjugado a HRPO 

(1:5.000) por 1 h a temperatura ambiente en TBS-Tween 20. Posteriormente, se 

hicieron tres lavados con TBS-Tween, la detección se realizó mediante el sistema 

EZ-ECL (Biological Industries) y la señal se capturó por un sistema de 

quimioluminicencia modelo Discovery 12iC de Ultralum (Claremont, CA USA). Las 

bandas obtenidas en el inmunoblot se digitalizaron y analizaron densitométricamente, 

utilizando el programa ImageJ 1.34 software. 
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Para los experimentos los anticuerpos primarios se utilizaron en las diluciones 

descritas en la Tabla 2. 

 

Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados en la tesis 

Anticuerpo 

primario 

Dilución Solución de bloqueo Fabricante 

Anti-AT2R 1:1.000 Leche 7% - PBS tween 20 Santa Cruz 

Anti-AT1R  1:1.000 Leche 5% - TBS tween 20 Santa Cruz 

Caveolina-1  1:3.000 Leche 5% - PBS tween 20 BD Bioscience 

p-Caveolina-1  1:3.000 Gelatina 7% - PBS tween 20 BD Bioscience 

Anti-PTP1B  1:1.000 Leche 5% - PBS tween 20 Santa Cruz 

Rab5  1:3.000 Leche 5% - TBS tween 20 BD Bioscience 

Rac-1  1:3.000 Leche 5% - TBS tween 20 BD Bioscience 

Anti-GFP  1:2.000 Leche 5% - TBS tween 20 Abcam 

Anti-HA  1:1.000 Leche 5% - TBS tween 20 Abcam 

p-PKC 1:1.000 Leche 5% - TBS tween 20 Sigma 

PKC  1:1.000 Leche 5% - TBS tween 20 Sigma 

β-actina  1:5.000 Leche 5% - TBS tween 20 Sigma 

En la tabla se muestran los anticuerpos primarios utilizados para Western blot, la 

dilución y la composición de las soluciones de bloqueo utilizadas tanto para bloquear 

la membrana de nitrocelulosa, como para diluir al anticuerpo.  

 

 

Tabla 3: Anticuerpos secundarios utilizados en la tesis. 

Anticuerpo secundario Dilución Solución de 

lavado 

Fabricante 

Anti-Ig G conejo 1:5.000 TBS tween 20 BioRad 

Anti-Ig G ratón 1:5.000 TBS tween 20 Sigma 

En la tabla se muestran los anticuerpos secundarios utilizados para Western blot, la 

dilución utilizada y la composición de la solución de lavado.  

 

3. Ensayo de migración celular en cámara Boyden (transwell) 

 

 Se utilizaron insertos de transwell cubiertos por la cara inferior con 100 μL 

de fibronectina (2 μg/mL) e incubados a 4ºC la noche previa al experimento (Díaz 

y col., 2015). Al día siguiente, se lavaron los insertos con 500 μL de PBS para 

retirar el exceso de fibronectina y posteriormente a los pocillos de la placa de 24 

se les agregó 500 μL de medio libre de suero. Se sembraron 50.000 células 
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suspendidas en 100 μL de medio RPMI libre de suero, en la parte superior de cada 

inserto. Las células se incubaron por 4 h a 37ºC. Posteriormente, se tiñó y fijó las 

células con 500 μL de cristal violeta/metanol. Se eliminó el exceso de colorante y 

cuidadosamente se eliminó las células que quedaron en la cara superior del inserto, 

dejando sólo las que migraron hacia la cara inferior. Luego, se cuantificó el 

número de células que migraron, contando las células de 6 campos distintos y en 

un aumento de 40x. 

 

4. Ensayo de migración transendotelial TEM 

 

 Se sembraron 250.000 células EA.hy suspendidas en medio completo sobre el 

inserto de transwell y se esperó 72 h para formar la monocapa. Para probar que la 

capa se formó correctamente se utilizó uno de los Transwell con la monocapa 

formada para medir la permeabilidad endotelial usando azul dextrano. Se agregó el 

colorante en el compartimiento superior del inserto de transwell y se dejó 30 min. 

Luego de este tiempo, se extrajo la solución del compartimiento inferior para luego 

medir la absorbancia a 620 nm utilizando medio de cultivo como blanco. Se 

consideró que la monocapa era impermeable si no existen diferencias de absorbancia 

respecto del blanco. Una vez habiendo comprobado que la monocapa endotelial era 

impermeable al colorante se realizó el ensayo de TEM. Para ello las células 

B16F10(mock) y B16F10(cav-1) se lavaron e incubaron con la sonda Cell Tracker 

Green (5 μM) por 45 min en ausencia de suero. Posteriormente, se sembraron  

50.000 células B16F10 sobre la monocapa de células endoteliales. Se incubó por 24 

h y luego se cuantificó la migración transendotelial (TEM), observando las células 
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B16F10 verdes al otro lado del inserto de transwell en un microscopio de 

epifluorescencia. Se cuantificaron 7 campos por condición. 

 

5.  Silenciamiento del AT2R en células B16F10 mediante shRNA. 

 

Para silenciar el AT2R se uso el método de transfección con Lipofectamina 

2000, según las especificaciones del proveedor utilizando 2 μg del DNA plasmidial. 

Se transfectó la línea celular B16F10(cav-1) con una mezcla de 5 vectores pLKO.1 

que codifican para 5 shRNAs distintos contra el mRNA del AT2R (MISSION® 

shRNA Bacterial Glycerol Stock  SHCLNG-NM_007429) o con el vector vacío 

(Plasmidio #1864addGene). Luego de una semana de selección con puromicina 

(5μg/mL) se generaron clones de las células B16F10(cav-1/sh ctrl) y B16F10(cav-

1/sh AT2R) y se evaluó la expresión del AT2R mediante WB. 

 

6. Sobreexpresión del AT2R en células MDA-MB-231 mediante transducción 

adenoviral  

 

Se utilizó la construcción Ad-GFP-NHA-AT2R donado por el Dr. Walter G. 

Thomas (Baker Medical Research Institute, Melbourne, Australia). Este adenovirus 

es bicistrónico ya que co-expresa el  AT2R de rata (con epítope HA en extremo N-

terminal) y GFP como marcador de la transducción, dirigidos por el promotor CMV. 

Para el control de actividad biológica se utilizó el adenovirus AdGFP que conduce la 

expresión de la proteína GFP bajo el control del mismo promotor. Se sembraron 1 x 

105 en placas de cultivo, privadas de suero y transducidas con los adenovirus por 48 
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h a una multiplicidad de infección (MOI) de 25.000 para AdGFP y de 500.000 para 

AdAT2R.  

 

7. Determinación del número de  células transducidas por citometría de flujo.  

 

Para determinar el porcentaje de células transducidas exitosamente se evaluó 

el porcentaje de células GFP positivas mediante citometría de flujo. Para ello las  

células previamente transducidas por 48 h  en placas de 6 pocillos se tripsinizaron y 

contaron. Posteriormente se resuspendieron 50.000 células en 300 μL de tampón 

fosfato salino (PBS) suplementado con 2% suero fetal bovino. El análisis se realizó 

mediante citometría de flujo en un FACS Canto (Beckton Dickinson). El porcentaje 

de células GFP positivas fue determinado tomando como referencia células sin 

transducir.  

 

8. Ensayo de pull down para Rab 5 y Rac-1 

 

 Para detectar la forma activa de las proteínas Rab 5 y Rac-1 se realizó el 

ensayo de pull down con las proteínas de fusión GST-R5BD y GST-PBD 

respectivamente, como se describió previamente (Díaz y col., 2014). Brevemente, las 

células se homogenizaron en una solución isotónica compuesta por HEPES 25 mM 

(pH7.4), NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, NP-40 1%, glicerol 10%, DTT 1 mM y una 

mezcla de inhibidores de proteasas (benzamidina 100 μg/mL, antipaina 10 μg/mL, 

leupeptina 12,5 μg/mL). Los extractos se incubaron por 5 min en hielo y 

centrifugados a 10,000 x g durante 1 min a 4ºC. Los sobrenadantes post-nucleares se 
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usaron para ensayos de precipitación por afinidad utilizando 30 μg de perlas de 

Glutathion-Sepharosa precubiertos con GST-R5BD o GST-PBD por condición. Las 

perlas se incubaron con los sobrenadantes por 15 min a 4ºC en un agitador rotatorio. 

Posteriormente, las perlas se recolectaron, lavaron con tampón compuesto por NP-40 

al 0,01%, centrifugados a 10,000 x g durante 1 min a 4ºC. Las perlas se solubilizaron 

en buffer de carga, hervidas durante 5 min a 100ºC y separadas mediante SDS-PAGE. 

La electroforesis se llevó a cabo durante 1 h a 100 V. Finalmente, se realizó un 

Western blot convencional utilizando los anticuerpos específicos para detectar la 

presencia de Rab 5 y Rac-1.  

 

9. Ensayo de FRET  

 

Se sembraron aproximadamente 300.000 células en placas de 60 mm. Las células 

se transfectaron con el plásmido biosensor Raichu-Rac1 (2,5 μg) donado por el 

Dr. Alfredo Cáceres de la Universidad Nacional de Córdoba. Este plásmido 

codifica para una proteína de fusión que contiene a la proteína Rac-1 y a su efector 

PAK, ambos con fluoroforos acoplados CFP y YFP. Esto permite que la molécula 

emita en una determinada longitud de onda cuando Rac-1 se encuentra en su 

conformación activa (535 nm) y otra longitud de onda cuando se encuentra 

inactiva (480 nm). 24 h luego de la transfección se realizaron múltiples heridas 

en la monocapa como estimulo migratorio. Para ello se utilizó un peine metálico 

con un ancho de la punta de 0.35-0.40 mm y una distancia entre puntas de 0.6-0.7 

mm para cubrir una superficie mayor al 50% de la superficie total. Las células se 

lavaron con tampón fosfato salino (PBS). Luego del lavado se agregó medio con 
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3% de SFB para estimular la migración y se midió la fluorescencia a 535 y 480 

nm de una célula única utilizando un microscopio  Leica Macro zoom como se 

describe en (Kardash  y Cols., 2011). Transcurrido 1 min de medición se agregó 

CGP42112 (1 μM) y se siguió midiendo la fluorescencia hasta completar 30 min. 

Finalmente los datos se procesaron mediante el software Image J para obtener un 

mapa de calor de las zonas en donde Rac-1 se encuentra activo en la célula.   

 

10. Inmunoprecipitación de PTP1B 

 

Las células se recolectaron con PBS suplementado con inhibidores de 

proteasas y fosfatasas (PMSF 1 mM, Na3VO4 1 mM, NaF 10 mM, benzamida 100 

μg/mL, antipain 10 μg/mL y leupeptina 12,5 μg/mL) en hielo. Posteriormente, ellas 

se lisaron por 15 min con Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, NP40 1% y el coctel 

de inhibidores descritos anteriormente. El homogenizado se centrifugó a 16.000 x g 

por 2 min y se determinó la concentración de proteínas mediante el método del BCA 

en el sobrenadante. Se inmunoprecipitaron 2 mg de proteínas con 2,5 μg de 

anticuerpo primario (anti-PTP1B policlonal) por 3 h a 4ºC con rotación. Luego se 

agregaron 25 μl de una mezcla 1:1 de proteína A/G agarosa, durante 12 h con 

rotación a 4°C. A continuación la suspensión se centrifugó a 1500 x g durante 5 min 

y el precipitado se resuspendió en 70 μL tampón de carga para su posterior análisis 

por Western blot junto al extracto proteico total “input”. 
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11. Medición de la actividad  de PTP1B 

 

Se precipitó PTP1B tal como se describió anteriormente y el precipitado se 

resuspendió en 50 μL tampón acetato pH 5,6. Luego se agregó 5,5 μL de p-nitrofenil 

fosfato como sustrato, la mezcla se incubó a 37°C y se midió la absorbancia (415 

nm) a diferentes tiempos mediante un espectrofotómetro.  

 

12. Ensayo de metástasis en ratones C57BL/6 

 

 Estos experimentos se realizaron como se describió previamente (Lobos y 

col., 2013). Los ratones C57BL/6 de 8-12 semanas de edad se sub-dividieron en 

cuatro grupos, los cuales recibieron una inyección i.v. por la vena lateral de la cola 

de 200.000 células B16F10(mock), B16F10(cav-1), B16F10(cav-1/sh ctrl.) y 

B16F10-(cav-1/sh AT2R). Una vez que los animales llegaron al día 21 post 

inyección se sacrificaron, para posteriormente extraer el pulmón, el cual se fijó en 

la solución de Feketes (Ausubel y col., 1996). Una vez fijado el pulmón, se pesó el 

tejido completo, luego se separó y pesó la masa tumoral (negra) y se registraron 

las diferencias. En forma paralela se evaluó la metástasis en otros órganos. Se 

muestran resultados del pulmón, lugar principal de la metástasis. 

 

13. Análisis estadístico 

 

Los experimentos se repitieron al menos 3 veces por separado. Los datos se 
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presentan como promedio ± S.E.M. La significancia estadística se analizó con el test 

no-paramétrico de Kruskal-Wallis para múltiples comparaciones entre distintos 

grupos, con un post test de Dunn y con el test no-paramétrico de Mann-Whitney para 

comparación entre dos grupos. Para el análisis de los datos, un valor de p ≤ 0.05 se 

consideró significativo. 
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RESULTADOS 

 

OBJETIVO 1: Evaluar la presencia y funcionalidad de los receptores AT1 y 

AT2 en las células tumorales de melanoma B16F10 y de mama MDA-MB-231. 

