UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA MEXICALI
COORDINACION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE

=
Z,
&
o
=
—
<
J
=
<
Q

“Resistina como inductora de migracién e invasién en células
tumorales prostaticas PC3: Rol de vesiculas extracelulares”

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTORADO EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

PRESENTA

M.C. MARIO ISRAEL OREGEL CORTEZ
TUTOR

DR. OCTAVIO GALINDO HERNANDEZ

Mexicali, Baja California Marzo de 2024



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA
COORDINACION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA DE DICTAMEN DE LA EVALUACION DE LA FASE ESCRITA DEL
TRABAJO TERMINAL

Mexicali, B.C., a 19 de Enero de2024.

Los abajo formantes, miembros del Jurado Dictaminador del trabajo terminal
titulado "'Resistina como inductora de migracion e invasiéon en células
tumorales prostaticas PC3: Rol de vesiculas extracelulares’, que, para
obtener el Grado de Doctorado, presenta el C. Mario Israel Oregel Cortez,
una vez concluida la evaluacién correspondiente, hemos resuelto aprobarla.

o 7=

Dr. Octavio Galindo Hernandez
Presidente

Dr. Victor Guadalupe Garcia Gonzalez
Secretario

Dr. Nicolas Addiel Serafin Higera Dr. faz Molina\_
Sinodal Sinodal




Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Medicina

“Resistina como inductora de migracién e invasién en células
tumorales prostaticas PC3: Rol de vesiculas extracelulares”

Autor de la tesis

MCS. Mario Israel Oregel Cortez
Universidad Autonoma de Baja California
Mexicali, Baja California

Tutor y Director de Tesis

Dr. Octavio Galindo Hernandez
Facultad de Medicina Mexicali
Universidad Autonoma de Baja California
Mexicali, Baja California

Sinodal

Dr. Eloy Perez Yepez

Investigador en Ciencias Médicas Nivel D.

Unidad de Investigacion. Instituto Nacional de Cancerologia
CDMX-México

Sinodal

Dr. Nicolas Addiel Serafin Higuera

Unidad Ciencias de la Salud, Facultad de Odontologia Mexicali
Universidad Autonoma de Baja California

Mexicali, Baja California

Sinodal

Dr. Raul Diaz Molina

Facultad de Medicina Mexicali
Universidad Autonoma de Baja California
Mexicali, Baja California

Sinodal

Dr. Victor Guadalupe Garcia Gonzalez
Coordinador de Posgrado e Investigacion
Facultad de Medicina

Universidad Autonoma de Baja California
Mexicali, Baja California



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autonoma de Baja California (UABC), por convertirse en mi
segunda casa durante estos afios, apoyando mi crecimiento profesional y personal

de una forma plena y completa.

A la Facultad de Medicina Mexicali de la UABC, por la disposicion en apoyar mi
trabajo de investigacion, brindado sus instalaciones y recursos.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por creer en mi proyecto
de investigacion y brindar el apoyo durante este proceso.

Al Dr. Octavio Galindo Hernandez, por creer en mi desde un principio, jamas me
dejaste solo, me apoyaste, impulsaste y creaste en mi interior la necesidad de crear

conocimiento, gracias por darme a conocer este camino, lo que soy es gracias a ti.

A mis sinodales Dr. Eloy Perez Yepez, Dr. Victor Guadalupe Garcia Gonzalez, Dr.
Nicolas Addiel Serafin Higuera y Dr. Raul Diaz Molina, por su guia incomparable,
me mostraron el camino durante este proceso, siempre brindandome su apoyo

incondicional.

A mis compafieros de laboratorio, M.C.S. Georgina Quintana Gonzalez, Lic. Jesus
Medina, MD. Qiling Tan, MD. Merino Rubio Hector Alejandro, Dr. Angel Armando
Pulido Capiz y Dr. Héctor Frayde Gomez, a todos gracias por su apoyo, aprendi que
el trabajo duro y las risas pueden ir de la mano, gracias por estar presentes en los

malos y buenos momentos, al final del dia, somos una segunda familia.



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a Dios, gracias por nunca dejarme desamparado.

A mi esposa Marisela Rodriguez Garcia, te agradezco estar a mi lado en todo
tiempo, los logros se alcanzan en quipo, gracias por el apoyo siempre brindado, te

amo.

A mi hijo Bernardo Salvador Oregel Rodrigez, las palabras jamas seran suficientes

para expresar lo que siento por ti, todo es por ti y para ti, te amo.

A mi madre Lilia Edith Cortez, gracias por siempre estar a mi lado, por mostrarme

que siempre puedo dar lo mejor de mi, todo lo que tengo es por ti, te amo madre.

A mi tio Jesus Hernandez Cortez ¥, a pesar de todo y sin importar lo que suceda,

la familia siempre se protege.

A mi padre Salvador Mancilla T, te agradezco todo lo que hiciste por mi, nunca

dudaste en darme tu apoyo, fuiste un pilar en la construccion de mi vida, te extrafio.



Abreviaturas

3D
Acs
Akt
Ala
AMPK
Anx
Arg
Asn
Asp

CAP1

CO2
Ctrl
Cys
D.E.
DMEM
DNA
ECL
EGFR
ERK
ERM

FAK

Tres dimensiones

Anticuerpos

Proteina cinasa B

Alanina

Proteina cinasa de adenosina monofosfato
Anexina

Arginina

Asparagina

Aspartico

Ciclasa asosiada a citoesqueleto de actina
reguladora de proteina 1

Dioxido de carbono

Control

Cisteina

Desviacion estandar

Medio eagle modificado dulbecco's

Acido desoxirribonucleico
Electroquimioluminiscencia

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Quinasa reguladora de sefal extracelular
Proteinas Ezrin, Radixin y Miosin

Cinasa de adhesion focal



Flot

FLVEs

Glu
Gly
GPCR
His

HSP

lle
IMC
JAK
kDa
Leu
LPS
Lys
MC
min
miRNA
mL
mm
MMP
RNA

mMRNA

Flotilina

Fraccion libre de vesiculas extracelulares
Gramo

Glutamina

Glicina

Receptor acoplado a proteina G
Histidina

Proteina de choque termico
Interleucina

Isoleucina

indice de masa corporal
Cinasa Janus

Kilo Dalton

Leucina

Lipopolisacarido

Lisina

Medio condicionado

Minuto

Micro acido ribonucleico
Mililitros

Milimetro

Metaloproteinasa

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero



NcRNA
MVs
ng

NIP
nm
Phe
PI3K
Pro

ROR1

RTK
Ser
SFB
SOCS3

STAT

Thr
TLR4
TNF-a
Trp
Val
VEs
WASP

WB

Acido ribonucleico no codificante
Multivesicular

Nanogramos

Neoplasia intraepitelial prostatica
Nanometro

Fenilalanina

Fosfoinositol 3-cinasa

Prolina

Receptor huérfano de tirosina cinasa

Receptor tirosina cinasa

Serina

Suero Fetal Bovino

Supresor de sefal de citosina 3

Sefal traductora y activador de transcripcion

Treonina

Receptor tipo toll 4

Factor de necrosis tumoral alfa
Triptofano

Valina

Vesiculas extracelulares

Proteina de sindrome Wiskott-Aldrich

Western Blot



ML

um

Microlitro

Micro molar

Micrémetro



LISTADO DE TABLAS

Tabla 1. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre
resisting y el receptor CAP . ce e e e 43

Tabla 2. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 1 entre CAP1 y Resistina. -----==ssemmmmmmmmee e 44

Tabla 3. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 2 entre CAP1 y Resistina. -----==ssemmmmmmmm e 46

Tabla 4. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 3 entre CAP1 y Resisting ------==-semmmmmmmm e 48

Tabla 5. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la

resisting y el receptor TLR4 . -ceee e e e e 51

Tabla 6. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 1 entre TLR4 y ReSisting. ------------sseseee e 52

Tabla 7. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

molecular numero 2 entre TLR4 y ReSiSting. ------------sssesee s 54

Tabla 8. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 3 entre TLR4 y Resistina.------==seemmmmmmmm e 56

10



LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Modelo representativo de la progresion tumoral prostatica. ---------------- 19
Figura 2 Cascada de Sefalizacion modelada por FAK en la progresion tumoral.-22

Figura 3. Biogénesis de las vesiculas extracelulares. 27

Figura 4. Captacion autocrina y paracrina de moléculas cargo mediante vesiculas
extracelulares. 29

Figura 5. Diagrama del disefio metodolégico general del proyecto. ------------------ 34
Figura 6. Diagrama del disefio metodolégico general del proceso de
ultracentrifugacion diferencial. 40

Figura 7. Docking molecular 1 del receptor CAP1 (bronce) y resistina (blanco). --43
Figura 8. Docking molecular 2 del receptor CAP1 (bronce) y resistina (blanco). --46
Figura 9. Docking molecular 2 del receptor CAP1 (bronce) y resistina (blanco). --48
Figura 10. Docking molecular 1 del receptor TLR4 (Azul) y resistina (blanco). ----52
Figura 11. Docking molecular 2 del receptor TLR4 (Azul) y resistina (blanco). ---- 54
Figura 12. Docking molecular 3 del receptor TLR4 (Azul) y resistina (blanco). ---- 56
Figura 13. La resistina induce la migracion en células de cancer de proéstata. ----- 59
Figura 14. La resistina induce el incremento en los niveles de fosforilacion de la

cinasa FAK en células de cancer de prostata. 61

Figura 15. La resistina aumenta la secrecion de MMP -2 y MMP -9 en células PC3.