 

AT2R se expresa  en las células B16F10, pero no en  las células MDA-MB-231 

Para evaluar el papel del AT2R en la vía transduccional CAV1/Rab5/Rac-1 se 

seleccionaron líneas celulares de cáncer que generan metástasis mediante esta vía. 

Trabajos previos a esta investigación  determinaron que las células de cáncer de 

mama MDA-MB-231 y las células de melanoma murino B16F10 generan metástasis 

de manera dependiente de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. Las células MDA-MB-231 y 

B16F10 expresan altos y bajos niveles de CAV1, respectivamente. En dichos 

trabajos se determinó que las mutantes que sobre-expresan CAV1 en el caso de 

B16F10 (B16F10(cav-1)) aumentaron su migración y metástasis en comparación a 

las células B16F10(mock) mediante la vía CAV1/Rab5/Rac-1, mientras que los 

mutantes en que se silenció la expresión de CAV1, como es el caso de las MDA-

MB-231 (MDA-MB-231(sh cav-1), ocurrió todo lo contrario ( Urra y col., 2012; 

Díaz y col., 2014). Aunque la literatura sugiere que el AT2R podría ser un potencial 

blanco terapéutico en este tipo de cáncer (Guimond y col., 2013; Namsolleck y col., 

2014) aún no existen antecedentes que determinen su expresión en estas dos líneas 

celulares. Por esta razón  se determinaron los niveles de expresión del AT2R en las 

líneas celulares B16F10(cav-1),  B16F10(mock), MDA-MB-231(sh cav-1) y MDA-

MB-231(sh ctrl) mediante análisis por Western blot.  
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Los resultados muestran que las células tumorales de cáncer de melanoma 

B16F10(mock) y B16F10(cav-1) expresan niveles similares del AT2R (Figura 11A). 

Su expresión es independiente de CAV1 ya que los niveles proteicos son similares en 

ambos tipos celulares B16F10(mock) y B16F10(cav-1). En cuanto a las MDA-MB-

231, no se detectó expresión del AT2R.  

 

 

Figura 11. Expresión del AT2R y del AT1R en células tumorales. Los extractos 

proteicos de las células B16F10 y de las MDA-MB-231 se separaron mediante SDS-

PAGE al 12% y se analizaron mediante Western blot (WB) con el anticuerpo anti-

AT1R, anti-AT2R, anti-CAV1, y anti-Actina. (A) WB representativo de tres 

experimentos independientes donde se evaluaron los niveles proteicos del AT2R de 

B16F10(mock) (1,0±0,04), B16F10(cav-1) (0,96±0,22), MDA-MB-231(sh ctrl) 

(0,03±0,01) y MDA-MB-231(sh cav-1) (0,01±0,01). Los datos se expresan como el 

promedio del análisis densitométrico de los niveles proteicos del AT2R respecto a 

actina, normalizado con respecto a los niveles de B16F10(mock). (B) WB 

representativo de tres experimentos independientes donde se evaluaron los niveles 

proteicos del AT1R de B16F10(mock) (1,00±0,22), B16F10(cav-1) (1,08±0,26), 

MDA-MB-231(sh ctrl) (0,72±0,08) y MDA-MB-231(sh cav-1) (0,75±0,22). Los 

valores corresponden al promedio del análisis densitométrico de los niveles proteicos 

del AT2R respecto de actina, normalizado con respecto a los niveles de 

B16F10(mock). Todas las comparaciones estadísticas se realizaron con respecto a las 

células B16F10(mock) y las diferencias estadísticas se indican como *p<0,05.  
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Como la principal función  del AT2R es antagonizar los efectos de AT1R en 

la célula, también se evaluaron los niveles de este último receptor. Los resultados 

muestran que la expresión es similar en los todos los tipos celulares evaluados 

(Figura 11B).  La presencia del AT1R permitió determinar la funcionalidad de 

AT2R, evaluando la capacidad de AT2R de antagonizar los efectos de AT1R 

mediante la desfosforilación de moléculas que son clásicamente fosforiladas por el 

AT1R, como por ejemplo la proteína kinasa C α (PKCα). Para este fin, las células se 

estimularon con Ang II, un agonista de ambos receptores, que induce fosforilación de 

PKCα (p-PKCα) a través del AT1R y desfosforilación de la misma molécula a través 

del AT2R (Figura 12A). Las células se incubaron, con Ang II (1 μM) por 15 min en 

presencia o ausencia del antagonista de AT2R PD123319 (1 μM) y también con el 

antagonista solo. Los resultados muestran que la incubación de las células con Ang II 

aumentó los niveles de p-PKCα en las células B16F10(cav-1), mientras que 

disminuyó los niveles en el caso de las B16F10(mock). Sin embargo, independiente 

de los cambios que induce Ang II, la inhibición del AT2R con PD123319 siempre 

aumentó los niveles de fosforilación de PKCα en ambos tipos celulares. Sin embargo, 

estos cambios solo resultaron ser significativos al comparar con el inhibidor. Este 

resultado si bien sugiere que AT2R es el responsable de mantener bajos los niveles 

de p-PKCα no  permite comprobar  la funcionalidad de este receptor en las células 

B16F10 (Figura 12B).   
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Figura 12. Actividad del AT2R en B16F10. Para evaluar la actividad del AT2R, las 

células se pre-incubaron con Ang II (1 μM) y PD 123319 (10 μM) por 15 min, luego 

se extrajeron las proteínas de ambos tipos celulares para ser separados mediante 

SDS-PAGE al 8% y analizados mediante WB usando los anticuerpos anti-p-PKCα, 

anti-PKCα y anti-Actina. (A) Esquema del  cambio de los niveles de fosforilación de 

PKCα cuando los receptores AT2 y AT1 son activados o inhibidos. El recuadro 

superior muestra que en presencia de Ang II, AT1R promueve la fosforilación PKCα  

mientras que simultáneamente AT2R promueve su desfosforilación. El recuadro 

inferior muestra lo que sucede cuando además de Ang II se agrega un inhibidor del 

AT2R. La inhibición del AT2R  aumenta los niveles de fosforilación como 

consecuencia del bloqueo en la actividad del receptor. (B) Análisis densitométrico de 

los niveles de fosforilación de PKCα luego de la exposición por 15 min con Ang II 

y/o PD123319. El gráfico corresponde al promedio de los niveles de la fosforilación 

de PKCα  de 3 experimentos independientes expresado como unidades relativas 

(U.R.). Los resultados se analizaron estadísticamente con el test no paramétrico 

Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas están indicadas 

como * p<0.05 . 
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OBJETIVO 2: Probar in-vitro si la activación del AT2R inhibe la migración de 

células tumorales (B16-F10 y MDA-MB-231) dependiente de la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1 y determinar el mecanismo responsable.  

 

La activación del AT2R ejerce un rol anti-migratorio en las células tumorales 

que lo expresan.  

 

Para evaluar el efecto que tiene AT2R sobre la migración celular fue 

necesario activarlo. Como Ang II, su ligando endógeno, es también ligando para 

otros receptores tales como AT1R, se usó el ligando específico CGP42112 para 

AT2R. Se evaluó si la activación del AT2R disminuye el potencial migratorio de las 

células tumorales mediante el ensayo de transmigración en cámara Boyden 

(Transwell). Este ensayo consiste en sembrar células tumorales en el pocillo superior, 

en medio sin suero, para que éstas migren hacia el pocillo inferior, atravesando un 

filtro poroso, en respuesta a un estímulo migratorio, que en este caso es el medio de 

cultivo con suero. Transcurrido un tiempo, las células se fijan y se tiñen para 

finalmente cuantificar el número de células que  migraron desde el pocillo superior al 

inferior (Figura 13). Usando esta técnica se determinó si la preincubación de estas 

células con el ligando CGP42112 disminuye la migración celular. Para determinar la 

concentración efectiva a la que CGP42112 disminuyó la migración se probaron 

diferentes concentraciones  entre 0,1 nM hasta 1μM.  

 



48 

 
Figura 13. Esquema del ensayo de transmigración en placa Transwell. A. En 

primer lugar, las células se preincuban con CGP42112. B. Transcurrido el tiempo de 

incubación (30 min), las células son lavadas, tripsinizadas y contadas. C. Se 

siembran 200.000 células en el Transwell (pocillo superior) resuspendidas en 200 ul 

de medio sin suero y se incuban por 2 h a 37ºC. El fondo del Transwell es una 

membrana porosa, la cual puede ser atravesada por las células desde el interior del 

Transwell (cara interna de la membrana) hacia el pocillo inferior (cara externa de la 

membrana) en respuesta a un estimulo migratorio que proviene desde ahí. D. Una 

vez que las células atravesaron la membrana, se adhieren a la cara externa de la 

membrana gracias a que esta cara fue incubada previamente  con fibronectina, una 

proteína que permite que la célula se adhiera y se extienda. Las células que aún 

permanecen dentro del Transwell son removidas e eliminadas. E. Finalmente, las 

células que se encuentran adheridas en la cara externa de la membrana son teñidas, 

fijadas con Cristal Violeta y contadas con ayuda de un microscopio invertido. 

 

La Figura 14A muestra una fotografía representativa de la cara inferior del 

Transwell. En las condiciones control (en ausencia de ligando), las B16F10(cav-1) 

migraron más que B16F10(mock) debido a que tienen más activa la vía migratoria 

CAV1/Rab5/Rac-1. Sin embargo, cuando se preincubó por  30 min con CGP42112 a 

diferentes concentraciones del ligando, disminuyó la migración de las células 

B16F10(cav-1) solamente en forma significativa cuando se usó una concentración 1 
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μM. Interesantemente, la migración disminuyó a niveles similares a los que muestran 

las células B16F10(mock), lo que sugiere una inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1 

(Figura 14B). 

 
Figura 14. Migración de células B16-F10 pre-incubadas con agonista  del AT2R 

CGP42112. Para el ensayo de transmigración en Transwell, las células se 

preincubaron por 30 min a diferentes concentraciones con CGP42112 y luego se 

tripsinizaron y contaron. Posteriormente se sembraron 200.000 células en la cámara 

superior del Transwell en RPMI sin suero, mientras la cámara inferior contenía 

RPMI con suero fetal bovino al 10% como estímulo migratorio. Las células se 

incubaron a 37°C, 5% CO2 por 2 h, posteriormente se fijaron con cristal violeta 

durante una noche y se eliminaron las células de la cámara superior del pocillo 

(células que no migraron). Finalmente mediante un microscopio se fotografió el 

fondo del pocillo superior y se contabilizaron las células que lo atravesaron. En A se 

muestra una fotografía 40X representativa del ensayo transmigración en Transwell 

del fondo de la cámara superior del pocillo en la cual se muestran las células que 

migraron luego del estímulo. En B se muestra  gráfico con la cuantificación del 

promedio del número de células que migraron en 3 experimentos independientes 

expresado como unidades relativas (U.R.). Las comparación estadística de todas las 

condiciones fue hecha con respecto a las células B16F10(cav-1) en ausencia de 

estímulo y sus diferencias están indicadas como *(p<0,05).  

 

Durante la metástasis, las células tumorales además de migrar e invadir la 

matriz extracelular deben superar obstáculos para llegar a su destino, siendo uno de 

éstos la pared endotelial de los vasos sanguíneos. Para que las células tumorales 

logren llegar a otro sitio del organismo deben atravesar la pared endotelial para entrar 

en el torrente sanguíneo (intravasación) y luego para salir de este medio 

(extravasación) ( Wyckoff y col., 2000; Stoletov y col., 2010). Este proceso además 
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de la migración le exige a las células tumorales una interacción con las células 

endoteliales que les permita el libre acceso al torrente sanguíneo.  

 

Resultados de nuestro Laboratorio (no publicados) muestran que la vía 

CAV/Rab5/Rac-1 potencia la migración incluso cuando las células deben atravesar la 

pared endotelial. Considerando la importancia de esta etapa en la metástasis, se 

estudió  si los efectos del AT2R sobre la migración podrían mantenerse mientras las 

células deben atravesar la pared endotelial.   

 

Para responder esta interrogante, se realizó el ensayo de trasmigración 

endotelial (TEM), el cual consiste en sembrar células tumorales en la cámara 

superior en medio de cultivo, incubar por 24 h y cuantificar las células que atraviesan 

un filtro poroso que se encuentra cubierto por una monocapa de células endoteliales 

humanas Ea.hy. A diferencia del ensayo anterior, en este caso las células que 

atraviesan la membrana no solo debieron migrar por más tiempo sino también 

atravesar la monocapa de células endoteliales, invadir su matriz y establecerse en la 

cara externa de la membrana (Figura 15).  
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Figura 15. Esquema del ensayo de trasmigración endotelial (TEM). A. Las 

células endoteliales (EA.hy) se tripnizan, se cuentan y se siembran sobre el pocillo 

superior. B. Luego de 72 h de incubación, estas células proliferan hasta formar una 

monocapa sobre la membrana porosa. C. Por su parte las células B16F10 son 

preincubadas por 30 min, marcadas con “Cell Tracker Green”, tripsinizadas y 

contadas para ser sembradas sobre la monocapa de células EA.hy previamente 

formada. D. Durante las 24 h de incubación, las células migratorias que  atraviesan la 

monocapa de células EA.hy y la membrana porosa en respuesta al estimulo 

migratorio se adhieren a la cara externa de la membrana. Finalmente estas células 

son fijadas y contadas con ayuda de un microscopio invertido.  