63
Figura 16. La resistina promueve un incremento en los esferoides de células PC3.
65
Figura 17. Estandarizacion de la técnica Ultra-centrifugacion diferencial.----------- 66
Figura 18. Expresion de flotilina 2 y CD63 en muestra ultra-centrifugada. ---------- 67

Figura 19. Las vesiculas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con

resistina inducen la migracién celular en células PC3. 69
Figura 20. Las vesiculas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con

resistina inducen la invasion celular en PC3 de forma autocrina. 71

Figura 21. Vesiculas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina

inducen la invasion celular en PC3 de forma autocrina. 73

Figura 22. Las VEs regulan la migracion en células PC3 dependiente de la

11



concentracion. 75

Figura 23. Las VEs presentan moléculas cargo asociadas a la progresion tumoral

en células PC3 estimuladas en presencia o ausencia de resistina. 76

12



CONTENIDO

|. Marco teorico.

I.1. Generalidades del cancer de préstata

[.2. Cancer prostatico y obesidad

[.3. Migracioén e invasion celular

|.4 Adipocinas

[1l. Antecedentes

l1l.1 Resistina y su asociacién con cancer

[1l.2. Receptores tipo Toll y su interaccion con resistina

[11.3 Vesiculas extracelulares y su papel en cancer

V. Justificacion

V. Hipotesis

VI. Objetivo general

VI.1. Objetivos particulares.

VII. Metodologia

VIII. Material biolégico y métodos

VIIl.1. Linea Celular

VIIIL.2. Anticuerpos

VII1.3. Cultivos celulares

VIIl.4. Docking molecular

VIII.5. Ensayo de cierre de herida

VII.6. Ensayo de invasion en camara de Boyden

VIIl.7. Inmunodeteccion

VIII.8. Zimografia

18
18
20
21
23
24
24
25
27
30
31
32
32
34
35
35
35
36
36
36
37
38
38

13



VIII.9. Ensayo de crecimiento de esferoides (cultivo 3D). 39

VII1.10. Aislamiento y caracterizacion de VEs 39
VIII.11. Analisis estadistico 40
IX. Aspectos éticos, normativos y de seguridad 41
X. Resultados 42
X.1 Docking molecular sobre la interaccion de CAP1 o TLR4 con Resistina. ------ 42
X.1.1 Docking molecular Resistina vs CAP1. 42

Tabla 1. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre
resistina y el receptor CAP1. 43

Tabla 2. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

molecular numero 1 entre CAP1 y Resistina. 44

Tabla 3. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 2 entre CAP1 y Resistina. 46

Tabla 4. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

molecular numero 3 entre CAP1 y Resistina 48

X.1.2 Docking molecular Resistina vs TLR4. 51

Tabla 5. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la
resistina y el receptor TLR4. 51

Tabla 6. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

molecular numero 1 entre TLR4 y Resistina. 52

Tabla 7. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 2 entre TLR4 y Resistina. 54

Tabla 8. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 3 entre TLR4 y Resistina. 56

X.2. Resistina promueve el incremento en la migracion de células de la linea celular
prostatica PC3. 58

14



X.3. La resistina incrementa los niveles de fosforilacion de la cinasa de adhesion
focal FAK en la linea celular prostatica PC3. 60

X.4. La resistina promueve un incremento de los niveles de secrecion de la MMP -

2y MMP -9 en la linea celular tumoral prostatica PC3. 62

X.5. La resistina induce un aumento en el crecimiento de esferoides de cultivo 3D
en células tumorales PC3. 64

X.6. Estandarizacion de la técnica de ultracentrifugacion diferencial. ---------------- 66

X.7. Resistina induce la secrecion de VEs que promueven la migracion celular en

células prostaticas PC3. 68

X.8. Las VEs de cultivos PC3 tratados en presencia de resistina incrementan los
niveles de secrecion de la MMP -2 y MMP -9. 70

X.9. VEs derivadas del tratamiento con resistina inducen invasion en células PC3.
72

X.10. Efecto de las VEs provenientes de estimulos de resistina en células PC3.-74

X.11. Las VEs transportan moléculas cargo involucradas en la progresion tumoral.

76
XI. Discusion 7
XIll. Conclusiones 82
XIll. Bibliografia 84
XIV. Anexos 95

15



l. Resumen

La resistina es una adipocina con funciones metabdlicas e inflamatorias. Los
estudios epidemiologicos y traslacionales informan que un aumento en los niveles
plasmaticos y la expresion tisular de resistina aumenta la agresividad de las células
tumorales prostaticas. Las vesiculas extracelulares (VEs) se secretan de forma
constitutiva e inducidas por citocinas, factores de crecimiento y calcio, ademas de
encontrarse en multiples fluidos biolégicos como la saliva, el suero, el semen y la
orina. En particular, se ha demostrado que las VEs promueven la progresion tumoral
mediante la induccion de proliferacion, crecimiento, angiogénesis, resistencia a la
quimioterapia y metastasis. Sin embargo, aun queda por estudiar el papel de la
resistina en la migracion, invasion y secrecion de VEs en células tumorales
prostaticas invasivas. En el presente estudio, demostramos que la resistina induce
una mayor migracion e invasion en las células PC3. Ademas, estos fenomenos van
acompafados de niveles elevados de p-FAK y una mayor secrecion de MMP-2 y
MMP-9 en células PC3 tratadas con resistina. De manera interesante, las VEs
aisladas de sobrenadantes de células PC3 tratadas con resistina, inducen un
aumento en la migracion e invasion acompafnado en conjunto de un incremento de
las MMP-2 y MMP-9 en un modelo de estimulacion autocrina. En resumen, nuestros
datos demuestran por primera vez que la resistina induce la migracion e invasion,
en parte a través de la secrecion de VEs con caracteristicas pro-invasivas en las
células PC3.
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Abstract.

Resistin is an adipokine with metabolic and inflammatory functions. Epidemiological
and translational studies report that an increase in plasma levels and tissue
expression of resistin increases the aggressiveness of prostate tumor cells.
Extracellular vesicles (EVs) are secreted constitutively and induced by cytokines,
growth factors, and calcium and are found in multiple biological fluids such as saliva,
serum, semen, and urine. EVs have been shown to promote tumor progression
through the induction of proliferation, growth, angiogenesis, resistance to
chemotherapy, and metastasis. However, the role of resistin in the migration,
invasion, and secretion of EVs in invasive prostate tumor cells remains to be studied.
In the present study, we demonstrate that resistin induces increased migration and
invasion in PC3 cells. In addition, these phenomena are accompanied by increased
p-FAK levels and increased secretion of MMP-2 and MMP-9 in resistin-treated PC3
cells. Interestingly, EVs isolated from supernatants of PC3 cells treated with resistin
induce an increase in migration and invasion accompanied by high MMP-2 and
MMP-9 secretion in an autocrine stimulation model. In summary, our data for the first
time demonstrate that resistin induces migration and invasion, partly through the
secretion of EVs with pro-invasive characteristics in PC3 cells.
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Il. Marco tedrico.

Il.1. Generalidades del cancer de préstata
La prostata es una glandula constituyente del sistema genitourinario situada debajo

de la vejiga y por delante del recto. Es constituida por multiples estructuras, la
mayoria del tejido glandular en la prostata se encuentra presente en la zona
periférica y el liquido seminal producido por estas glandulas desemboca
aproximadamente de entre 12-20 ductos excretores, para posteriormente proceder
a ser secretado en la uretra [1]. Histologicamente, la glandula prostatica consiste en
epitelio pseudoestratificado con tres tipos principales de células epiteliales
diferenciadas: células epiteliales luminales (son las mas cercanas al lumen que
corresponden al 90% de las células prostaticas), células epiteliales basales (dan
origen a las células luminales y conforman el 10% de las células prostaticas) y
células neuroendocrinas (son menos del 1% de las células prostaticas y son

capaces de producir serotonina) [1,2].

El cancer de prostata es la neoplasia maligna no cutdnea mas comun en hombres
en el mundo occidental [3]. En el ano 2020, la base de datos GLOBOCAN reporto
mas de 1.4 millones de nuevos diagnosticos y mas de 350,000 muertes alrededor
del mundo, ademas de estimar que para el aino 2040 el numero de incidencia
incrementara cerca de 2.5 millones de nuevos diagnosticos y estima un crecimiento
de mas del 50% en muertes por cancer prostatico [4], colocando al cancer prostatico
en la quinta causa de muerte en hombres en todo el planeta [1]. El cancer de prostata
inicia por un crecimiento tumoral maligno en la glandula prostatica, el cual se
manifiesta por una proliferacién descontrolada de las células epiteliales luminales
secretoras, secundaria a mutaciones en los genes supresores de tumores y proto-
oncogenes (p53, Ras, Src, FAK y PI3K) [5-7]. Estas mutaciones pueden ser
adquiridas durante la vida del individuo y catalogarse como una enfermedad
esporadica, o bien ser heredadas, describiéndose como una enfermedad familiar
[1,8]. Si bien el cancer de prostata puede originarse a partir de cualquier tipo celular
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presente en la glandula prostatica e ir progresando como se muestra en la figura 1,
alrededor del 95% de los tumores prostaticos son adenocarcinomas que se originan
de las células epiteliales luminales [8,9]. Sin embargo, en algunos casos el cancer
puede propagarse a tejidos y organos distantes como al esqueleto, ganglios,
pulmones dando origen a tumores secundarios o también conocidos como

metastasicos [6,10-12].