 

La Figura 16A muestra una fotografía representativa de la cara externa de la 

membrana del TEM. Los resultados muestran un resultado similar al  obtenido con el 

ensayo anterior. Se observa una diferencia significativa entre las condiciones 

controles, en que las células B16F10(cav-1) migran más que B16F10(mock). Sin 

embargo, esta diferencia desaparece cuando se preincubó por  30 min con CGP42112 

(1 μM), tal como ocurrió en el ensayo anterior Figura 16B. El resultado corroboró el 

efecto anti-migratorio del AT2R sobre células que expresan CAV1, sugiriendo 
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nuevamente que el efecto de AT2R podría ser sobre la vía CAV1/Rab5/Rac-1. 

Además, sugiere que una pre-incubación de 30 min con CGP42112 es suficiente para 

influir en procesos migratorios más complejos, como en la metástasis.  

 
Figura 16. Migración transendotelial de células B16F10 pre-incubadas con el 

agonista  del AT2R. Para el ensayo de migración transendotelial (TEM), las células 

se preincubaron con CGP42112 (1 μM)  por 30 min y luego se marcaron con Cell 

Tracker Green, se tripsinizaron y contaron. Posteriormente se sembraron 50.000 

células en el pocillo TEM, el cual tiene previamente formada la monocapa de células 

endoteliales (EA.hy) en RPMI sin suero, mientras la cámara inferior contiene RPMI 

con suero fetal bovino al 10% como estímulo migratorio. Se incubaron a 37°C, 5% 

CO2 por 24 h y luego se fijaron y marcaron con DAPI. Mediante un microscopio se 

fotografió la cara externa de la membrana y se contabilizaron las células que 

atravesaron la monocapa. En A se muestra una fotografía representativa a 20x del 

ensayo de TEM de la cara externa de la membrana en la cual se muestran las células 

que migraron (en verde) luego del estímulo. En B se muestra el gráfico con la 

cuantificación del promedio del número de células que migraron en 3 experimentos 

independientes expresados como unidades relativas (U.R.) La comparación 

estadística de todas las condiciones se realizó con respecto a las células B16F10(cav-

1) en ausencia de estímulo y sus diferencias están indicadas como **p<0,01 o 

*p<0,05.  

 

Por otra parte, también se evaluó el efecto anti-migratorio del AT2R en las 

MDA-MB-231. Los altos niveles de CAV1 presentes en estas células de manera 

endógena hace que presenten un potenciamiento de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. El 

silenciamiento de CAV1 en estas células disminuye considerablemente sus niveles 

de migración, tal como podemos apreciar en la Figura 17 A y B. En este caso, a 

diferencia de lo que ocurría con las B16F10, las células estimuladas con CGP42112, 
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no modificaron su migración, lo cual puede ser explicado por la ausencia del AT2R 

en estas células, lo que se constató en el objetivo anterior mediante WB (Figura 

11A).  

 
Figura 17. Migración de células MDA-MB-231 pre-incubadas con el agonista  

del AT2R. Las células se pre-incubaron por 30 min con ligando del AT2R, luego se 

tripsinizaron y contaron. Posteriormente se sembraron 150.000 células en la cámara 

superior del Transwell en DMEM F12 sin suero, mientras en la cámara inferior se 

adicionó DMEM F12 con suero fetal bovino al 10% como estímulo migratorio. Se 

incubaron a 37°C, 5% CO2 por 2 h, posteriormente se fijaron con cristal violeta 

durante una noche y se lavaron para eliminar las células de la cámara superior del 

pocillo (células que no migraron). Finalmente mediante un microscopio se fotografió 

el fondo del pocillo superior y se contabilizaron las células que la atravesaron la 

membrana. En A se muestra una fotografía representativa tomada a un aumento de 

40x de la cara externa de la membrana del Transwell en la cual se aprecian las 

células que migraron luego de la pre-incubación con CGP42112 (1 μM) y el vehiculo 

(agua). En B se muestra el gráfico del promedio del número de células que migraron 

en 3 experimentos independientes luego de una pre-incubación de 30 min con 

CGP42112 (1 μM) expresados como unidades relativas (U.R.). La comparación 

estadística fue hecha entre  las células MDA-MB-231(sh ctrl) vs MDA-MB-231(sh 

cav-1) con o sin estímulo de manera independiente y sus diferencias están indicadas  

como ***p<0,001; **p<0,01 y *p<0,05.  

 

 

El efecto anti-migratorio observado con CGP42112 sugiere que la activación 

del AT2R tiene un efecto anti-migratorio en estas líneas celulares. Dada la gran 

similitud que existe entre este receptor y otros componentes del SRA fue necesario 

asegurarnos de que el efecto anti-migratorio de CGP42112 era debido a la activación 

del AT2R y no mediante otro receptor. Para ello se silenció el AT2R en las células 



54 

que expresaban el receptor (B16F10) y se sobreexpresó el AT2R en las células que 

no lo expresaron endógenamente (MDA-MB-231). Luego se evaluó como varía el 

potencial migratorio de estas células en presencia o ausencia del ligando CGP42112. 

 

El silenciamiento del receptor se llevó a cabo solo en las células B16F10(cav-

1) ya que eran las únicas en las que el receptor ha mostrado tener un efecto anti-

migratorio. Estas células se transfectaron con una mezcla de 5 plásmidos que 

codifican un shRNA contra el RNA mensajero del AT2R (shAT2R) o 

alternativamente con el plásmido scramble (sh ctrl). Luego mediante selección clonal 

se obtuvieron mutantes con diferentes niveles de expresión del AT2R. Este 

tratamiento básicamente consistió en que luego de transfectar las células con la 

mezcla de shRNA contra AT2R o el sh ctrl se realizó una selección con antibióticos 

por 2 semanas para quedarse solamente con las células que hayan incorporado el 

plásmido. Luego, las células son sembradas de manera muy diluida, con el fin de de 

tener células únicas aisladas en la placa (Clon), que luego de ser amplificadas por 2 

semanas dan origen a la línea celular B16F10(cav-1/sh AT2R) o B16F10(cav-1/sh 

ctrl). 

El silenciamiento del AT2R en las células B16F10 solo fue exitoso mediante 

el tratamiento de selección clonal. La Figura 18A muestra la caracterización 

mediante un ensayo de WB de los clones B16F10(cav-1/sh AT2R) y solo de un clon 

B16F10(cav-1/sh ctrl). Aunque no se puede establecer diferencias estadísticas debido 

a que solo se trata de un único experimento, se puede observar que los clones 

B16F10(cav-1/sh AT2R) que diminuyen los niveles de AT2R, al menos de manera 

parcial, son los clones 2 y 5. Por esta razón elegimos estos dos clones para evaluar la 
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presencia de AT2R con un número suficiente de ensayos que permitan hacer 

comparaciones estadísticas entre ellos. La Figura 18B  compara los niveles proteicos 

del AT2R de las células B16F10(cav-1/sh AT2R) (clones 2 y 5), con las células 

B16F10(cav-1) y B16F10(cav-1/sh ctrl) mediante tres ensayos independientes. Los 

resultados muestran que tanto las células B16F10(cav-1/sh ctrl) como las 

B16F10(cav-1/sh AT2R), disminuyeron los niveles proteicos de AT2R. Esto ocurrió 

probablemente por que el sh ctrl afectó la expresión de AT2R o bien como 

consecuencia del proceso de  selección clonal. Sin embargo, gracias a este 

procedimiento se logró un silenciamiento parcial del AT2R en el caso del clon 5, el 

cual se utilizó para todos los ensayos posteriores. A pesar de lo anterior, el análisis 

estadístico indica que existen diferencias significativas de expresión del AT2R entre 

el clon 5 y las células B16F10(cav-1/sh ctrl), sugiriendo que aun podrían ser un 

modelo útil para estudiar el efecto de AT2R sobre la migración. 
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Figura 18. Efecto del silenciamiento del AT2R sobre la migración de células 

B16F10(cav-1). Para silenciar el AT2R en las células B16F10(cav-1) se sembraron 

5x 105 células y luego se transfectaron con una mezcla de 5 vectores pLKO.1 que 

codifican para 5 shRNA distintos contra el mRNA del AT2R o con el vector vacío. 

Luego de una semana de selección con puromicina (5 μg/ml) se generaron clones de 

las células B16F10(cav-1/sh ctrl) y B16F10(cav-1/sh AT2R) y se evaluó la expresión 

del AT2R mediante WB. En la figura A se muestra un WB correspondiente a un 

único ensayo en donde se evaluó la expresión de AT2R en alguno de los clones 

obtenidos y de las células B16F10(cav-1). En la figura B se muestra un WB con la 

expresión de AT2R y Actina en células B16F10(cav-1) (0,96±0,16), B16F10(cav-

1/sh ctrl) (0,57±0,08) , B16F10(cav-1/sh AT2R) clon 2 (C2) (0,37±0,05) y 

B16F10(cav-1/sh AT2R) clon 5 (C5) (0,17±0,02). Los valores  corresponden al 

promedio del análisis densitométrico de los niveles proteicos del AT2R respecto a 

actina y normalizados respecto a los niveles de B16F10(cav-1) (*p<0,05 vs control, 

n=3). Para el ensayo de transmigración en Transwell, las células se preincubaron por 

30 min con CGP42112 (1 μM) o el vehiculo (agua) y luego se tripsinizaron y 

contaron. Posteriormente se sembraron 200.000 células en la cámara superior del 

Transwell en RPMI sin suero, mientras la cámara inferior contenía RPMI con suero 

fetal bovino al 10% como estímulo migratorio. Se incubaron a 37°C, 5% CO2 por 2 

h, posteriormente se fijaron con cristal violeta durante una noche y se eliminaron las 

células de la cámara superior del pocillo. Finalmente mediante un microscopio se 

fotografió el fondo del pocillo superior y se contabilizaron las células que lo 

atravesaron. En C se muestra una fotografía representativa tomada a un aumento de 

40X del fondo de la cara exterior de la membrana del Transwell en la cual se 

aprecian las células que migraron luego de la pre-incubación con CGP42112 (1 μM) 

y el vehículo. La figura D muestra un gráfico con el promedio de 3 experimentos 
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independientes del número de células B16F10(cav-1/sh AT2R) (clon5) y 

B16F10(cav-1/sh ctrl) que migraron luego de la pre-incubación con CGP42112 (1 

μM) o el vehiculo. Los datos se expresaron como unidades relativas (U.R.) La 

comparación estadística de todas las condiciones fue hecha con respecto a las células 

B16F10(cav-1/ sh ctrl) y sus diferencias están indicadas como ***(p<0,001); 

**(p<0,01) y *(p<0,05).  

 

La Figura 18C muestra las fotografías representativas del ensayo de 

migración en donde las células B16F10(cav-1/sh ctrl) y B16F10(cav-1/sh AT2R) se 

pre-incubaron por 30 min con CGP42112, mientras que en la Figura 18D se observa 

la cuantificación de dicho ensayo. Los resultados indican que solo aquellas células 

que aun conservan el receptor (B16F10(cav-1/sh ctrl)) disminuyeron su migración, 

mientras que aquellas que ya no lo expresaban B16F10(cav-1/sh AT2R) no 

disminuyeron  su migración en repuesta al estímulo con CGP42112. 

Interesantemente, los resultados mostraron que en ausencia del estímulo, las células 

B16F10(cav-1/sh AT2R) migraron significativamente más que las B16F10(cav-1/sh 

ctrl), indicando que la ausencia del receptor incrementa el potencial migratorio de las 

células B16F10. Lo anterior sugiere que el receptor también se encuentra 

constitutivamente activo ya que al menos una porción de el estaría inhibiendo la 

migración celular en ausencia de estímulo. Sin embargo, debido a que este ensayo no 

incorporó la presencia de las células B16F10(cav-1), no podemos descartar que esta 

diferencia se deba mas bien a una disminución del potencial migratorio de las células 

B16F10(cav-1/sh ctrl). 

 

El papel del AT2R en la migración se confirmó con las células MDA-MB-

231(sh cav-1) y MDA-MB-231(sh ctrl) transducidas con un adenovirus que permite 

la sobreexpresión de un plasmido bicistrónico que codifica para GFP y NHA-AT2R 
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de rata, o bien, con un plasmido que solo codifica para GFP (Ad GFP), utilizado 

como condición control. La Figura 19A muestra el análisis del porcentaje de células 

GFP+  determinado  por citometría de flujo, el cual fue de aproximadamente un 40% 

en las diferentes las condiciones. Para confirmar la presencia del receptor en las 

células transducidas con el AdNHA-AT2R se analizó la presencia de HA mediante 

un WB Figura 19B. El resultado indica que HA estaba expresado solo en las células 

infectadas con el AdNHA-AT2R, corroborando de esta manera la presencia del 

receptor. Sin embargo, no podemos establecer diferencias estadísticas debido a que 

no contamos con el número suficiente de ensayos para llevar a cabo dicho análisis.   

 
Figura 19. Transducción adenoviral del AT2R en las células MDA-MB-231. Para 

sobreexpresar el AT2R en células MDA-MB-231 se llevó a cabo una transducción 

adenoviral que contiene un plasmido bicistrónico que co-expresa NHA-AT2R 

(AT2R con un epítope HA en extremo N-terminal) y GFP como control 

transcripcional, dirigidos por el promotor CMV. Como control se utilizó el 

adenovirus Ad GFP que condujo a la expresión de la proteína GFP bajo el control del 

mismo promotor. Las células se sembraron en placas de cultivo, privadas de suero y 

transducidas con los adenovirus por 48 h a una multiplicidad de infección (MOI) de 

500.000 para Ad AT2R y de 25.000 para Ad GFP. Panel A muestra el porcentaje de 

células GFP+ detectadas mediante citometría de flujo de 3 experimentos 

independientes. Panel B corresponde a la inmunodetección del epítope HA en 

extractos proteicos totales de células transducidas, resuelto en SDS-PAGE al 8% 

 

Los resultados del ensayo de migración  con las células  MDA-MB-231(sh 

cav-1) y MDA-MB-231(sh ctrl) transducidas muestran que la expresión del AT2R en 
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estas células disminuyó significativamente la migración de las células MB-231-(sh 

ctrl) (Figura 20A y B). Sin embargo, debemos considerar que los efectos provienen 

de un AT2R de rata, por lo que no podemos estar seguros de que ocurriría lo mismo 

con un AT2R de origen humano. A pesar de lo anterior, estos resultados sugieren que 

el AT2R también tiene una acción anti-migratoria en las células MDA-MB-231 de 

manera dependiente de CAV1 ya que el efecto solo se detectó en células que 

expresan esta proteína, tal como ocurrió en los ensayos de migración con las células 

B16F10. Interesantemente, en este caso no fue necesario el estímulo con el agonista 

CGP42112 para disminuir la migración, lo cual nuevamente plantea la posibilidad de 

que AT2R se encuentre constitutivamente activo.  

 
Figura 20. Efecto de la sobreexpresión del AT2R en la migración de células 

MDA-MB-231. Para el ensayo de transmigración en Transwell, las células 

transducidas se incubaron por 30 min con CGP42112 (1 μM) o con el vehículo y 

luego fueron tripsinizadas y contadas. Posteriormente se sembraron 150.000 células 

en la cámara superior del Transwell en medio de cultivo sin suero, mientras la 

cámara inferior contenía medio de cultivo con suero fetal bovino al 10% como 

estímulo migratorio. Las células se incubaron a 37°C, 5% CO2 por 2 h, 

posteriormente se fijaron con cristal violeta durante una noche y se eliminaron las 
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células de la cámara superior del pocillo. Finalmente mediante un microscopio se 

fotografió la cara externa de la membrana de Transwell y se contabilizaron las 

células que lo atravesaron. Panel A. Fotografía representativa tomada a un aumento 

de 40X la cara externa de la membrana de Transwell en la cual se aprecian las 

células que migraron luego de la pre-incubación con CGP42112 (1μM) y aquellas 

que se incubaron con el vehículo. Panel B. Gráfico con el promedio del número de 

células MDA-MB-231(sh cav-1) y MDA-MB-231(sh ctrl) transducidas que migraron 

de 3 experimentos independientes. Los datos se expresaron como unidades relativas 

(U.R.). La comparación estadistica de todas las condiciones fue hecha con respecto a 

las células MDA-MB-231(sh ctrl) y sus diferencias están indicadas  como 

***(p<0,001); **(p<0,01) y *(p<0,05).  

 

 

 

La activación del AT2R inhibe la vía CAV1/Rab5/Rac-1 mediante la 

desfosforilación de CAV1 en Y14.  

 

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que el AT2R tiene un 

efecto inhibitorio sobre la migración de células que expresan CAV1. Sin embargo, se 

desconoce aún si este receptor ejerce su efecto anti-migratorio, inhibiendo la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1 o mediante una vía alternativa que involucre a CAV1. Para 

resolver esta incógnita se  evaluó el efecto del AT2R sobre los principales 

componentes de la vía, comenzando por CAV1.  

 

Nuestros estudios previos mostraron que la fosforilación de CAV1 en 

tirosina-14 (Y14) es uno de los pasos claves para que CAV1 promueva la migración 

de las células B16-F10(cav-1) a través de la vía CAV1/Rab5/Rac-1( Urra y col., 

2012; Díaz y col., 2014; Ortiz y col., 2016). Sumado a lo anterior, algunos artículos 

han mostrado que el AT1R, el receptor antagónico del AT2R, promueve la transición 

epitelio-mesénquima en células de epiteliales promoviendo un aumento en los 

niveles de (Y14)p-CAV1 mediante la activación de c-Src kinasas, que son en última 
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instancia las responsables de fosforilar CAV1 en Y14 (Chen y col., 2012). 

Considerando que el AT2R revierte los efectos del AT1R, activando fosfatasas que 

desfosforilan los blancos de AT1R, era probable que AT2R pueda inhibir la 

migración activando alguna fosfatasa que desactive la vía CAV1/Rab5/Rac-1 

mediante la desfosforilación de CAV1 (Figura 21). 

 
Figura 21. Modelo hipotético  del mecanismo de inhibición que AT2R podría 

ejercer sobre la via CAV/Rab5/Rac-1. AT2R es una proteína que promueve la 

desfosforilación de diversas proteínas mediante la activación de fosfatasas. 

Considerando que la actividad de la vía CAV1/Rab5/Rac-1 depende de la 

fosforilación de CAV1, es probable que la inhibición ejercida por  AT2R sobre la vía 

se mediante la desfosforilación de CAV1.  

 

Para probar esta hipótesis se evaluaron los niveles de (Y14)p-CAV1 en 

células B16F10(cav-1) y B16F10(mock) preincubadas por 15 y 30 min con 

CGP42112. La Figura 22A muestra un WB representativo de 3 experimentos, en el 

cual se observa una disminución significativa en los niveles de (Y14)p-CAV1 de las 
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células B16F10(cav-1) preincubadas con el ligando por 30 min, indicando que la 

activación del AT2R efectivamente promueve la desfosforilación de (Y14)p-CAV1. 

Sin embargo, el efecto observado es sobre toda la CAV1 celular y no necesariamente 

sobre una sub-población de la proteína que está promoviendo la migración (Ortiz y 

col., 2016).  

 
 

Figura 22. Efecto de la activación del AT2R sobre los niveles de (Y14) p-CAV1 

de células B16F10 que expresan y no expresan este receptor. Los niveles de 

fosforilación de CAV1 en Y14 ((Y14) p-CAV1) se evaluaron luego de la pre-

incubación con CGP42112 (1μM) o el vehículo. Los extractos proteicos de las 

células se separaron por SDS-PAGE al 10% y se analizaron mediante WB con el 

anticuerpo anti-p-CAV1, anti-CAV1 y anti-actina. Panel  A. WB representativo de 3 

experimentos independientes, donde se analizaron los niveles de (Y14)p-CAV1 de 

B16F10(cav-1) luego de la pre-incubación con CGP42112 (1μM) por 0 (0,99±0,09), 

15 (0,97±0,06) y 30 (0,77±0,03) min. Los valores  corresponden al promedio del 

análisis densitométrico de los niveles proteicos de (Y14) p-CAV1 respecto de CAV1 

total y normalizados respecto a los niveles de B16F10(cav-1) a tiempo 0. Las 

diferencias estadísticas de las diferentes condiciones respecto a las células 

B16F10(cav-1) a tiempo 0 se indican como *p<0,05. Panel B.  WB con los niveles 

de (Y14)p-CAV1 de células B16F10(cav-1/sh ctrl) sin (1,00±0,07) y con estímulo 

(0,97±0,06) y de las células B16F10(cav-1/sh AT2R) sin (1,32±0,04) y con estímulo 

(1,43±0,10). Los valores  corresponden al promedio del análisis densitométrico de 3 

experimentos independientes de los niveles proteicos (Y14) p-CAV1 respecto de 

CAV1 y normalizados respecto a los niveles de B16F10(cav-1/sh ctrl) sin estímulo. 

La comparación estadística de todas las condiciones se realizó con respecto a las 

células B16F10(cav-1/sh ctrl) sin estímulo y sus diferencias se indican como *p<0,05. 

Como control positivo (C+) de CAV1 fosforilada se utilizó células B16F10(cav-1) 

tratadas con 5 mM de peróxido de hidrógeno por 20 min.  

 

Para corroborar que el AT2R es responsable de disminuir los niveles de 

(Y14)p-CAV1 se analizó el efecto de CGP42112 sobre la fosforilación en células 
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B16F10(cav-1) carentes del receptor (B16F10(cav-1/sh AT2R)).  La Figura 22B 

corresponde a un ensayo de WB que muestra los niveles de (Y14)p-CAV1 en células 

B16F10(cav-1/sh AT2R) y B16F10(cav-1/sh ctrl), preincubadas o no por 30 min con 

CGP42112.  El resultado muestra que la ausencia del receptor impide que CGP42112 

disminuya los niveles de fosforilación de CAV1 ya que al estimular las células 

B16F10(cav-1/sh AT2R) no  cambiaron sus niveles de fosforilación de Y14-CAV1. 

Estos datos sugieren que efectivamente CGP42112 induce desfosforilación de CAV1 

mediante el AT2R.  Sin embargo, CGP42112 no  disminuyó la fosforilación de 

CAV1 en células B16F10(cav-1/sh ctrl) como lo hizo con las células B16F10(cav-1) 

(Figura 22A). Estos resultados  sugieren que la disminución en la expresión de 

AT2R que también sufrieron las células B16F10(cav-1/sh ctrl) (Figura 18B) después 

del silenciamiento del receptor pudo haber mermado el efecto que CGP42112 tiene 

sobre la fosforilación de CAV1. Interesantemente, al comparar los niveles de 

fosforilación de las células B16F10(cav-1/sh ctrl) en ausencia de estímulo con las 

células B16F10(cav-1/sh AT2R) se observa que la ausencia del receptor generó un 

aumento de (Y14) p-CAV1 independiente de la acción de CGP42112. Este resultado, 

a similitud de los  obtenidos en los ensayos de migración anteriores (Ver Figuras 

18D y 20B) sugieren que el AT2R o, al menos una parte de él, se encuentra 

constitutivamente activo. Sin embargo, es importante considerar que debido a que las 

células B16F10(cav-1/sh ctrl) no responden al estimulo con CGP42112 como lo 

hicieron las células B16F10 en la Figura 20A , no son adecuadas para evaluar los 

cambios en los niveles de fosforilación que provoca la ausencia del AT2R.  

Aunque estos resultados confirman que la activación de AT2R disminuye la 

fosforilación de CAV1 en Y14, aún no se puede aseverar que este efecto es 
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responsable de la inhibición de la migración observada cuando se activó el receptor 

con el agonista CGP42112.  Para confirmar que el AT2R efectivamente inhibe la 

migración de B16F10 mediante la desfosforilación de CAV1 en Y14, se realizaron 

ensayos de migración con la mutante fosfomimética de B16F10(Cav-1/Y14E). Esta 

mutante tiene la particularidad de que el residuo Y14 de CAV1 se reemplazó por 

ácido glutámico (E), aminoácido que simula la presencia de un fosfato en ese sitio. 

Esto le confiere a la célula, las mismas propiedades que tendría si CAV1 estuviera 

fosforilada en Y14, es decir, aumenta su capacidad migratoria, invasiva y metastásica, 

pero sin que estas propiedades sean susceptibles a sufrir algún cambio mediante 

desfosforilaciones (Figura 23).  

 

 
Figura 23. Mutación de la secuencia de CAV1 en Y14. Panel A. Esquema de la 

parte de la secuencia aminoacídica de la versión silvestre de la proteína CAV1 en 

donde se muestra tirosina (Y) en la posición 14 fosforilada (P). Las propiedades que 

confiere la fosforilación de Y14 son modificadas por la actividad de quinasas y 

fosfatasas (PPTs). Panel  B. Versión mutada en donde la tirosina (Y) en la posición 

14 se cambió por ácido glutámico (E), generando una proteína fosfomimética que 

tiene propiedades similares a las que tiene CAV1 en migración, invasión y metástasis, 

pero sin ser susceptible de ser inhibidas por PPTs. 

 

La Figura 24 corresponde a un ensayo de transmigración en cámara Boyden 

(Transwell) en que las células B16F10(cav-1) y B16F10(cav-1/Y14E) se 
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preincubaron por  30 min con CGP42112 utilizando como control las células sin 

tratamiento. El resultado muestra que CGP42112 no disminuyó la migración de las 

células B16F10(cav-1/Y14E) como lo hace con las células B16F10(cav-1). Este 

resultado corrobora que la activación del AT2R inhibe la migración de B16F10 

mediante la desfosforilación de CAV1 en Y14.  

 

 

Figura 24. Migración de la mutante fosfomimética B16F10(cav-1/Y14E) pre-

incubadas con el agonista  del AT2R. Las células B16F10(cav-1) y  B16F10(cav-

1/Y14E) se preincubaron 30 min con CGP42112 (1μM) o con el vehiculo (agua) 

luego se tripsinizaron y contaron. Posteriormente se sembraron 200.000 células en la 

cámara superior del Transwell en RPMI sin suero, mientras la cámara inferior 

contenía RPMI con suero fetal bovino al 10% como estímulo migratorio. Las células 

se incubaron a 37°C, 5% CO2 por 2 h, posteriormente se fijaron con cristal violeta 

durante una noche y se eliminaron las células de la cámara superior del pocillo 

(células que no migraron). Finalmente mediante un microscopio se fotografió el 

fondo del pocillo superior y se contabilizaron las células que lo atravesaron.  Panel A. 

Fotografía 40X representativa del ensayo transmigración en Transwell del fondo de 

la cara externa de la membrana del Transwell en la cual se muestran las células que 

migraron luego del estímulo. Panel B. Gráfico con la cuantificación del promedio 

del número de células que migraron en 3 experimentos independientes expresados 
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como unidades relativas (U.R.) respecto al control B16F10(cav-1). La comparación 

estadística de todas las condiciones fue hecha con respecto a las células B16F10(cav-

1) en ausencia de estímulo y esta diferencia está indicada como *(p<0,05). 