Progresion del Cancer

Prostatico
Epitelio Neoplasia ; Adenocarcinoma Ad cinoma M asis (tumor
normal ' intraepitelial ' (latente) ! (clinico) ! secundario)
prostatica , H i
Caracteristicas
Membrana basal + + - - -
definida : ! '
Proliferacién _ + + o o

descontrolada

Degradaciéndela |
membrana

Invasién del tejido |
circundante i

Tumor en 6rgano -
distante !

Figura 1. Modelo representativo de la progresion tumoral prostatica.

Representacién esquemética de un epitelio normal, neoplasia intraepitelial prostatica,
adenocarcinoma latente, adenocarcinoma clinico y metastasico. En un epitelio normal se encuentran
a las células rodeadas de una membrana basal. Una neoplasia prostéatica intraepitelial presenta una
proliferacion descontrolada de las células, generando una disminucién numérica de células
mioepiteliales, un adenocarcinoma latente presenta una degradacion parcial de la membrana basal.
Posteriormente cuando las células invaden el tejido circundante el tumor es clasificado como
adenocarcinoma clinico. Un tumor metastasico prostatico es aquel desarrollado en un érgano
distante del tumor primario (Figura adaptada de Michael M. Shen and Cory Abate-Shen. Genes Dev.
2010).
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1.2. Cancer prostatico y obesidad
En la actualidad existen diversos estudios epidemioldgicos que sustentan la relacion

entre la obesidad y el desarrollo de diferentes tipos de cancer [13-16]. El tejido
adiposo es un érgano endocrino que secreta multiples moléculas bioactivas que
regulan el metabolismo y el sistema inmunoldgico [13,17-19]. La hipertrofia de los
adipocitos conjuntamente con un exceso de tejido adiposo presente en la obesidad
conlleva a alteracién del metabolismo de los tejidos periféricos. Por ello, la obesidad
se encuentra asociada altamente a diversas comorbilidades como lo son la
hipertension, dislipidemia, resistencia a insulina, diabetes y un incremento en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares [13,19-22]. Asi mismo, nuMerosos
estudios epidemioldgicos confirman la asociacion entre la obesidad y diversos tipos
de cancer, incluyendo el cancer de colon, de mama, de pancreas, de ovario y de
prostata [13,14,23-25]. Se ha estimado que al menos 20% de todos los tumores son
causados por un exceso de peso, ademas de que personas con obesidad (IMC=
30) presentan un riesgo mayor de desarrollar cancer con respecto a aquellos que
presentan un IMC normal (18-25) [26,27]. Particularmente, el cancer prostatico
presente en hombres obesos es mas agresivo con respecto a aquellos individuos
con una talla normal, por lo que la obesidad incrementa la mortalidad en estos
pacientes [13,26], mientras que una reduccion en el peso corporal se asocia a una
disminucién el riesgo de desarrollar cancer de prostata [26]. Asi mismo, diversos
estudios experimentales han demostrado que una dieta rica en grasas puede inducir
un microambiente inflamatorio en el tejido prostatico y promover la iniciacion y

progresion de cancer de prostata en roedores [27-29].

El tejido adiposo libera mas de 20 diferentes tipos de adipocinas que actuan de
manera autocrina, paracrina o endocrina y bajo condiciones normales, regulan
diversos procesos fisioldgicos como la homeostasis de la glucosa, el metabolismo
de lipidos, la sensibilidad a la insulina, la presidbn sanguinea, angiogénesis y
procesos inflamatorios [13,14,26]. En cambio, en la obesidad la comunicacion
paracrina entre adipocitos y células del sistema inmune se altera debido, entre otros
factores, a que se desregula la secrecion de adipocinas y esto conlleva a una
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inflamacion cronica de bajo grado. El aumento o disminucion en la secrecion de
hormonas, factores de crecimiento y adipocinas derivadas del tejido adiposo
promueven el crecimiento, proliferacion, migracion e invasion tumoral con
subsecuente metastasis. En el caso particular del cancer de préstata las adipocinas
leptina, visfatina y resistina se han relacionado como promotores de diversas etapas
de progresion tumoral, aunque los mecanismos moleculares involucrados no han

sido completamente elucidados [26-31]

1.3. Migracion e invasioén celular
La migracion y la invasion estan implicadas en la fisiopatologia del cancer,

incluyendo la metastasis, siendo una caracteristica primordial de los tumores
malignos, asi como la principal causa de muerte por cancer [32]. La metastasis
involucra la migracién celular a traveés de los tejidos, la cual es la resultante de un
ciclo continuo de pasos interdependientes y coordinados que involucran la
maquinaria del citoesqueleto. La migracion celular comprende la formacién de
protrusiones, las cuales son formadas por la polimerizacidén de actina, asi como la
participacion de diversas proteinas, tales como Arp2/3, WASP, WAVE y Cdc42
[32,33].

La integrina avB3 es un receptor transmembrana heterodimérico que une proteinas
de la matriz extracelular que promueven la sobrevivencia, proliferacién y migracion
de las células tumorales prostaticas [34]. La integrina av33 regula la activacion de
diversas proteinas, entre las que se encuentra la cinasa de adhesion focal (FAK).
Posterior a la formacion de complejos entre integrinas, FAK puede ser reclutada a
los sitios de agrupacion de integrinas y activada a través de mecanismos no
definidos que involucran la formacién de complejos de FAK y su autofosforilacion
en Y397. La proteina FAK activa promueve el crecimiento y metastasis de las
células cancerosas prostaticas a través de la estimulacion de sus efectores rio
abajo, como Src, PI3K/Akt y ERK, proteinas mediadoras de proliferacion,

sobrevivencia, migracion, invasion y metastasis [34,35].
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Figura 2 Cascada de Senalizacion modelada por FAK en la progresion tumoral.

La quinasa de adhesion focal (FAK) puede ser activada por agrupamientos de integrinas, receptores
de citocinas, receptores tirosina quinasa (RTK) y receptores acoplados a proteina G (GPCR). Es
capaz de modular vias de sefializacion rio abajo asociados a multiples procesos bioldgicos los cuales
se ven implicados en la progresion tumoral, como la remodelacion del citoesqueleto celular mediada
por las fibras de estrés, lamelopodia, filopodia y contraccion celular, proliferacion, inhibicion de la
apoptosis, el crecimiento celular y la degradacién de colageno (Figura adaptada de Hsiang-Hao

Chuang. Molecular Sciences. 2022).



1.4 Adipocinas

Las adipocinas son ampliamente secretadas por el tejido adiposo. A la fecha, se
han logrado detectar una gran variedad de dichas moléculas, sin embargo, los
procesos y funciones que pueden llegar a presentar no han sido elucidados en su
totalidad [36]. Ahora bien, por su asociacion al tejido adiposo es que se vinculan a

procesos inflamatorios y a la obesidad [37,38].

Dentro las adipocinas mas estudiadas en este campo encontramos a la leptina, tiene
un peso molecular de 16 kDa y es altamente producida por el tejido adiposo [39].
Estructurada por cuatro hélices a y estabilizada por enlaces disulfuro muy similar a
la IL-6 [40]. La literatura menciona que la leptina interactua a nivel cerebral activando
vias de sefalizacidn asociadas al gasto energético y a controlar el apetito [41].
Ademas, de tener un papel regulatorio mediado por la MMP -2 [42]. Por otro lado, la
adiponectina cuenta con un peso de 30 kDa y fue descubierta en los afios 90 como
una proteina secretada por el tejido adiposo [43]. Se conocen tres tipos de
receptores de adiponectina, los cuales son AdipoR1, AdipoR2 y T-cadherina [44,45],
no obstante, el receptor T-cadherina a pesar de activarse mediante la adiponectina,
no presenta sefializacion rio abajo [45]. De manera interesante, la adiponectina se
encuentra en un nivel opulento en circulacién, sin embargo, dichos niveles los
encontramos inversamente correlacionados con el indice de masa corporal (IMC),
el nivel de triglicéridos o con el proceso de resistencia a la insulina [46,47]. En
conjunto de dicha informacion, inicialmente se propuso que en ratones puede
favorecer la activacion de AMPK mediante el estimulo de la utilizacion de glucosa,
dicho fendmeno se asocia a la disminucién de la resistencia a la insulina mediante
la oxidacion de los acidos grasos, por otro lado, en humanos se ha observado como
la resistina presenta un papel mediador de la resistencia a la insulina a través de
AMPK [8,49,144]. La IL-6 es producida por diferentes tipos de células, como los
fibroblastos, macrofagos, musculo esquelético, células endoteliales y adipocitos [50].
Se encuentra conformada por cuatro hélices a e interactua con el receptor de IL-6
que luego se asocia con la glucoproteina gp130 para desencadenar la cascada de

sefalizacion [51,52]. La literatura menciona que un tercio de la IL-6 circulante es
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derivada del tejido adiposo, ademas de que sus niveles se encuentran
correlacionados con la circunferencia de cintura y con el IMC en diversos datos
clinicos [53,54]. TNF-a es una de las primeras citocinas descubiertas y producidas
por el tejido adiposo que fueron descubiertas [55], tiene un peso de 26 kDa y es
sintetizado como un mondémero transmembranal, ademas, puede ser solubilizado

por la enzima convertidora de TNF-a convirtiéndolo en una proteina de 17 kDa.

IV. Antecedentes

IV.1 Resistina y su asociacion con cancer
Resistina fue encontrada por vez primera en ratones obesos, derivada de células

que se encuentran en el tejido adiposo y asociada en el proceso de resistencia a la
insulina mediada por sobrepeso [56-59]. La resistina (también conocida como factor
secretor especifico del tejido adiposo) es una proteina rica en residuos de cisteina
originalmente propuesta como vinculo entre la obesidad y diabetes. En humanos,
esta adipocina se encuentra en circulacion sanguinea (5 a 55 ng/mL) como un
oligomero de 660 kDa [60], siendo ampliamente expresada y secretada por
monocitos y macrofagos residentes en el tejido adiposo visceral, mientras que los
adipocitos y preadipocitos expresan niveles minimos de dicha proteina [13,26,61,62].

Estructuralmente, resistina presenta una composicion inusual de varias
subunidades que se mantienen unidas mediante interacciones no covalentes [63].
Por un lado, los receptores de Decorina y ROR1 son propios de la resistina en
modelos murinos [64,65], mientras que, en humanos, el receptor de resistina recibe
el nombre de proteina 1 asociado a adenilil ciclasa (CAP1) [66]. Asimismo, se
presentd evidencia donde resistina compite por la union a los receptores TLR4 con
el lipopolisacarido (LPS) [67]. No obstante, existe evidencia sobre el papel supresor
de la sehnalizacion mediada por insulina en adipocitos mediante SOCS3 [67]. La
descripcion sobre el papel de resistina en el sistema inmune continda en
investigacion, ya que en humanos presenta un papel mas activo que en modelos

murinos [68]. Existe controversia sobre los procesos que regula resistina, ya que la
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literatura la presenta como una molécula proinflamatoria, mientras que otros la

presentan con un papel distinto [69].

Los resultados de diversos estudios epidemioldgicos han sefalado la asociacion
entre obesidad y el incremento en la incidencia de una amplia variedad de distintos
tipos de cancer entre los que se encuentran el cancer esofagico, gastrico,

pancreatico, hepatico, colorrectal, mamario y prostatico [14,61,70-72].

Los cambios en la adiposidad en los tejidos pueden regular distintos procesos
asociados a la progresion tumoral, como la carcinogénesis. Sin embargo,
actualmente los mecanismos que asocian la obesidad con la progresion tumoral no
han sido completamente elucidados. La adiponectina, leptina y resistina han sido
involucradas en la sefalizacion celular autocrina y/o paracrina, debido a la
caracterizacion de su papel en los mecanismos de la iniciacion, progresion,
regresion y persistencia tumoral [73,74]. Entre ellas, la resistina emerge como una
molécula muy importante implicada en el diagndstico, prondstico y patofisiologia del
cancer [13,61].

IV.2. Receptores tipo Toll y su interaccién con resistina
Los receptores tipo toll son caracteristicos por censar y reconocer moléculas en la

superficie celular, en los mamiferos se han descrito 13 receptores homdlogos a toll
[75]. Especificamente, los TLR4 son capaces de reconocer el lipopolisacarido (LPS)
y proteinas de choque térmico HSP60 y HSP70 [76,77]. Incluso, existe evidencia
sobre la excitacion de TLR4 mediante la activacion y dimerizacion con TRL2
favoreciendo rio abajo la via TLR4/NFkB [78]. Se han descrito vias de transduccion
gue son mediadas por resistina en diversos tipos de células tumorales, entre las que
se incluyen sefalizacidn a través de receptores tipo toll 4 (TLR4), y la activacion de
la via PI3K/Akt/NFkB [79-81]. La activacion de estas vias puede ocasionar que se
mantenga un estado inflamatorio cronico a través de la secrecion constante de
citocinas pro-inflamatorias, lo cual puede conducir a un estado cancerigeno. Las

citocinas a su vez pueden activar vias especificas como las MAPKs y JAK/STAT
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gue promoveran respuestas celulares como la proliferacién tumoral [13,82,83]. Asi
mismo, resistina induce la activacion de PI3K concomitante con la fosforilacion de
Akt, resultando en un incremento de la proliferacion celular en diferentes tipos de
lineas celulares tumorales [13,14,84,85].

Por otro lado, un estudio de metaanalisis demostrd que niveles elevados de resistina
en suero/plasma se relacionan a un riesgo elevado de desarrollar diversos tipos de
cancer, tales como el cancer de mama y cancer prostatico [61]. En este sentido,
mediante ensayos de inmunohistoquimica realizados en pacientes coreanos que
fueron diagnosticados con cancer de préstata, se demostréo que los niveles de
expresion de resistina se encuentran elevados en tejido tumoral prostatico de alto
grado, mientras que en tejido de bajo grado o con hiperplasia benigna prostatica, la
expresion de resistina fue mucho menor. Ademas, en células de la linea epitelial
prostatica no tumoral RWPE-1 y en las lineas tumorales prostatica PC3 (alto
potencial invasivo y metastasico) y DU-145 (moderado potencial invasivo) se
demostré la expresion de mRNA del gen de resistina, en donde de manera
importante, encontraron una mayor expresiéon del mRNA en la linea tumoral PC3
con respecto a las lineas RWPE-1 y DU-145. Adicionalmente, se presento evidencia
sobre la estimulacion de células de las lineas tumorales PC3 y DU-145 con resistina,
demostrando que dicha interaccién promueve la proliferacion celular a través de la
activacion de la via PI3K/Akt [86]. Aunado a lo anterior, ensayos de tipo in vitro han
utilizado como modelo la linea tumoral mamaria invasiva MDA-MB-231,
demostrando que el estimulo con resistina promueve los procesos de migracion e
invasion celular a través de la activacion de la via de senalizacion ERM acompafnado
del incremento en la expresion de vimentina, promoviendo eventos celulares

importantes como la metastasis [87].
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IV.3 Vesiculas extracelulares y su papel en cancer

Las VEs son un grupo heterogéneo de estructuras membranosas comprendidas por
multiples moléculas cargo [88]. Han sido encontradas en fluidos corporales como en
la secrecion nasal, saliva, leche materna, orina y sangre [88]. Pueden contener
moléculas cargo que fueron endocitadas (Figura 3), ademas de ser secretadas por
casi todo tipo de células participando en la comunicacién autocrina, paracrina o
endocrina (Figura 4) [89]. Hasta hace poco, se habian definido al menos tres
poblaciones de VEs: cuerpos apoptoéticos (50-4000 nm), microvesiculas o
ectosomas (100-1000 nm) y los exosomas (50-150 nm) [90]. Sin embargo, evidencia
mas reciente exhibe una poblacién mas pequefa llamada exomeros (30-50 nm), los

cuales carecen de membrana [91].
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Figura 3. Biogénesis de las vesiculas extracelulares.

Las moléculas endocitadas pueden ser transportadas mediante vesiculas del endosoma temprano
hacia el endosoma tardio para su posterior degradacion en el lisosoma. Algunas de las vesiculas
seran transportadas hacia el Golgi o reticulo endoplasmatico para culminar en el cuerpo
multivesicular. Finalmente, el material cargo es transportado en vesiculas extracelulares para su

exocitacion (Figura adaptada de Kirsten Ebanks. Frontiers. 2020).

27



La secrecion de VEs es un proceso constitutivo presente en multiples tipos de lineas
celulares, sin embargo, estimulos exdégenos como epinefrina, adenosina difosfato,
colageno, factor de crecimiento epidérmico, acido linoleico o calcio inducen un
aumento en la secrecion, asi como la expresion diferencial de moléculas asociadas
a VEs [92-95]. Las VEs secretadas por células tumorales se han relacionado a
distintas etapas de la progresion tumoral como proliferacion, migracion, invasion,
angiogénesis metastasis y resistencia a la quimioterapia [96-98]. En todos estos
procesos, las moléculas presentes como cargo en la VEs son las responsables de
promover las diferentes etapas del desarrollo tumoral, entre las que se encuentran
proteinas, lipidos, miRNA, mRNA y DNA [99]. Dada dicha informacion es por lo que
la composicién y funcion de las VEs como paquetes de informacion intercelular
depende en gran medida de diversos factores presentes en el microambiente
tumoral (citocinas, hormonas, factores de crecimiento, adipocinas, etc.) [100-103]. La
posible relacidn entre resistina y la secrecion de VEs se sustenta en la evidencia
presentada donde el tratamiento de células invasivas mamarias MDA-MB-231 con
resistina induce incrementos en la concentracion de calcio intracelular [86]. Siendo
este evento uno de los principales inductores de la secrecion de microvesiculas y

exosomas [92-95,100,101,103].
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V. Justificaciéon