 

La activación del AT2R inhibe Rab5 y Rac-1.  

 

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que la disminución en la 

migración dependiente de la  activación del AT2R se debe a que este receptor 

promueve la desfosforilacion de CAV1. Aunque estos resultados sugieren 

fuertemente que el AT2R estaría inhibiendo la migración disminuyendo la actividad 

de la vía CAV1/Rab5/Rac-1, no descarta otras vías alternativas en las que la 

desfosforilación de CAV1 también podría afectar negativamente la migración. 

Para resolver esta incógnita, se evaluó si el AT2R tenía un efecto sobre los 

principales componentes de la vía río abajo de CAV1 tales como Rab5 y Rac-1. Para 

ello se determinaron los niveles de activación de Rab5 y Rac-1 mediante ensayos 

pull down. Este ensayo  estima los niveles de las proteínas activadas respecto del 

total, utilizando una proteína de fusión GST-R5BD (R5BD, dominio de unión a Rab5, 

de la proteína Rabaptina-5) o GST-PBD (PBD, dominio de unión a Rac-1, de la 

proteína p21), las cuales solo se pueden unir a Rab5 o Rac-1 en su conformación 

activa, es decir, cuando se encuentran unidas a GTP. En este ensayo, las células se 

pre-incubaron con el agonista y luego se extrajeron proteínas. El extracto total de 

proteínas se incubó con las proteínas de fusión para unir a la proteína activa, la cual 

se recuperó después de sucesivas centrifugaciones. Los niveles de Rab5 y Rac-1 

activos se evaluaron mediante WB (Figura 25). 
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 Figura 25. Esquema del ensayo de pull down. Panel A. Las GTPasas se 

encuentran en un constante ciclo de activación y desactivación que depende de su 

unión a GDP o GTP. Panel B. La conformación activa de la proteína se une a su 

efector. La proteína de fusión utilizada en este ensayo estaba conformada por el sitio 

de unión del efecto a la GTPasa y GST, el cual permite la unión a la esfera de 

agarosa. Panel C. La GTPasa activa se aísla, precipitando las esferas de agarosa por 

medio de centrifugaciones. D. Finalmente el precipitado permite evaluar los niveles 

activos de GTPasa y compararlos con los niveles totales de GTPasa que se obtuvo 

desde el extracto proteico total de la célula.  

 

La Figura 26A muestra un WB representativo de 3 ensayos de pull down 

para evaluar los niveles activos de Rab 5 luego de estimular con CGP42112. Cuando 

las células se incubaron por 30 min con CGP42112 se observó una disminución 

considerable de los niveles de Rab5 activa solo en las células B16F10(cav-1). Por su 

parte la Figura 26B muestra un WB de un ensayo de pull down, en donde se 
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evaluaron los niveles activos de Rac-1. Al igual que en el pull down de Rab5, la 

preincubación de las células por 30 min con CGP42112 también disminuyó los 

niveles activos de Rac-1 en las células B16F10(cav-1). 

 
 

Figura 26. Efecto del agonista del AT2R en los niveles de Rab 5 y Rac-1 activos 

de células B16F10. Los niveles de Rab 5 y Rac-1 activos se evaluaron mediante el 

ensayo de pull down. Para ello, las células se pre-incubaron con CGP42112 (1 μM) 

por 30. Luego se obtuvieron los extractos celulares y se incubaron con la proteína de 

fusión PBD-GST para el caso de Rac-1 y R5BD-GST para Rab 5. La presencia de 

Rab 5 y Rac-1 se detectó por Western blot.  Panel A muestra un WB de los niveles 

de Rab 5 activo y Rab 5 total. El grafico muestra el promedio del análisis 

densitométrico de los niveles Rab 5 activo respecto del Rab 5 total. Los datos se 

expresaron como unidades relativas (U.R.) respecto al control B16F10(cav-1). Panel  

B muestra un WB de los niveles de Rac-1 activo y Rac-1 total. El gráfico muestra el 

promedio del análisis densitométrico de los niveles Rac-1 activo respecto del Rac-1 

total. Los datos se expresaron como unidades relativas (U.R.) respecto al control 

B16F10(cav-1). La comparación estadística de todas las condiciones se realizó con 

respecto a las células B16F10(cav-1) sin estímulo y sus diferencias están indicadas 

como **p<0,01 y *p<0,05.  

 

Estos resultados confirman que AT2R disminuye la actividad de las GTPasas 

río abajo de CAV1, indicando que el AT2R efectivamente disminuye la actividad de 

la vía CAV1/Rab5/Rac-1. Sin embargo, aún no sabemos si el AT2R está actuando 

sobre todo el Rac-1 presente en la célula o solo sobre la fracción de Rac-1 

responsable de promover migración.  Para responder esta pregunta se evaluó si la 

disminución en los niveles de Rac-1 en toda la célula o solo de manera local en los 
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sitios que promueve migración, como es el frente de avance (FA.). Para este fin se 

realizó el ensayo de fluorescence resonance energy transfer (FRET), el cual consiste 

en transfectar las células con un plásmido que codifica para una proteína de fusión 

que está compuesta por Rac-1 y el dominio de unión a su efector PAK, ambos 

acoplados a los fluoróforos GFP e YFP.  El láser solo permite la excitación de CFP el 

cual emite en el rango de excitación del segundo fluoroforo, YFP. Cuando algún 

estímulo migratorio promueve la activación de Rac-1, ésta se une a su efector 

permitiendo la cercanía de ambos fluoróforos. Esta cercanía permite que CFP excite 

a YFP, el cual emite a una longitud característica que puede ser medida mediante 

microscopía.  Finalmente la razón de emisión de ambos fluoróforos (YFP/CFP) es 

representada mediante mapas de calor que  revelan en células vivas y en tiempo real, 

los sitios en donde Rac-1 se encuentra activo y en los cuales disminuyó su actividad 

por efecto del AT2R (Figura 27). 
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Figura 27. Ensayo de FRET. El plásmido biosensor Raichu-Rac1 permite la 

expresión de una proteína de fusión que está compuesta por Rac-1y el dominio de 

unión a su efector PAK, ambos acoplados a fluoróforos CFP y YFP. En A se muestra 

un esquema de lo que sucede cuando la proteína de fusión es excitada con el láser del 

microscopio en condiciones en que Rac-1 se encuentra inactivo (unido a GDP). En 

estas condiciones proteína CFP se excita y emite en una longitud de onda que podría 

excitar a YFP. Sin, embargo no logra excitar a YFP por la lejanía entre ambas 

moléculas. En B se muestra lo que sucede cuando el láser del microscopio excita a 

CFP en condiciones en que Rac-1 se encuentra en su estado activo (unido a GTP). En 

este caso, la emisión de la proteína CFP logra excitar a YFP dada la cercanía de 

ambas moléculas. Esto sucede porque la activación de Rac-1 y la consecuente unión 

con su efector (PAK) promueve la cercanía de ambos fluoróforos. En C se muestran 

el procedimiento experimental. Las células se transfectaron con el plásmido 

biosensor Raichu-Rac1. Luego de 24 h se estimuló la migración realizando múltiples 

heridas en la monocapa con un peine metálico en presencia de medio con suero. 

Luego se midió la fluorescencia por 30 min utilizando un microscopio Leica Macro 

zoom. Transcurrido un minuto de medición se agregó CGP42112 (1 μM) con el fin 

de evaluar en que sitios de la célula CGP42112 disminuyó la activación de Rac-1. 
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La Figura 28 muestra una fotografía de una célula migrando, 30 seg antes y  

30 min después de agregar CGP42112, correspondiente a un único experimento.  En 

los paneles superiores se muestra la fluorescencia de la célula antes y después del 

estímulo, en la longitud de onda correspondiente a la emisión de CFP.  Debido a que 

este fluoróforo emite siempre e independiente de la activación o desactivación de 

Rac-1 se puede  evaluar cómo cambia la morfología de la célula antes y después del 

estímulo midiendo su emisión. Los resultados muestran que las células 

B16F10(mock) cambian ligeramente su morfología aumentando su área en un 8%, 

mientras que las células B16F10(cav-1) no experimentan cambios.  En el panel 

inferior se muestra un mapa de calor que indica la intensidad del FRET, en donde los 

colores calidos indican mayores valores de la relación YFP/CFP, que significa mayor 

actividad de Rac-1. Aunque no se cuenta con un número suficiente de experimentos 

para hacer una validación estadística, se  observan cambios muy evidentes después 

del estímulo, sobre todo en el FA. Los resultados muestran que las células 

B16F10(mock) disminuyeron la actividad de Rac-1 tanto en el total como en el FA 

en un 52 y 91%, respectivamente, mientras que las células B16F10(cav-1) 

disminuyeron un 29% en el total y un 98% en el FA. Estos resultados sugieren que el 

efecto del AT2R sobre Rac-1 es principalmente sobre la porción de Rac-1 que se 

encuentra en el FA, aunque también lo hace sobre el total pero en menor medida.  
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Figura 28. Localización del efecto del agonista del AT2R sobre los niveles de 

Rac-1 activos en células B16F10 mediante FRET. La figura muestra el ensayo de 

FRET de un único experimento de una célula B16F10(cav-1) y B16F10(mock) 30 

seg antes y 30 min después de ser estimuladas con CGP42112. Para el ensayo de 

fluorescence resonance energy transfer (FRET), las células B16F10(cav-1) y 

B16F10(mock) se transfectaron con el plasmido biosensor Raichu-Rac1. Luego se 

midió la intensidad de fluorescencia que emiten las moléculas CFP e YFP, (480 y 

535 nm, respectivamente) mediante microscopia. La medición se realizó durante 1 

min antes y 30 min después de agregar CGP42112 (1 μM), mientras la célula 

migraba. El panel superior muestra una fotografía de la morfología de la célula, dada 

por la emisión de  CFP. Los valores numéricos corresponden a la razón del área de la 

célula después (a.d.) y antes (a.a.) del estímulo. En el panel inferior se muestra el 

mapa de calor del análisis hecho del ensayo de FRET. Los valores numéricos 

corresponden a la medición de la intensidad del FRET del total de la célula y del 

Frente de Avance (FA). 
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La inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1  promovida por activación del AT2R 

se debe al aumento en la actividad del PTP1B.  

 

Los resultados sugieren que el AT2R tiene efectos inhibitorios sobre la vía 

transduccional CAV1/Rab5/Rac-1, disminuyendo los niveles de (Y14)p-CAV1. Sin 

embargo, aún se desconocía el mecanismo por el cual el AT2R promovía 

desfosforilación de CAV1. Como se mencionó anteriormente, los mecanismos de 

acción del AT2R involucran principalmente la activación de fosfatasas (George y 

cols., 2010). Una de las fosfatasas relacionada con la actividad de la vía CAV-

1/Rab5/Rac-1 es la PTP1B. Estudios de nuestro Laboratorio (no publicados) y otros 

grupos de investigación han evidenciado que esta proteína forma parte de complejos 

multiproteícos con CAV1(Lee y col., 2006; Shin y col., 2006).  

 

Para evaluar si esta fosfatasa podría participar en la inhibición de la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1 que promueve AT2R, se determinaron, en primer lugar, los 

niveles de (Y14)p-CAV1 de células B16-F10(Cav-1) incubadas con CGP42112 y un 

inhibidor farmacológico de PTP1B (Cinn-GEL-2ME).  La Figura 29A muestra la 

cuantificación de los niveles de (Y14)p-CAV1  en las células B16F10(Cav-1) bajo 

las condiciones antes mencionadas.  Los resultados muestran que Cinn-GEL-2ME 

revirtió los efectos del AT2R, aumentando los niveles de (Y14)p-CAV1 que 

disminuyó CGP42112.  
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Figura 29. Efecto de PTP1B sobre los niveles de (Y14) p-CAV1 y la migración 

de células B16F10(cav-1). Para evaluar el efecto de PTP1B sobre los niveles de 

(Y14) p-CAV1 se preincubaron las células por 30 min con CGP42112 (1 μM) o 1 h 

con el inhibidor de PTP1B, Cin-GEL-2ME (20 μM).  Los extractos proteicos de las 

células se separaron por SDS-PAGE al 10% y se analizaron mediante WB usando  

los anticuerpos anti-p-CAV1, anti-CAV1 y anti-actina.  El panel A muestra un WB 

representativo de cuatro experimentos independientes donde se analizaron los niveles 

de (Y14) p-CAV1 de B16F10(cav-1) luego de la pre-incubación con el vehiculo 

(1,00±0,05), CGP42112 (1 μM) (0,72±0,07), CGP42112 + Cin-GEL-2ME 

(1,03±0,16) y Cin-GEL-2ME (1,08±0,20) min. Los valores corresponden al 

promedio  de 4 experimentos independientes de los niveles proteicos de (Y14) p-

CAV1 respecto de CAV1 total y normalizados respecto a los niveles de B16-

F10(Cav-1) con el vehiculo. La comparación estadística de todas las condiciones se 

realizó con respecto a las células B16F10(cav-1) en ausencia de estímulo y sus 

diferencias están indicadas como **p<0,01 y *p<0,05. Para evaluar el efecto de 

PTP1B sobre la migración se preincubaron las células por 30 min con CGP42112 (1 

μM) o 1 h con Cin-GEL-2ME (20 μM) y luego fueron tripsinizadas y contadas. Se 

sembraron 200.000 células en la cámara superior del Transwell en RPMI sin suero, 

mientras en la cámara inferior se agregó RPMI con suero fetal bovino al 10% como 

estímulo migratorio. Se incubaron las células a 37°C, 5% CO2 por 2 h y 

posteriormente se fijaron con cristal violeta durante una noche y se eliminaron las 

células de la cámara superior del pocillo. Finalmente mediante un microscopio se 

fotografió la cara exterior de la membrana del Transwell y se contabilizaron las 

células que lo atravesaron. El panel B muestra en un gráfico del promedio del 

número de células B16F10(cav-1) que migraron luego del estímulo con CGP42112 y 

Cin-GEL-2ME de 3 experimentos independientes. Los datos se expresaron como 

unidades relativas (U.R.). La comparación estadística de todas las condiciones fue 

hecha entre las células B16F10(cav-1); sin estimular vs CGP42112; CGP42112 vs 

CGP42112 + Cin-GEL-2ME y sin estimular vs Cin-GEL-2ME. Sus diferencias están 

indicadas como **p<0,01 y *p<0,05. 