Estudios epidemioldgicos y patolégicos han demostrado que la prevalencia de la
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) es similar entre diferentes poblaciones a
pesar de las enormes diferencias geograficas, tanto en las tasas de incidencia como
en las de mortalidad por cancer prostatico. En el cancer de préstata es prioridad
identificar los factores moleculares mediante los cuales las células tumorales
prostaticas progresan de tumores no invasivos a neoplasias agresivas, con la
finalidad de evitar el sobretratamiento de la enfermedad y mejorar la calidad de vida
a fin de evitar la extirpacion de la prostata. Factores relacionados al estilo de vida
como la dieta y la obesidad, juegan un papel importante en el desarrollo y progresion
del cancer prostatico [104]. En México, la obesidad es un problema de salud publica
nacional, con altos niveles de prevalencia en adultos mayores de 18 afios y nifios
de 2-18 afos, lo cual se asocia a un incremento en el riesgo de desarrollar
neoplasias malignas [102,105]. La obesidad implica la acumulacién de tejido adiposo,
y la subsecuente alteracion en el perfil de adipoquinas secretadas puede contribuir
a incrementar el riesgo de presentar neoplasias malignas. El papel de leptina y
adiponectina en cancer de prostata ha sido parcialmente demostrado [106]. Por otro
lado, la contribucion de la adipocina resistina en las etapas de progresion tumoral
prostatica no ha sido estudiada. Por lo tanto, surge la necesidad de caracterizar el
papel de resistina en los procesos de migracion e invasion tumoral prostatica,
debido a que actualmente no existen estudios que demuestren la participacion de
esta adipocina en los procesos anteriormente mencionados. Asi mismo, es
particularmente importante evaluar su posible implicacion en la secrecion de VEs
con moléculas cargo que promuevan eventos celulares como proliferacion,
migracion, invasion y metastasis tumoral. Los datos mencionados anteriormente
relacionan a la adipocina resistina como un factor importante en la progresion
tumoral, sin embargo, se necesita evidencia in vitro que soporte su participacion en
los procesos de migracion e invasion tumoral, asi como en la secrecion de VEs con
la finalidad de que a futuro sea considerada un blanco terapéutico antineoplasico
para el tratamiento de la enfermedad.
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VI. Hipétesis

La resistina, mediante su unién al TLR4, induce la activacion de FAK,
favoreciendo la migracion e invasion de las células tumorales prostaticas. Ademas,
resistina promueve la secrecion de VEs de células PC3 que regulan los procesos

de migracion e invasién tumoral de esta linea celular.
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VIl. Objetivos

VIl.1. Objetivo General
Estudiar la participacion de resistina como promotor de los procesos de migracion

e invasion de células PC3, asi como la secrecion de VEs en células de cancer
prostatico PC3.

VII.2. Objetivos particulares

1.- Determinar el efecto de resistina sobre la capacidad de migracion en células
tumorales prostaticas PC3

2.- Evaluar los niveles de fosforilacion de FAK (p-FAK-Tyr¥7) en células
cancerosas prostaticas PC3 tratadas con resistina.

3.- Analizar el efecto de la resistina sobre la secrecion de las MMP-2 y -9 en células
PC3.

4.- Estudiar la capacidad invasiva de células tumorales PC3 estimuladas con

resistina.

5.- Evaluar el efecto de la resistina en un modelo esferoide conformado por células

tumorales prostaticas PC3.

6.- Determinar como el estimulo con resistina en células cancerosas prostaticas
promueve un aumento en la secrecidn de VEs, asi como un incremento en la
asociacion de moléculas cargo como MMP-9 a VEs presentes en medios
condicionados.
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7.- Estudiar el efecto de las VEs aisladas de cultivos celulares de la linea PC3
tratadas con resistina sobre la migracion e invasion de células PC3.
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VIIl. Materiales y métodos

Para el desarrollo de la presente propuesta se realizé la siguiente estrategia
metodoldgica, esquematizada en la Figura 5. Se utilizo6 como modelo la linea
tumoral prostatica PC3, insensible a androgenos PC3 evaluando el papel de la
resistina en el cancer prostatico insensible a hormonas (hormono-refractario). En
este modelo celular, en primera instancia se determind el papel de resistina en la
migracion e invasion celular mediante ensayos de cierre de herida y camaras de
Boyden recubiertas con Matrigel, respectivamente. A continuacion, se caracterizo la
activacion de la cinasa de adhesion focal FAK mediada por resistina involucradas
en migracion e invasion a través de inmunodeteccion. Ademas de determinar el

efecto de resistina en el crecimiento esferoide en un modelo 3D.

Asi mismo, la secrecion de VEs en células tumorales prostaticas bajo el tratamiento
de resistina se determiné mediante el analisis de contenido proteico, el cual se
realiz6 mediante inmunodeteccion. El analisis de la capacidad pro-migratoria y pro-
invasiva de las VEs secretadas bajo el tratamiento con resistina de células
tumorales fue evaluado mediante ensayos de cierre de herida y en camaras de
Boyden recubiertas con Matrigel utilizando cultivos de células tumorales prostaticas
PC3.
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Figura 5. Diagrama del disefio metodoldgico general del proyecto.
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VIIl.1. Linea Celular

Material Caracteristicas Numero de catalogo ATCC
bioldgico
PC3 Linea celular humana CRL-1435

invasiva de cancer prostatico

VIIl.2. Anticuerpos

Anticuerpo Numero de catalogo
Anti-FAK-Tyr3%7 Santa Cruz (sc-81493)
Anti-FAK Santa Cruz (sc-271126)
Anti-Actina Santa Cruz (sc-47778)
Anti-MMP-2 (H-76) Santa Cruz (sc-10736)
Anti-MMP-9 (H-129) Santa Cruz (sc-10737)
Anti-Flotilina 2 Santa Cruz (sc-74566)
Anti-CD63 Santa Cruz (sc-5275)
Anti-TLR4 Santa Cruz (sc-293072)

Anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa (HRP) Santa Cruz (sc-2357)
Anti-IgG de ratdn acoplado a peroxidasa (HRP)  Thermo Fisher (A11001)
Anti-IgG de cabra acoplado a peroxidasa (HRP) @ Santa Cruz (sc-2354)

La adipocina humana recombinante resistina se obtuvo de PreproTech. y el
Matrigel fue obtenido de BD Biosciences®.
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VIIL.3. Cultivos celulares
La linea celular tumoral prostatica humana PC3 se obtuvo de la American Type

Culture Collection (Manassas, VA, USA) y fueron cultivadas en medio RPMI 1640
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), suplementado con antibidticos, 10% de suero fetal
bovino (SFB) y mantenidas a 37°C en una atmosfera al 5% de CO.. Para propaositos
experimentales, los cultivos de células PC3 se sometieron a ayuno durante 16 horas
en medio RPMI 1640 sin SFB.

VIil.4. Docking molecular
Para realizar el analisis de docking molecular entre resistina y los receptores diana,

se utilizé el programa Moe 2202.02. La estructura proteica de los receptores CAP1,
TLR4 y de la adipocina resistina fueron obtenidos de Protein Data Bank (PDB): 1K8F
crystal structure of the human c-terminal CAP1-adenylyl cyclase assosiated protein
(PDB DOI: 10.2210/pdb1K8F/pdb), 3FXI Crystal structure of the human TLR4-
human MD-2-E.coli LPS Ra complex (TLR4) (PDB DOI: 10.2210/pdb3FXl/pdb) y
1RGX crystal structure of resisitin (PDB DOI: 10.2210/pdb1RGX/pdb). Los PDB
utilizados para el analisis fueron seleccionados debido a sus caracteristicas, como
lo fueron trabajos previos donde fueron utilizados, estructuras aisladas de humano,

entre otras.

En el software Moe 2022.02 se estudid la interaccion de los receptores CAP1 y
TLR4 con resistina, los cuales, mediante dicho programa se analiz6 el acoplamiento,
protonando y eliminando moléculas de agua para su posterior analisis. Se continué
con el acoplamiento molecular de los receptores CAP1 y TLR4 con resistina,
seleccionando el E-Score menos negativo, para finalmente tomar el sitio de
interaccion entre proteinas y a la obtencion de las replantaciones de la interaccion

entre receptor-ligando.

VIIL.5. Ensayo de cierre de herida
Para determinar si la adipocina resistina induce migracion en ceélulas tumorales

prostaticas, se realizaron ensayos de cierre de herida de acuerdo con el protocolo
descrito previamente por Galindo-Hernandez O et al. [101,103]. La linea celular PC3
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es insensible al tratamiento con andrégenos, con lo que se evalud si esta condicion
modula los efectos biolégicos mediados por resistina. Para ello, cultivos confluentes
de células tumorales prostaticas PC3 fueron ayunados en medio RPMI sin suero
durante 16 horas y pre-tratados durante 2 horas con mitomicina C 12 yM para inhibir
la proliferacion celular durante el experimento. Posteriormente, a los cultivos se les
realiz6 una ralladura o herida en la monocapa de células con una punta para pipeta
de 200 ul. A continuacién, las células fueron estimuladas con concentraciones
crecientes de resistina (0, 10, 25, 50 y 100 ng/mL) durante 48 horas [87]. Posterior
al estimulo con resistina las células fueron fijadas y tefiidas. La migracion resultante
dentro de la herida fue fotografiada utilizando un microscopio invertido acoplado a
camara. El resultado positivo se presenté cuando las células tumorales migraron

hacia el espacio generado en la ralladura.