 

 

Estos datos sugieren que PTP1B podría ser el blanco de acción del AT2R, por 

el cual disminuye la actividad de la CAV1/Rab5/Rac-1 y en consecuencia también la 
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migración celular. Para probar esta hipótesis, se evalúo el potencial migratorio de 

células B16F10(cav-1) incubadas con CGP42112 y Cinn-GEL-2ME. La Figura 29B 

muestra la cuantificación del ensayo de migración en células B16F10(cav-1) bajo las 

condiciones ya mencionadas.  Los resultados indicaron que Cinn-GEL-2ME al igual 

que como ocurrió con la fosforilación de CAV1, revirtió los efectos de CGP42112 en 

la migración celular. Estos resultados sugieren que el AT2R podría ejercer su efecto 

anti-migratorio por medio de la activación de la PTP1B.  

 

Finalmente para corroborar que el AT2R efectivamente aumenta la actividad 

de la vía se midió la actividad  de PTP1B luego de  estimular el AT2R.  Para ello la 

PTP1B se inmunoprecipitó en células B16F10(cav-1) expuestas a diferentes 

estímulos; CGP42112, Cinn-GEL-2ME, o el vehículo.  El inmunoprecipitado se 

utilizó para medir la actividad fosfatasa usando como sustrato p-nitrofenil fosfato, el 

cual adquiere una coloración amarilla cuando es desfosforilado.  La reacción 

enzimática se realizó a 37°C, midiendo con un espectrofotómetro (415 nm) a 

diferentes tiempos de incubación (1-48 h).  La Figura 30A muestra el resultado de la 

inmunoprecipitación de PTP1B, la cual se inmunoprecipitó esta fosfatasa con CAV1 

de manera independiente de la acción del AT2R ya que CGP42112 no generó ningún 

cambio en la formación del complejo.  La Figura 30B muestra que la actividad  de 

PTP1B inmunoprecipitada desde células B16F10(cav-1) pre-tratadas con CGP42112, 

Cin-GEL-2ME o el vehículo. El resultado muestra que la pre-incubación de las 

células B16F10-(cav-1) con CGP42112 aumentó la actividad de PTP1B comparado 

con las otras condiciones mencionadas, indicando que el AT2R aumenta la actividad 

de PTP1B en las células B16F10. 
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Figura 30. Efecto del agonista del AT2R en la actividad enzimática de PTP1B. 

Para medir la actividad de la PTP1B primero se inmunoprecipitó la enzima. Para ello 

las células B16F10(cav-1) se trataron con el vehículo, CGP42112 o el inhibidor de 

PTP1B, Cin-GEL-2ME (20 μM). Luego de 30 min de incubación el extracto proteico 

(1,5 mg) se inmunoprecipitó con un anticuerpo policlonal para PTP1B (2.5 μg por 

condición). El inmunoprecipitado (IP) y el extracto proteico total (Input) se 

separaron mediante SDS-PAGE y se detectó por inmunoblot la presencia de 

proteínas con el anticuerpo anti-PTP1B y anti-CAV1. En A se muestra un WB de un 

único experimento del inmunoprecipitado (IP) y del extracto proteico original (Input) 

en donde se detectó la presencia de PTP1B y CAV1. Para medir la actividad luego de 

pre-incubar las células con CGP42112 por 30 min se inmunoprecipitó PTP1B. El 

inmunoprecipitado se resuspendió en 50 ul de buffer acetato pH 5,6 con p-nitrofenil 

fosfato como sustrato enzimático y luego la mezcla se incubó a 37°C, hasta medir la 

densidad óptica a 415 nm en un espectrofotómetro. En B se muestra en un gráfico del 

promedio de 3 experimentos independientes de la O.D. (415nm) que alcanza la 

mezcla del inmunoprecipitado PTP1B con su sustrato enzimático, luego de 24 h de 

incubación.  La comparación estadística de todas las condiciones se realizó  con 

respecto a las células B16F10(cav-1) en ausencia de estímulo (Ctrl) y sus diferencias 

están indicadas como *p<0,05. 
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OBJETIVO 3 Determinar si la activación del AT2R inhibe la metástasis 

dependiente de la vía transduccional CAV1/Rab5/Rac-1 en modelos animales. 

 

La activación del AT2R disminuye la metástasis de las células B16F10  

 

Hasta el momento se observa que la activación del AT2R en las células 

B16F10 tiene un efecto negativo sobre la migración de células tumorales.  Sin 

embargo, se desconoce si la disminución de la migración que promueve AT2R 

podría tener un impacto sobre la metástasis.  Para dilucidar esta incógnita se evaluó 

el efecto que tiene la activación del AT2R en la metástasis por medio de ensayos in 

vivo en ratones C57BL/6.  Es importante destacar que aunque este ensayo es llamado 

“ensayo de metástasis” solo permite evaluar las últimas etapas de la metástasis de 

una célula tumoral, correspondientes a la adhesión al endotelio de los vasos, 

extravasación, invasión en el tejido de destino y conformación de un tumor.  Esto se 

debe a que en este ensayo las células son inyectadas directamente al torrente 

sanguíneo, sin considerar las primeras etapas de la metástasis como son la liberación 

de la célula del tumor primario, invasión del tejido adyacente y posterior 

intravasación.  El ensayo consistió en armar 4 grupos de ratones.  Los dos primeros 

grupos correspondientes al los grupos controles se inocularon por la vena de la cola 

con células B16F10(mock) o B16F10(cav-1) pre-tratadas con el vehiculo (agua), 

mientras que los otros dos son inoculados con las células pre-tratadas con CGP42112. 

Transcurridos 18-21 días se extrajo el pulmón y se fijó.  Luego se pesó el tejido 

completo, se analizó la masa metastásica y se registraron las diferencias (Figura 31). 

Todo este procedimiento se describe en detalle por la Dra. Lorena Lobos en su Tesis 
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de Doctorado (2011) y en sus artículos (Lobos-Gonzalez y col., 2013; Lobos-

Gonzalez y col., 2014).  

  

 
Figura 31. Ensayo de metástasis. A. Las células B16F10 se preincubaron con 

CGP42112. B. Luego fueron lavadas, tripsinizadas y contadas, para luego ser 

inyectadas en el torrente sanguíneo de los ratones C57BL/6. C. Una vez que los 

animales llegaron al día 21 post inyección se sacrificaron, para extraer el pulmón, el 

cual se fijó en la solución de Feketes. Una vez fijado el pulmón, se pesó el tejido 

completo, luego se separó y se pesó la masa tumoral (negra). 

 

Los resultados del ensayo se muestran en la Figura 32A.  Las fotografías 

corresponden a los pulmones más representativos de cada uno de los grupos de los 

ratones C57BL/6 con metástasis, transcurrido los 21 días post-inoculación.  La masa 

tumoral se aprecia como una masa de color oscuro en el pulmón.  Como se puede 

observar, al igual como sucedió en los ensayos de migración, las células 

B16F10(cav1) tenían un nivel de metástasis mayor al de B16F10(mock) cuando son 

tratadas sólo con el vehículo. Este efecto se debe al potenciamiento de la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1 que promueve CAV1. Sin embargo, cuando estas células fueron 

tratadas con CGP42112, la metástasis de las células B16F10(cav-1) disminuyó de 
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manera significativa de un 27% a un 12%, mientras que no generó cambios evidentes 

en las células B16F10(mock) (Figura 32B).  

 
Figura 32. Ensayo de metástasis de células B16F10 expuestas al agonista  

CGP42112. Se inyectaron 200.000 células B16F10(mock) y  B16F10(cav-1) pre-

incubadas por 30 min con CGP42112 (1 μM), además de sus respectivos controles 

preincubados con vehículo (agua). Las células se administraron intravenosamente 

por la vena de la cola.  A los 21 días se sacrificó a los animales, se extrajeron los 

pulmones y se fijaron en la solución Feketes, para luego cuantificar la masa de los 

nódulos metastásicos presentes en este órgano.  En el panel A se observan imágenes 

representativas de los pulmones obtenidos luego de realizado el experimento in vivo, 

con células B16F10(mock) y B16F10(cav-1) pre-incubadas o no con el ligando.  En 

el panel B se observa la cuantificación de la masa tumoral que generaron las células 

B16F10(mock) y B16F10(cav-1), la cual se encuentra expresada como el porcentaje 

del cuociente de la masa tumoral en el pulmón respecto a la masa del pulmón 

completa. Cada circulo representa a un animal al que se le realizó la inoculación y se 
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sacrificó. La comparación estadística de todas las condiciones se realizó con respecto 

a las células B16F10(cav-1) sin estimular y sus diferencias están indicadas como 

**p<0,01 y *p<0,05. 

 

 

El silenciamiento del AT2R aumenta  la metástasis de las células B16F10  

 

Con el fin de corroborar que efectivamente AT2R era el responsable de 

disminuir la metástasis de las células B16F10(cav1) se repitió el ensayo anterior pero 

utilizando las células B16F10(cav1) con el receptor silenciado (sh AT2R).  Para ello 

se armaron 4 grupos de ratones, los dos primeros  inoculados por la vena de la cola 

con células B16F10(cav1/sh sctrl) o B16F10(cav1/sh AT2R) pre-tratadas con el 

vehículo, mientras que los otros dos grupos se  inocularon con las mismas células 

pero pre-tratadas con CGP42112.  

 

La Figura 33A muestra una fotografía de los pulmones más representativos 

de cada uno de los grupos.  La cuantificación de la masa tumoral indicó que la 

ausencia del AT2R en las células B16F10(cav-1) aumentó significativamente sus 

niveles de metástasis desde un 7,5% hasta un en un 31,2% (Figura 33B). Además, 

consistente con nuestra hipótesis, las células B16F10(cav-1/sh AT2R) no 

disminuyeron su metástasis luego del estímulo con el agonista probando que la 

disminución en la metástasis que generó CGP42112 en el ensayo anterior se debió a 

la actividad del AT2R.  Sin embargo, al igual que ocurrió anteriormente las células 

B16F10(cav-1/sh ctrl) no respondieron al estimulo con CGP42112 como lo hacen las 

células B16F10 en el ensayo anterior.  Esto nuevamente sugiere que las células 

B16F10(cav-1/sh ctrl) no son el control mas adecuado para comparar los cambios 

que genera la ausencia de AT2R en este ensayo.  
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Figura 33. Ensayo de metástasis de células B16F10 con el AT2R silenciadas 

expuestas al agonista  CGP42112. Se transfectaron 200.000 células B16F10(cav-1/ 

sh ctrl) y B16F10(cav-1/sh AT2R) pre-incubadas por 30 min con CGP42112 (1 μM), 

además de sus respectivos controles sin tratamiento. Las células se administraron 

intravenosamente por la vena de la cola.  A los 21 días se sacrificaron los animales, 

se extrajeron sus pulmones y  fijaron en la solución Feketes, para luego cuantificar la 

masa de los nódulos metastásicos presentes en este órgano. En A se observan 

imágenes representativas de los pulmones  luego de realizado el experimento in vivo 

con células B16F10(cav-1/sh ctrl) y B16F10(cav-1/sh AT2R) pre-incubadas o no con 

el ligando. En el grafico B se observa la cuantificación de la masa tumoral que 

generaron las células B16F10(cav-1/sh ctrl) y B16F10(cav-1/sh AT2R), la cual se  

expresada como el porcentaje del cuociente de la masa tumoral en el pulmón 

respecto a la masa del pulmón completa. Cada circulo representa a un animal al que 

se le realizó la inoculación y se sacrificó. La comparación estadística de todas las 

condiciones se realizó con respecto a las células B16F10(cav-1/shAT2R) sin 

estimular y su diferencias están indicadas como *p<0,05.   

 



82 

 

DISCUSION 

 

 La metástasis es un proceso secuencial de varios pasos (Sahai y col., 2007),  

responsable  del 90% de las muertes asociadas al cáncer (Mehlen y Puisieux, 2006) 

por lo que se ha convertido en un  objetivos prioritario  para el tratamiento del cáncer.  

Los componentes del sistema SRA como el AT2R controlan el proceso  de 

metástasis pero no están claro sus los mecanismos (Ager y col., 2010; Guimond y 

col., 2013; Molina y col., 2013; Rodrigues-ferreira y Nahmias, 2015; Li y col., 

2016; ). Recientemente se describió un nuevo mecanismo en el que CAV1, un 

conocido inductor de metástasis (Williams y Lisanti, 2005),  promueve la metástasis 

en el melanoma y el cáncer de mama, a través el eje CAV1/Rab5/Rac-1 (Urra y col., 

2012; Díaz y col., 2014; Ortiz y col., 2016) . La promoción de metástasis a través de 

esta vía comienza cuando CAV1 se fosforila en Y14, lo que aumenta la actividad de 

Rab5 y Rac1 y promoviendo la migración y la metástasis de las células tumorales. 

Algunos trabajos previos han correlacionado el SRA con la actividad de CAV1 

( Wyse y col., 2003; Piastowska-Ciesielska y col 2013;Forrester y col., 2017), 

controlando específicamente dicha fosforilación (Chen y col., 2012).  En este trabajo 

se investigó si la activación del AT2R puede inhibir la actividad de esta vía, 

disminuyendo la migración y metástasis del cáncer de melanoma y mama.  
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Expresión diferencial del AT2R entre líneas celular de melanoma murino 

(B16F10) y cáncer de  mama (MDA-MB-231).  

 

 Poco se sabe acerca de la expresión del AT2R en el tumor de melanoma. 

Aunque se existen trabajos que muestran que los melanocitos normales no expresan 

este receptor (Um y Henz, 2004), recientemente se ha detectado su expresión en 

líneas celulares humanas de melanoma (Navin y col., 2018). Esto se debe a que, tal 

vez, los melanocitos durante su transformación a melanoma comienzan a 

sobrexpresar el AT2R, evento que ya se había observado  en varios tipos de cáncer 

en los que el receptor se encuentra ausente en la célula normal pero comienza a 

expresarse en etapas más avanzadas de la enfermedad (George y col., 2010). 

 

 Nuestros resultados han mostrado que las células B16F10 del melanoma 

murino expresan el AT2R tal como se ha informado recientemente en líneas 

celulares humanas de melanoma (Navin y col., 2018). Sin embargo, su expresión 

parece ser  independiente de CAV1 dado que  las células que sobreexpresan CAV1 

(B16F10(cav-1)) tienen niveles similares respecto a las células de control 

B16F10(mock) (Figura 11A). Por lo tanto, estos resultados descartan un posible 

control de CAV1 sobre la expresión de AT2R.  

 

 En relación al cáncer de mama se ha mostrado que el AT2R se expresa en 

las células epiteliales luminales de la mama normal, aumentando significativamente 

en la hiperplasia y los carcinomas de mama (Paepe y col., 2002). Sin embargo, 

nuestros resultados con MDA-MB-231 mostraron que estas células no expresan el 



84 

AT2R (Figura 11A). Aunque existen algunos estudios que han detectado pequeñas 

cantidades del mRNA del AT2R en líneas celulares de cáncer de mama como 

D3H2LN, MDA-MB-231 y MCF7, estos niveles no son suficientes para generar 

efectos biológicos o para la detección de la proteína mediante WB (Lewandowska y 

col., 2011). Dado estos antecedentes, algunos investigadores han modificado líneas 

celulares como MDA-MB-231 para que sobreexpresen el AT2R de manera estable a 

modo de tener modelos que permitan  para evaluar su rol en el cáncer de mama 

(Rodrigues y col., 2012). 

 

 La Figura 11B mostró que el AT1R se expresa de manera similar en todos 

los tipos celulares, lo que permitió evaluar la funcionalidad del AT2R ya que se ha 

descrito que la activación de AT1R promueve la fosforilación de PKCα y que la 

activación del AT2R conduce a su desfosforilación (George y cols., 2010). La 

incubación de B16F10 con un ligando común para ambos receptores (Ang II) mostró 

niveles de fosforilación de PKCα que parecen que incrementaron cuando el receptor 

AT2R se inhibió (Figura 13B). Sin embargo, estos resultados  no  permiten aseverar  

que el AT2R contrarresta la acción de AT1R debido a que aquellos cambios no 

fueron significativos. Considerando el número de condiciones es posible que se 

requiera un número mayor de ensayos para saber definitivamente si existen 

diferencias significativas entre estas. 
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La activación del AT2R disminuye la capacidad migratoria de células de 

melanoma murino (B16F10) y de cáncer de mama (MDA-MB-231) en forma  

dependiente de la vía CAV1/Rab5/Rac-1.   

 

 CAV1 promueve la migración de células tumorales en el melanoma,  

cáncer de mama y  cáncer de colon a través del eje CAV1/Rab5/Rac1 (Díaz y col., 

2014).  Estos resultados explican la mayor migración que tienen las células que 

expresan CAV1 (B16F10(cav-1) y MDA-MB-231(shC)) con respecto a sus  

controles. Se utilizaron diferentes concentraciones del agonista del AT2R  

CGP42112 para elegir una lo suficientemente baja que evite cualquier activación 

inespecífica del AT1R, lo cual se ha descrito que ocurre cuando se utilizan 

concentraciones superiores a 10 μM (Bosnyak y col., 2011). La disminución 

significativa de la migración de las B16F10(cav-1) a los  niveles que presentan las 

B16F10(mock) utilizando CGP42112 (1 μM) sugiere que la activación del AT2R 

disminuyó la migración celular, inhibiendo la actividad de la vía CAV1/ Rab5/Rac1 

(Figura 14).  

 

 El estudio del papel de CAV1 en la migración celular ha permitido 

identificar algunos procesos en los que CAV1 es crucial.  Algunos estudios indican a 

CAV1 como un factor clave durante la migración transendotelial. Por ejemplo, 

CAV1 es un regulador clave del tráfico de linfocitos a través de la pared endotelial 

(Wu y col., 2016) y también regula la extravasación de neutrófilos (Marmon y col., 

2009).  En el contexto de la metástasis, CAV1 ha sido responsable de promover el 

proceso de extravasación, potenciando la metástasis del melanoma (Arpaia y col., 
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2012).  Cuando se evaluó esta capacidad de CAV1 en el ensayo de TEM, se observó 

que CAV1 efectivamente aumentó la migración transendotelial de B16F10(cav-1), 

pero más importante aún  este efecto puede ser prevenido  luego del tratamiento con 

el agonista CGP42112 (Figura 16). Este resultado sugiere que el AT2R no solo 

inhibe la migración, sino que su papel también podría afectar procesos más 

complejos como la intravasación y extravasación, posiblemente inhibiendo la 

actividad de la vía CAV1/Rab5/Rac-1.  Sumado a lo anterior, la ausencia del AT2R 

en las células MDA-MB-231 ayudó a confirmar que el papel del AT2R era inhibir la 

migración ya que CGP42112 no la disminuyó en estas células carentes del receptor 

(Figura 17).  

 

 El silenciamiento del AT2R en las células B16F10 solo fue exitoso 

mediante el tratamiento de selección clonal.  La Figura 18A  muestra que los niveles 

del AT2R en todos los clones obtenidos  reveló que solo dos clones disminuyeron 

parcialmente los niveles del AT2R (clones 2 y 5). El análisis estadístico de la 

expresión de AT2R en la Figura 16B estableció que aunque los niveles del AT2R 

solo disminuyeron de manera parcial, esta diferencia es significativa entre las células 

B16F10(cav-1/sh AT2R) (clon 5) y las células control B16F10(cav-1/sh ctrl). Sin 

embargo, estas últimas también sufrieron una disminución en los niveles de 

expresión del AT2R, lo que sugiere que el sh ctrl (sh scramble) podría tener un 

efecto negativo sobre la expresión de AT2R en estas células o bien el proceso de 

selección clonal afectó negativamente la expresión del AT2R.  A pesar de lo anterior, 

la disminución en los niveles del AT2R que experimentaron las células B16F10(cav-

1/sh ctrl), no parece afectar la acción  anti-migratoria que tiene el AT2R ya que el 
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ensayo de migración mostró que las células B16F10(cav-1/sh ctrl) siguen 

disminuyendo su migración en presencia de CGP42112, a diferencia de lo que 

sucede con B16F10(cav-1/sh AT2R) (clon 5) que si bien no logró una disminución 

absoluta del receptor ya no responde a CGP42112.  Estos datos indican que a pesar 

de que las células B16F10(cav-1/sh ctrl) también disminuyeron sus niveles de AT2R, 

éstas siguen siendo un buen control para estudiar el rol de AT2R, al menos en 

migración.  

 

 El silenciamiento del AT2R en B16F10 y su sobreexpresión en MDA-MB-

231 sugieren que AT2R podrían ejercer su función anti-migratoria, inhibiendo la vía 

CAV1/RAB5/Rac1.  Esta sugerencia se debe  a que CGP42112 no disminuyó la 

migración de B16F10(cav-1/sh AT2R) como lo hizo con B16F10(cav-1/sh ctrl) 

(Figura 16B) pero también porque la sobreexpresión del AT2R en MDA-MB-231 

solo disminuyó la migración de células que expresan CAV1 (MDA-MB-

321(ctrl/AdnHA-AT2R)) (Figura 20). 

 

 Aunque el resultado con los adenovirus resultó como esperábamos, es 

importante considerar que el gen utilizado para sobreexpresar el AT2R en las células 

MDA-MB-231 era de rata, por lo tanto, es posible que los efectos  observados 

podrían diferir con respecto a los que podríamos obtener con  la sobreexpresión del 

AT2R de origen humano. Al respecto, la literatura señala que el gen de AT2R 

humano comparte mas de un 92% de homología con el de rata (Li y col., 2012) y aún 

no se han descrito diferencias funcionales entre ellos. Sin embargo, la caracterización 

de su porción C-terminal ha revelado diferencias en algunos aminoácidos que están 
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involucrados en su exportación desde el retículo endoplasmático a la membrana 

plasmática (Zhang y col., 2011). Por lo tanto, es posible que el AT2R de rata hubiera 

sufrido dificultades para translocarse a la membrana en estas células. Los resultados 

no descartan la posibilidad de que el AT2R este ejerciendo su efecto anti-migratorio 

desde el interior de la célula ya que esto es algo que ya ha sido reportado en 

receptores acoplados a proteína G (Tsvetanova y col., 2015). Sin embargo, 

independiente del lugar desde donde este señalizando AT2R el efecto siempre afecta 

a células que sobrexpresan CAV1, apoyando la hipótesis de que AT2R inhibe la 

migración que promueve CAV1.  

 

 Interesantemente, tanto en los ensayos utilizando  células de melanoma con 

el AT2R silenciado como en los que se sobreexpresó el AT2R en las células de 

cáncer de mama se observó que al parecer existe una actividad del AT2R intrínseca. 

El silenciamiento del AT2R en las células B16F10 aumentó la migración celular, 

mientras su sobreexpresión en las células MDA-MB-231 disminuyó la migración en 

ausencia de estímulo. Esta actividad constitutiva del AT2R ha sido descrita cuando el 

AT2R forma homo-oligómeros. En esta conformación y la interacción intermolecular 

entre los receptores induce la señalización celular independiente de la estimulación 

del ligando (Miura y col., 2005). Por lo tanto, es probable que una porción del AT2R 

se encuentra formando oligómeros (lo que explicaría la actividad intrínseca) y el 

resto podría ser responsable del efecto de CGP42112 que observamos en la 

migración. Sin embargo, es importante considerar que en el caso de las células que 

fueron silenciadas no se descarta que este aumento en la migración sea más bien un  

artefacto dado por la disminución del potencial migratorio de las células control. 
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AT2R promueve la desfosforilación de CAV1 en Y14.  

 

 En cuanto al mecanismo de acción del AT2R, se sabe que este receptor es 

un activador de fosfatasas, lo cual sugiere que podría disminuir la migración a través 

de la desfosforilación de Y14-p-CAV1. El análisis mostró una disminución 

significativa de los niveles de Y14-p-CAV1 luego del tratamiento con CGP42112. 

Sin embargo, esta disminución fue muy leve, alrededor del 22%, sugiriendo que solo 

una pequeña cantidad CAV1 es responsable de promover la migración (Figura 22A). 

Esto es compatible con algunos trabajos  que indican que la cantidad de CAV1 

fosforilada que  promueve la migración celular es solo la que está presente en el 

frente de avance y  adhesiones focales (Nethe y Hordijk, 2011)  

 

 Por otra parte, el análisis de las células silenciadas del AT2R mostró un 

aumento en los niveles de fosforilación con respecto a la condición de control 

(Figura 22B), lo cual apoya la hipótesis de que existe una porción de AT2R que se 

encuentra constitutivamente activa. Sin embargo, la estimulación de las células 

B16F10(cav-1/sh ctrl) con CGP42112 no disminuyó los niveles de Y14-p-CAV1 , 

probablemente debido a que los niveles del AT2R que presentan estas células 

disminuyeron demasiado luego del silenciamiento y su posterior selección clonal. Lo 

anterior sugiere que las células B16F10(cav-1/sh ctrl) no son el mejor control de 

silenciamiento para evaluar el efecto de AT2R sobre la fosforilacion de CAV1.  
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 Los ensayos con la mutante fosfomimética B16F10(cav-1/Y14E) ayudó a 

confirmar que la discreta disminución en la fosforilación que promueve el AT2R 

sobre CAV1 es en definitiva, la causa de la inhibición de la migración que genera 

este receptor. Los resultados muestran que la migración de estas mutantes no se 

altera con CGP42112, como ocurrió con las B16F10(cav-1) (Figura 24). Esto se 

debe a que la mutación de CAV1 en estas células es precisamente en el residuo Y14, 

por lo que CGP42112 no estimula la desfosforilación de CAV1 y por lo tanto no 

disminuye su potencial migratorio. 

 

 Existen investigaciones que han mostrado  que la fosforilación en Y14 de 

CAV1 puede promover la migración a través de diferentes vías (Nuñez-Wehinger y 

col., 2014), siendo la vía CAV1/ Rab5/Rac-1, una de las últimas en descubrirse. Por 

lo tanto, para afirmar que el AT2R ejerce su inhibición principalmente sobre la vía  

CAV1/Rab5/Rac-1 y descartar otras vías, fue necesario evaluar los componentes río 

debajo de CAV1, las GTPasas Rab5 y Rac-1. 

 

 El análisis de los niveles activos de Rab5 mediante el ensayo de pull down 

mostraron una disminución significativa después del tratamiento con CGP42112 en 

B16F10(cav-1) pero no en B16F10(mock) (Figura 26A). Aunque hasta el momento 

no se ha informado  que el AT2R pueda influir en la activación de Rab5 se ha 

descrito que el AT2R puede aumentar la expresión de p85α (Senbonmatsu y col., 

2003),  una GAP de Rab5 que es secuestrado por Y14-p-CAV1 y que es, en ultima 

instancia, la responsable de aumentar la activación de Rab5 en la vía 

CAV1/Rab5/Rac-1. Sin embargo, un posible aumento en la expresión de p85α no 
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podría explicar el efecto del AT2R sobre Rab5 ya que la estimulación con el agonista  

CGP42112 fue solo por 30 min, un tiempo muy corto para esperar cambios en la 

expresión de esta proteína.  

 

 Los niveles activos de Rac-1 analizados en ensayos de pull down revelan 

que el AT2R también disminuyó sus niveles activos (Figura 26B), probablemente 

debido a la disminución de los niveles activos de Rab5.  Aunque aún no se describe 

un enlace directo entre AT2R y Rac-1, se ha descrito una relación entre Rac-1 y 

PP2A, una de las clásicas fosfatasas activadas por AT2R.  Sin embargo, esta  

relación  todavía es controversial porque, si bien en algunos casos PP2A puede 

disminuir los niveles de  Rac-1 a través de la desfosforilación de TIAM1 (Zhu y col., 

2015), en otro caso promueve  su estado inactivo (Bousquet y col., 2015).  

 

 Mediante FRET se determinó en qué sitios de la célula, Rac-1 disminuyó su 

actividad por efecto de la activación del AT2R. Estos resultados corresponden a un 

solo experimento de modo que no es posible establecer diferencias significativas. Sin 

embargo, este experimento fue útil para confirmar que la discreta disminución que 

provocó CGP42112 y que se detectó mediante pull down corresponde a la Rac-1 

involucrada en el proceso de migración celular. Antes del estímulo, los resultados 

mostraron que Rac-1 activo se encuentra localizado por todo el contorno de las 

células B16F10(cav-1) y principalmente en el frente de avance, promoviendo 

migración. A diferencia de lo que ocurre en las células B16F10(mock), en donde 

Rac-1 activo se  distribuyó por toda la célula. Como consecuencia de lo anterior, la 

estimulación del AT2R en las células B16F10(cav-1) afectó principalmente a la Rac-
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1 localizada en el frente de avance. Esto explicaría la inhibición de la migración que 

provocó el AT2R en estas células. En cambio en las B16F10(mock) aunque AT2R 

también disminuyó la actividad de Rac-1, esto no  influyó en la migración celular 

debido a que Rac-1 activo no está localizado únicamente en el frente de avance en 

estas células, lo que sugiere que no  participaría  en su migración. El análisis de la 

morfología de la célula antes y después del estimulo ayudó a descartar que la 

disminución en la fluorescencia  observada  en el contorno de la célula y 

principalmente en el frente de avance, sea consecuencia  de la retracción de la célula.  

 

 Interesantemente, el ensayo de pull down nunca reveló una disminución en 

los niveles activos de Rac-1 al estimular las células B16F10(mock) con CGP42112 

como ocurrió en el ensayo de FRET. Esto podría explicarse porque en el ensayo de 

FRET, el estímulo con CGP42112 se realizó luego de estimular la migración de la 

célula, en cambio en el ensayo de pull down, las células recibieron el estímulo 

estando estáticas (Figura 28). Lo anterior sugiere que las células B16F10(mock) 

podrían aumentar sus niveles activos de Rac-1 durante la migración de una manera 

independiente de CAV1. Pero más importante aún,  estos datos sugieren que el 

AT2R podría disminuir los niveles activos de Rac-1 mediante un mecanismo 

alternativo independiente de CAV1, que se hace más evidente cuando el receptor se 

activa durante la migración celular. 

 Los resultados  obtenidos hasta el momento sugieren que la 

desfosforilación promovida por la activación del AT2R en CAV1 es la responsable 

de disminuir la migración. Sin embargo, aunque la disminución en la actividad de 

Rab5 y Rac-1 al incubar con CGP42112 son consistentes con la hipótesis que plantea 
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que AT2R inhibe la vía Cav1/Rab5/Rac-1, aún no se ha corroborado que esta 

desfosforilación es la responsable de disminuir la activación de estas GTPasas. Para 

ello será  necesario evaluar cómo varia la activación de estas GTPasas en las 

mutantes fosfomimeticas incubadas con CGP42112.  

 

La desfosforilación de CAV1 en Y14 promovida por el AT2R se debe al 

aumento en la actividad de la fosfatasa PTP1B.  

 

 Considerando que el AT2R es un conocido activador de fosfatasas (Faria-

costa y col., 2014), es muy probable que una fosfatasa unida a CAV1 sea la 

responsable de los efectos que AT2R ejerce sobre esta proteína.  La desfosforilación 

de Y14-p-CAV1  depende de la actividad de PTP1B (Lee y col., 2006; Shin y col., 

2006). Aunque no hay evidencia en la literatura que indique que la actividad de 

PTP1B puede ser modulada por AT2R, se ha descrito que Ang II, el ligando del 

AT1R y del AT2R, puede promover la activación de PTP1B (Nemoto y col., 2014).  

Los resultados usando el inhibidor específico de PTP1B (Cinn-GEL2ME) mostraron 

que la inhibición de esta fosfatasa no solo restauró los niveles de Y14-p-CAV1 que 

disminuyó CGP42112 en las células B16F10(cav-1) (Figura 29A) sino que también 

los niveles de migración que disminuyó CGP42112 en estas células (Figura 29B). 

Estos resultados sugieren que la PTP1B está implicada en el efecto que promueve 

AT2R sobre la migración dependiente de la vía CAV1/Rab5/Rac-1.  

 

 Para corroborar que la activación del AT2R aumenta la actividad de PTP1B, 

primero se inmunoprecipitó esta enzima con el fin de medir su actividad. La 

inmunoprecipitación mostró que PTP1B es parte de un complejo que comparte con 
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CAV1 (Figura 30A) y al parecer esta asociación no es modificada en presencia de 

CGP42112, Sin embargo, debido a que solo se trata de un único experimento no se 

puede descartar la posibilidad que el AT2R podría disminuir los niveles de Y14-p-

CAV1, influyendo sobre la estabilidad del complejo. La medición de la actividad de 

fosfatasa alcalina de PTP1B inmunoprecipitada mostró que el AT2R aumenta la 

activación de PTP1B comparada con la condición control (Figura 30B). Sin 

embargo, tenemos que considerar que la  actividad enzimática medida corresponde a 

todas las fosfatasas alcalinas presentes en el complejo inmunoprecipitado de PTP1B 

que, si bien se encuentra enriquecido en dicha fosfatasa, no se puede descartar la 

contribución de otra fosfatasa presente en el complejo. A pesar de lo anterior, es muy 

probable que AT2R controle la actividad de PTP1B porque esta fosfatasa aumenta su 

actividad cuando los niveles de ROS disminuyen (Touyz y col., 2004), que es uno de 

los efectos más clásicos de AT2R (Salsman y col., 2005). 

 

AT2R disminuye la metástasis de melanoma  

 

 El papel del AT2R como inhibidor de metástasis se evaluó mediante el 

ensayo de metástasis. Este ensayo  ayudó a evaluar el potencial metastásico de una 

célula de melanoma que ha sido previamente incubada con CGP42112. Los 

resultados mostraron una disminución significativa de la metástasis de B16F10(cav-

1) tratada con CGP42112, pero no de las células B16F10(mock) (Figura 32), tal 

como ocurrió en los ensayos de migración. Esto sugiere que el efecto de AT2R sobre 

la metástasis es mediante la inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1.  
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 Sumado a lo anterior, los resultados del ensayo de metástasis utilizando las 

células silenciadas mostraron que CGP42112 no  disminuyó la metastasis en 

B16F10(cav-1/sh AT2R), confirmando la importancia de este receptor en este 

proceso (Figura 33). Además, tal como se observó en los ensayos de migración con 

las células B16F10(cav-1/sh AT2R), el silenciamiento del AT2R aumentó el 

potencial de metástasis con respecto a su control (B16F10(cav-1/sh ctrl)), sugiriendo 

que la activación intrínseca del AT2R también influye en la metástasis. Sin embargo, 

las células (B16F10(cav-1/sh ctrl) no disminuyeron los niveles de metástasis luego 

de ser incubadas con CGP42112. Este resultado sugiere que la disminución de la 

expresión de AT2R experimentada en estas células puede haber afectado su 

capacidad de responder a CGP42112. Aunque ya habíamos constatado que la 

disminución en la expresión del AT2R en las células (B16F10(cav-1/sh ctrl) no 

afectaba su capacidad de respuesta a CGP42112 en procesos como la migración 

(Figura 18D), no se evaluó si estas células seguían respondiendo a CGP42112 en 

otros procesos más complejos que también son parte de la metástasis como por 

ejemplo la invasión, migración transendotelial, etc. La metastasis es un proceso  

complejo que involucra más etapas, es necesario una actividad de AT2R lo 

suficientemente alta para inhibir la migración durante todo el proceso, algo que 

probablemente con las células (B16F10(cav-1/sh ctrl) no se puede lograr debido a la 

baja expresión de este receptor. 

 

 Adicionalmente, otro argumento que puede explicar la incapacidad de estas 

células de disminuir su metastasis al ser estimuladas con CGP42112, es que hayan 

disminuido su potencial migratorio por la disfunción o ausencia de alguno de los 

componentes de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. Aún no se ha comparado el potencial 
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migratorio de las células B16F10(cav-1/sh ctrl) con las B16F10(cav-1), por lo que se 

desconoce si las primeras modificaron su potencial migratorio comparado con el que 

tienen las segundas. La comparación entre los niveles de metastasis que alcanzan las 

células B16F10(cav-1) (aproximadamente 30%) con el de las (B16F10(cav-1/sh ctrl) 

(aproximadamente 7%) sugiere que estas últimas efectivamente disminuyeron su 

potencial metastasico. Sin embargo, esto es algo que aún no ha sido evaluado en un 

ensayo que incorpore ambos tipos celulares. 

 

 A pesar de que el silenciamiento del AT2R no permite corroborar el rol de 

esta proteína en la metástasis, los resultados obtenidos hasta el momento han sido 

consistentes en sugerir que AT2R inhibe la migración de melanoma y cáncer de 

mama mediante la inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. Sin embargo, estos 

resultados aun no  permiten sostener  esta hipótesis con certeza. Para ello, es 

necesario realizar experimentos con las mutantes fosfomimeticas con el fin de 

corroborar que la desfosforilacion promovida por la activación del  AT2R es la 

responsable de inhibir la actividad de las GTPasas río abajo y no es un efecto directo 

de AT2R sobre estas proteínas. Además, es necesario utilizar mutantes 

constitutivamente activas de las GTPasas para corroborar que la disminución en su 

actividad es efectivamente la responsable de inhibir la migración y metástasis. A 

pesar de que aun quedan preguntas por resolver, colectivamente  estos resultados 

sugieren un posible mecanismo de acción por el cual el AT2R podría inhibir la 

migración y metástasis de estas células tumorales, el cual se seguirá explorando 

(Figura 34).  
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Figura 34. Modelo propuesto para el mecanismo por el cual el AT2R inhibe la 

actividad de la vía CAV1/Rab5/Rac-1. PTP1B es una fosfatasa que forma parte de 

un complejo multiproteico con CAV1 y que desfosforila a CAV1 en Y14. La 

activación del AT2R con el agonista CGP42112 estimula la actividad de la fosfatasa 

PTP1B, promoviendo la desfosforilación de CAV1. Esta desfosforilación desactiva 

la vía CAV1/Rab5/Rac-1, inhibiendo los procesos de migración, invasión y 

metástasis. 
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CONCLUSIONES 

 

• La presente investigación  propone  un nuevo mecanismo por el cual el AT2R 

inhibe  la metástasis de melanoma y del cáncer de mama. En base a los 

resultados  se concluye que la inhibición de la vía CAV1/Rab5/Rac-1 dada por 

la desfosforilación de CAV1 promovida por el AT2R es el principal 

mecanismo por el cual este receptor inhibe la metástasis en este tipo de 

cánceres. Este estudio además  identificó un nuevo blanco de acción del AT2R, 

la fosfatasa PTP1B. Esta fosfatasa  incrementa su actividad gracias a la 

activación de dicho receptor y es la responsable, en última instancia, de la 

desfosforilación que AT2R promueve sobre CAV1.  

 

• En resumen, el presente estudio identificó que el AT2R funciona como un 

inhibidor de metástasis potenciado por CAV1.  Este nuevo conocimiento 

podría ser importante para prevenir la metástasis potenciada por CAV1 

mediante el desarrollo de tratamientos que impliquen la activación de AT2R en 

etapas claves del desarrollo de este proceso.  
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