VIII.6. Ensayo de invasion en camara de Boyden
Para confirmar el papel de resistina en invasion celular, se exploré la capacidad de

esta adipocina como inductora de invasion celular mediante ensayos en camara de
Boyden de acuerdo con su descripcion en la literatura [101,103]. Los ensayos de
invasion se realizaron en camaras de Boyden con filtros que presentan un tamano
de poro de 8 um y que previamente fueron recubiertas con matrigel. Las células de
la linea PC3 se sometieron a supresion sin suero durante 16 horas y fueron pre-
tratadas con mitomicina C para inhibir la proliferacién celular. Posteriormente, se
colocaron 100,000 células en la parte superior de la camara de Boyden y en la parte
inferior del inserto se colocaron 500 uL de medio con las concentraciones de
resistina deseadas (0, 10, 25, 50 y 100 ng/mL) [87]. Las células se incubaron durante
48 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo de incubacién estas se fijjaron con metanol
frio y fueron removidas de la parte superior todas las células que no invadieron. Una
vez realizado este procedimiento, las células presentes en la parte inferior fueron
tefiidas con cristal violeta, las células fueron fotografiadas con un microscopio
acoplado a camara y las imagenes obtenidas fueron analizadas y cuantificadas
usando el programa ImagedJ 1.44p. [107].
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VIIL.7. Inmunodeteccién
Cultivos confluentes de células tumorales prostaticas PC3 fueron tratados con

resistina a la concentracion de 25 ng/mL en diferentes tiempos (10, 20, 30, 45y 60
min) [87]. Al finalizar el tratamiento, los lisados celulares se obtuvieron con RIPA 1X
y fueron cuantificados con el método de micro-bradford. Las proteinas fueron
separadas por SDS-PAGE al 10% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con leche al 5%
durante 1 hora, para después colocar el anticuerpo correspondiente (dilucion 1:400)
e incubar durante toda la noche a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo las
membranas se lavaron 4 veces durante 15 minutos con PBS-Tween al 1% y
posteriormente se incubaron con anticuerpo secundario especie-especifico
peroxidado (dilucion 1:5000) durante 2 horas y 30 minutos a temperatura ambiente,
seguido de 4 lavados durante 15 minutos con PBS-Tween al 1% y revelando
mediante electro quimioluminiscencia (ECL). Las autorradiografias fueron

escaneadas y las bandas cuantificadas usando el programa ImageJ 1.44p.

VIIl.8. Zimografia
Para la determinacion de la secrecion de la MMP-2 y MMP-9, se realiz6 el ensayo

de zimografia. Brevemente, cultivos confluentes de las lineas celulares tumorales
prostaticas fueron estimulados con 25 ng/mL de resistina [87] durante 48 horas,
momento en que los medios condicionados fueron colectados y concentrados con
filtros centricon. A continuacion, volumenes iguales de medio condicionado
concentrado fueron cargados en geles de poliacrilamida copolimerizados con
gelatina a 1 mg/mL. Posteriormente, los geles se lavaron e incubaron en buffer de
activacion de metaloproteinasas. Finalmente, los geles fueron fijados y tefiidos con
Azul de Coomassie Brillante G-250. La actividad proteolitica fue detectada como
bandas claras sobre fondo tefiido de sustrato no degradado.
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VII.9. Ensayo de crecimiento de esferoides (cultivo 3D).
El desarrollo del ensayo de esferoides se baso en el protocolo de Saraiva et al. [143]

con algunas modificaciones. Se recubrieron placas de 24 pocillos con agarosa al
1,5% disuelta en PBS 1X (400 pl/pocillo). Se tripsinizaron cultivos de células PC3
(90% de confluencia) y la suspension celular (1x10° células/pocillo) se coloco en los
pocillos recubiertos de agarosa. Los esferoides se cultivaron en las condiciones
indicadas (DMEM con 5% de FBS solo o DMEM suplementado con 25 ng/mL de
resistina + 5% de FBS) durante siete dias, cambiando el medio fresco cada 48 h.
Durante el experimento, se tomaron fotografias los dias 3, 5 y 7 con un microscopio
acoplado a una camara. El area de los esferoides se analiz6 con el software ImageJ
(Bethesda, MD; versién 1.54c). Para cada punto temporal, se promedi6 el area de
cuatro esferoides. Los analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t de
Student.

VIII.10. Aislamiento y caracterizaciéon de VEs
Las VEs secretadas por células tumorales prostaticas tratadas con resistina a la

concentracion de 25 ng/mL [87] fueron aisladas del medio condicionado mediante la
técnica de ultracentrifugacion diferencial segun describe Galindo-Hernandez O et
al. Una vez obtenida la fraccion enriquecida en VEs (exosomas y MVs), el contenido
proteico de las mismas fue evaluado mediante inmunodeteccion utilizando
anticuerpos especificos contra las proteinas de interés como CD63 y Flotilina-2. La
posible capacidad pro-migratoria o pro-invasiva inducida unicamente por VEs
derivadas de células tumorales prostaticas estimuladas con resistina fue evaluada
mediante ensayos de cierre de herida y ensayos en camara de Boyden utilizando
cultivos de células tumorales (PC3) siguiendo la estrategia experimental descrita
anteriormente. En estos ensayos, la concentracion de proteina se determind
mediante micro Bradford y la estimulacion de los cultivos en todos los casos fue de
30 pg de proteinas derivadas de la fraccion enriquecida con VEs por cada mL medio
RPMI 1640.

39



Lisados de la
linea celular
PC3

Conditioned
medium

Lisados de la

v

Fraccion
| enrriquecida de
VEs PC3

Fraccién

b S — . .
linea celular [ ] Ultracentrifucacion enrriquecida de
MDA-MB-231 diferencial VEs MDA-MB-231
v v v v v
200 g 600g  2000g 10,000g 120,000 g
2x15min  2x30min 30 min 30 min 2 x 75 min

Figura 6. Diagrama del disefio metodoldgico general del proceso de ultracentrifugacion
diferencial.

VIIL.11. Analisis estadistico
Los resultados fueron expresados como promedio *D.E. Los datos fueron

analizados estadisticamente usando la prueba ANOVA de una via comparada
mediante la prueba multiple de Dunnette y t student en el software GraphPad Prims
10.0.3. La probabilidad estadistica P<0.05 fue considerada significativa.
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IX. Aspectos éticos, normativos y de seguridad

El presente estudio se desarrolld, hasta su conclusion, con apego a las
disposiciones legales de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos

- Clasificacion y especificaciones de manejo.

41



X. Resultados

X.1 Docking molecular sobre la interacciéon de CAP1 o TLR4 con Resistina.
En nuestra investigacion se aborda el efecto que tiene resistina en las células PC3

sobre la progresion tumoral prostatica. Debido a esto, se realizaron una serie de
pruebas de docking molecular entre resistina y los receptores CAP1 y TLR4,
encontrando el grado de interaccidn entre dichos receptores y resistina para
dilucidar la interaccion probable.

X.1.1 Docking molecular Resistina vs CAP1.
Mediante el programa Moe 2022.02, se realiz6 el analisis de docking molecular. En

la tabla 1 se pueden observar las 3 interacciones con mayor afinidad entre el
receptor CAP1 y resistina, el menor valor obtenido fue de un E-Score de -77.7155
kcal/mol representando la mayor afinidad en la region C-terminal de CAP 1 entre los
residuos de Glu325-Gly475 con Resistina entre los residuos de Lys29-Ser94,
representado en la figura 6, por otro lado, en la figura 7 se muestra la segunda
interaccién con mayor afinidad en la regién C-terminal de CAP 1 entre los residuos
de Lys366-Gly475 con Resistina entre sus residuos de Cys6-Trp82 presentando un
E-Score de -71.8582, y en la figura 8 describe la interaccidn con la tercera afinidad
mas importante en la region C-terminal de CAP1 entre los residuos de Asp296-
Glu455 con Resistina entre sus residuos de Cys6-Val138 con un E-Score de -
70.1474.

42



Tabla 1. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre
resistina y el receptor CAP1.

# Analisis E-Score (kcal/mol)
Docking 1 CAP1 - Resistina -77.7155
Docking 2 CAP1 - Resistina -71.8582
Docking 3 CAP1- Resistina -70.1474

X.1.1.1. Docking molecular numero 1 CAP1 contra Resistina

Figura 7. Docking molecular nimero 1 del receptor CAP1 (color bronce) y Resistina (color
blanco).

La figura representa el andlisis en tercera dimension de la interaccion con mayor afinidad (E-score:
-77.7155 kcal/mol).
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Tabla 2.

molecular numero 1 entre CAP1 y Resistina.

Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

CAP1 — Resistin Docking 1

# Tipo Cadena CAP-1 | Aminodcido Cadena | Aminoacido | Energia
Resistina
1 DHI 1K8F. A Asp373 1RGX. B Lys29 -21.75
2 DHI 1K8F. A Lys395 1RGX. C Glu49 -13.19
3 DHI 1K8F. B Gly475 1RGX. A Lys29 -5.26
4 DI 1K8F. B Lys376 1RGX. C Glu70 -7.02
5 DI 1K8F. B Lys395 1RGX. C Glu69 -0.29
6 DH 1K8F. A Glu325 1RGX. C Ser94 -2.30
7 DH 1K8F. B Asn336 1RGX. B Argdl -0.43
8 DH 1K8F. B Lys377 1RGX. B Thr37 0.65
9 DH 1K8F. A Lys327 1RGX. B Asn21 0.00
10 D 1K8F. B Asn358 1RGX. B Ser39 0.20
11 D 1K8F. A Asn368 1RGX. B Ser22 47.70
12 D 1K8F. A Asn368 1RGX. B Asn26 0.00
13 D 1K8F. A Ser369 1RGX. B Asn26 2.54
14 D 1K8F. A Thr371 1RGX. B Lys29 -1.00
15 D 1K8F. A Asp373 1RGX. C Lys89 -0.00
16 D 1K8F. A Asn374 1RGX. C Pro48 -0.15
17 D 1K8F. B Lys374 1RGX. C Glu49 40.70
18 D 1K8F. A Asn374 1RGX. C Gly50 0.20
19 D 1K8F. B Asn374 1RGX. C Gly69 2.97
20 D 1K8F. B Lys376 1RGX. C lle67 -0.14
21 D 1K8F. B Lys376 1RGX. C Glu69 0.19
22 D 1K8F. B Lys377 1RGX. B Trp36 0.54
23 D 1K8F. B Lys377 1RGX. C Glu70 0.00
24 D 1K8F. A lle388 1RGX. B Asn26 27.16
25 D 1K8F. A Glu390 1RGX. B Asn26 -0.10
26 D 1K8F. A GIn390 1RGX. B Lys29 -0.26
27 D 1K8F. A Asn393 1RGX. C Glu49 1.09
28 D 1K8F. A Asn393 1RGX. C Gly50 0.74
29 D 1K8F. B Lys395 1RGX. C Glu70 -1.67
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30 D 1K8F. B Asp396 1RGX. B Trp36 -0.08
31 D 1K8F. B Asp396 1RGX. C Glu70 0.03
32 D 1K8F. A Asn411l 1RGX. B Ala93 14.98
33 D 1K8F. A Asn411l 1RGX. B Ser94 -0.22
34 D 1K8F. A Val430 1RGX. B Ser94 -0.39
35 D 1K8F. A Alad32 1RGX. B Ala93 -0.00
36 D 1K8F. A Alad32 1RGX. B Ala93 -0.02
37 D 1K8F. B Glu436 1RGX. B Asn34 -0.25
38 D 1K8F. B GIn456 1RGX. B Ala93 0.00
39 D 1K8F. B GIn456 1RGX. B Ser94 3.53
D H I
Distancia H-Unioén I6nico
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X.1.1.2. Docking molecular numero 2 CAP1 contra Resistina

Figura 8. Docking molecular nimero 2 del receptor CAP1 (color bronce) y Resistina (color
blanco).
La figura representa el analisis en tercera dimensién de la segunda mejor interaccién con mayor

afinidad (E-score: -71.8582 kcal/mol).

Tabla 3. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 2 entre CAP1 y Resistina.

CAP1 — Resistin Docking 2
# Tipo | Cadena CAP-1 | Aminoacido Cadena Aminoacido Energia
Resistina
1 | IH 1K8F. D Lys366 1RGX. C Glu69 -1.98
2 IH 1K8F. C Glu450 1RGX. A Lys17 -3.57
3 DIH 1K8F. A Asp447 1RGX. C Lys43 -3.26
4 | DI 1K8F. A Glu4d44 1RGX. C Arg79 -2.77
5 DI 1K8F. B Lys465 1RGX. B Asp81 6.22
6 | DH 1K8F. B GIn464 1RGX. C Cys77 -1.32
7 | D 1K8F. D Pro406 1RGX. C Glu49 0.07
8 | D 1K8F. C Tyrd19 1RGX. A Cysb6 -0.60
9 | D 1K8F. C Tyrd19 1RGX. A Glul0 0.00
10 | D 1K8F. D Asp426 1RGX. C Glu49 -0.45
11 | D 1K8F. D Asp426 1RGX. C Lys71 0.60
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12 D 1K8F. D Glu428 1RGX. C Glu49 -0.01
13 D 1K8F. C Thr443 1RGX. B GIn18 -0.49
14 D 1K8F. A Thr443 1RGX. C Lys43 0.58
15 D 1K8F. A Thr443 1RGX. C Ala78 -0.11
16 D 1K8F. C Gly446 1RGX. A Cysb6 -0.01
17 D 1K8F. C Gly446 1RGX. A Asp9 0.03
18 D 1K8F. C Aspd4d7 1RGX. A Asp9 -0.08
19 D 1K8F. C Aspd4d7 1RGX. B Lys15 0.92
20 D 1K8F. C Phe448 1RGX. A Cysb6 -1.49
21 D 1K8F. C Phe448 1RGX. A Asp9 -0.16
22 D 1K8F. C Phe448 1RGX. B Lys15 0.00
23 D 1K8F. C Asn4d49 1RGX. B GIn18 16.75
24 D 1K8F. C Asn4d49 1RGX. B Aspl9 0.05
25 D 1K8F. A Asnd49 1RGX. C Lys43 -0.50
26 D 1K8F. A Asnd49 1RGX. C His74 -0.21
27 D 1K8F. C Glu450 1RGX. A Aspl3 -0.01
28 D 1K8F. A Glu450 1RGX. C Arg68 0.65
29 D 1K8F. C Phe451 1RGX. B Ser22 -0.79
30 D 1K8F. C Leud60 1RGX. C Glu49 -0.39
31 D 1K8F. B Gly463 1RGX. C Ala78 0.00
32 D 1K8F. B GIn464 1RGX. B Ser60 0.07
33 D 1K8F. B GIn464 1RGX. B Ala61 0.43
34 D 1K8F. B GIn464 1RGX. C Ser64 -0.01
35 D 1K8F. B GIn464 1RGX. C GIn76 0.03
36 D 1K8F. B Lys465 1RGX. B Arg4dl 0.15
37 D 1K8F. B Lys465 1RGX. B Trp82 9.15
38 D 1K8F. C Glu4d72 1RGX. B Asn26 1.29
39 D 1K8F. C Glu4d72 1RGX. B Lys29 -0.26
40 D 1K8F. A Glu4d72 1RGX. B Arg4dl 5.39
41 D 1K8F. C lled73 1RGX. B Asn26 -0.06
42 D 1K8F. C Alad74 1RGX. B Leu23 -1.19
43 D 1K8F. C Alad74 1RGX. B Asn26 4.76
44 D 1K8F. C Gly475 1RGX. A Lys17 0.29
45 D 1K8F. C Gly475 1RGX. A Asn21 -0.13
46 D 1K8F. C Gly475 1RGX. B Leu23 0.89
47 D 1K8F. A Gly475 1RGX. C Glu69 -0.00
D H I
Distancia H-Unién I6nico
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X.1.1.3. Docking molecular numero 3 CAP1 contra Resistina

Figura 9. Docking molecular nimero 3 del receptor CAP1 (color bronce) y Resistina (color
blanco).
La figura representa el anadlisis en tercera dimension de la tercera mejor interacciéon con mayor

afinidad (E-score: -70.1474 kcal/mol). En la figura se muestra el analisis en 3D.

Tabla 4. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 3 entre CAP1 y Resistina

CAP1 - Resistin Docking 3
# Tipo Cadena CAP-1 | Aminodcido Cadena Aminoacido Energia
Resistina
1 I 1K8F. C Lys376 1RGX. C Ser94 -1.43
2 DI 1K8F. D Lys327 1RGX. B Glul0 98.0
3 DI 1K8F. C Asp396 1RGX. B Lys29 -1.38
4 DH 1K8F. C Ser338 1RGX. C Val138 -1.55
5 DH 1K8F. C Lys398 1RGX. C Glu49 -0.11
6 DH 1K8F. C GIn400 1RGX. C Glu49 -0.63
7 D 1K8F. D Lys327 1RGX. B Cysb6 0.40
8 D 1K8F. C Asn336 1RGX. A Glu70 0.02
9 D 1K8F. C Ser338 1RGX. C Trp36 0.31
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50 D 1K8F. C Alad74 1RGX. B Asn26 -0.02
51 D 1K8F. C Glya75 1RGX. B Leu23 0.12
52 D 1K8F. C Glya75 1RGX. A Phe24 -0.09
53 D 1K8F. C Glya75 1RGX. B Asn26 -0.18
54 D 1K8F. C Glya75 1RGX. B Ala27 -0.41
D H I
Distancia H-Union I6nico
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X.1.2 Docking molecular Resistina vs TLR4.
Posteriormente, se realizé el analisis de docking molecular en el programa Moe

2022.02, entre el receptor TLR4 3FXI Crystal structure of the human TLR4-human
MD-2-E.coli LPS Ra complex PDB (DOI: 10.2210/pdb3FXIl/pdb) y resistina 1RGX
crystal structure of resisitin (PDB DOI: 10.2210/pdb1RGX/pdb). En la tabla 5 se
pueden observar las 3 interacciones con mayor afinidad entre el receptor TLR4 y
resistina, el menor valor obtenido fue de un E-Score de -62.7696 kcal/mol
representando la mayor afinidad, representado en la figura 9, por otro lado, en la
figura 10 se muestra la segunda interaccion con mayor afinidad, presentando un E-
Score de -60.2131 y en la figura 11 describe la interaccion con la tercera afinidad

mas importante con un E-Score de -58.3312.

Tabla 5. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la
resistina y el receptor TLR4.
# Analisis E-Score (kcal/mol)
Docking 1 TLR4 - Resistina -62.7696
Docking 2 TLR4 - Resistina -60.2131
Docking 3 TLR4 - Resistina -58.3312
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X.1.2.1. Docking molecular numero 1 TLR4 contra Resistina

Figura 10. Docking molecular nimero 1 del receptor TLR4 (color azul) y Resistina (color

blanco).

La figura representa el analisis en tercera dimension de la interaccion con mayor afinidad (E-score:
-62.7696 kcal/mol).

Tabla 6.

molecular numero 1 entre TLR4 y Resistina.

Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

TLR4 - Resistin Docking 1

# | Tipo| CadenaTLR4 | Aminoéacido Cadena Aminoécido Energia
Resistina
1| DIH 3FXI. B Lys274 1RGX. B Glu49 -2.73
2| DIH 3FXI. A Glu278 1RGX. A Argdl -9.48
3| DH 3FXI. B Lys186 1RGX. C Met3 0.14
41 D 3FXI.D Asn49 1RGX. B Cys6 1.40
5/ D 3FXI.D Asn49 1RGX. B Asp9 0.94
6| D 3FXI.D Asn49 1RGX. C Lys15 0.58
7! D 3FXI.D Lys58 1RGX. C Ser22 2.64
8| D 3FXI.D Leu60 1RGX. C GIn18 -1.20
9, D 3FXI.D Serll8 1RGX. C GIn18 0.60
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10| D 3FXI. B His159 1RGX. C Met3 -0.93
11| D 3FXI. B Asn160 1RGX. C Met3 0.14
12| D 3FXI. B Ser184 1RGX. C Ser2 -0.06
13| D 3FXI. B Ser184 1RGX. C Met3 0.19
14| D 3FXI. B Asn185 ﬁgi g Ser2 0.00
15| D 3FXI. B Lys186 LRGX. C Ser2 -0.00
16| D 3FXI. B Leu212 1RGX. C Ser2 -0.23
17| D 3FXI. B Glu226 1RGX. C Serl -0.42
18| D 3FXI. B Glu226 1RGX. C Ser2 -0.00
19| D 3FXI. B Glu226 1RGX. C Lys14 -0.13
20| D 3FXI. B Gly267 1RGX. C Lys14 0.44
21| D 3FXI. B Glu270 1RGX. A Asn26 21.71
22| D 3FXI. B Lys271 1RGX. A Asn26 -0.27
23| D 3FXI. A Lys274 IRGX. A Argal 2.38
24| D 3FXI. A Ser275 1RGX. A Argd1 1.11
25| D 3FXI. A Glu278 ﬁgi : Asp81 0.01
26| D 3FXI. B Tyr295 1RGX. A Ser94 -1.00
27| D 3FXI. B Tyr296 1RGX. A Ser94 -0.04
28| D 3FXI. B Asp298 1RGX. A Ala93 0.09
29| D 3FXI. B Asp298 1RGX. A Ser94 0.53
30| D 3FXI. A lle301 1RGX. A Ser39 -0.79
31| D 3FXI. A Asp302 1RGX. A Ser39 0.85
32| D 3FXI. A Asp302 1RGX. A Ser40 -0.65
33/ D 3FXI. A Asp302 1RGX. A Argal 0.79
34| D 3FXI. A Asn305 IRGX. A Ser40 0.39
35| D 3FXI. A Asn305 iigi 2 Argal 8.50
36| D 3FXI. B Arg322 LReX A Ala93 -0.40
37| D 3FXI. B Arg322 1RGX. A Ser94 17.60
38| D 3FXI. A Tyr328 1RGX. A Ser46 0.11
D H |
Distancia H-Unién I6nico
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X.1.2.2. Docking molecular numero 2 TLR4 contra Resistina

Figura 11. Docking molecular nimero 2 del receptor TLR4 (color azul) y Resistina (color

blanco).

La figura representa el analisis en tercera dimensiéon de la segunda mejor interacciéon con mayor

afinidad (E-score: -60.2131kcal/mol).

Tabla 7. Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking

molecular numero 2 entre TLR4 y Resistina.

TLR4 - Resistin Docking 2

# Tipo C_?chgza Aminoacido S;?;?: a Aminoacido Energia
1 DIH 3FXI. A Glu286 1RGX. C Arg41 -379
2 DI 3FXI. A Glu254 1RGX. C Arg79 -2.84
3 DH 3FXI. D Ser31 1RGX. A Cys6 -0.75
4 D 3FXI. D Asn26 1RGX. A Cys6 1.31
5 D 3FXI. D Asn26 1RGX. A Asp9 -0.25
6 D 3FXI. D Asn26 1RGX. B Lys14 -0.00
7 D 3FXI. D Asn27 1RGX. B Lys15 -.027
8 D 3FXI. D Asn27 1RGX. B GIn18 1.70
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9 D 3FXI. D Ser28 1RGX. B GIn18 0.35
10 | D 3FXI. D Ser28 1RGX. B Asp19 -0.27
1 | D 3FXI. D Asp29 1RGX. B Ser22 0.00
12 | D 3FXI. D Cys51 1RGX. B GIn18 0.00
13 | D 3FXI. D Glu53 1RGX. B GIn18 -1.20
14 | D 3FXI. D Glu53 1RGX. B Ser22 0.00
15 | D 3FXI. D Lys55 1RGX. B Asn21 -0.16
16 | D 3FXI. D Lys55 1RGX. B Ser22 3.87
17 | D 3FXI. D Asn158 1RGX. A Lys17 0.42
18 | D 3FXI. D Asn158 1RGX. B Ser22 -0.06
19 | D 3FXI. D Asn158 1RGX. B Leu23 -1.40
20 | D 3FXI. A Thr284 1RGX. C Arg41 -0.13
21 | D 3FXI. A Thr284 1RGX. C Arg79 0.20
22 | D 3FXI. A Thr284 1RGX. C Asp81 -0.12
23 | D 3FXI. A lle285 1RGX. C Arg41 -0.48
24 | D 3FXI. A Glu286 1RGX. C Ser40 -0.01
25 | D 3FXI. A Glu286 1RGX. C Gly42 0.00
26 | D 3FXI. A Asn309 1RGX. C Ser39 -0.03
27 | D 3FXI. A Asn309 1RGX. C Ser40 -0.16
28 | D 3FXI. A Asn309 1RGX. C Arg41 -0.05
29 | D 3FXI. A Asn309 1RGX. C Trp82 -0.17
30 | D 3FXI. A Ser311 1RGX. C Ser40 0.00
3 | D 3FXI. A Asn329 1RGX. A GIu70 0.00
32 | D 3FXI. A Gly331 1RGX. C Ser39 0.65
33 | D 3FXI. A Gly333 1RGX. C Val38 -0.12
34 | D 3FXI. A Gly333 1RGX. C Ser39 -0.02
35 | D 3FXI. A Lys351 1RGX. C Trp36 0.32
36 | D 3FXI. A Ser352 1RGX. C Trp36 0.02
37 | D 3FXI. A Ser352 1RGX. C Thr37 -0.07
38 | D 3FXI. A Ser352 1RGX. C Val38 -0.91
39 | D 3FXI. A Lys354 1RGX. C Ser46 0.00
40 | D 3FXI. A Lys354 1RGX. C Pro48 0.75
41 | D 3FXI. A Ser374 1RGX. C Trp36 -0.21
42 | D 3FXI. A Ser374 1RGX. C Pro48 -0.01
D H [
Distancia H-Unién l6nico
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X.1.2.3. Docking molecular numero 3 TLR4 contra Resistina

Figura 12. Docking molecular nimero 2 del receptor TLR4 (color azul) y Resistina (color

blanco).

La figura representa el anadlisis en tercera dimension de la tercera mejor interacciéon con mayor
afinidad (E-score: -58.3312 kcal/mol).

Tabla 8.

Interacciones de los aminoacidos correspondientes del docking
molecular numero 3 entre TLR4 y Resistina.

TLR4 — Resistin Docking 3
# | Tipo | Cadena TLR4 | Aminodcido Cadena Aminodcido Energia
Resistina
1 DIH 3FXI. B Arg87 1RGX. A Glu69 -4.94
2 DI 3FXI. D Lys20 1RGX. C Ser94 47.38
3 DI 3FXI. B Asp238 1RGX. C Arg79 0.77
4 D 3FXI. D Ser45 1RGX. C Trp36 0.11
5 D 3FXI. D Asn47 1RGX. C Trp36 2.87
6 D 3FXI. D Asn47 1RGX. C Pro48 0.43
7 D 3FXI. D Asn49 1RGX. C Pro48 0.43
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8 D 3FXI. D Asn49 1RGX. C Glu49 0.36
9 D 3FXI. D His62 1RGX. C Thr37 -0.46
10 | D 3FXI. D His62 1RGX. C Val38 1.39
11| D 3FXI. D His62 1RGX. C Ser39 5.63
12 | D 3FXI. D lle66 1RGX. A Glu69 0.03
13| D 3FXI. B Arg87 1RGX. A Arg68 1.78
14| D 3FXI. B GIn91 1RGX. A Leud4 -0.66
15| D 3FXI. B Glyl111 1RGX. A Arg68 -0.04
16 | D 3FXI. B Asnll12 1RGX. A Arg68 0.08
17| D 3FXI. B Prol13 1RGX. A Arg68 0.68
18 | D 3FXI. B GIn115 1RGX. A Gly42 0.40
19| D 3FXI. B GIn115 1RGX. A Lys43 0.89
20| D 3FXI. B GIn115 1RGX. A Leud4 19.67
21 | D 3FXI. D Asnll4d 1RGX. C Thr37 4.48
22 | D 3FXI. D Asnll4d 1RGX. C Ser39 0.08
23 | D 3FXI. D Thrl16 1RGX. C Ser39 -0.19
24 | D 3FXI. B Glul35 1RGX. A Arg68 -0.56
25| D 3FXI. B Asnl137 1RGX. A Lys43 87.93
26 | D 3FXI. B Asnl137 1RGX. A His74 107.26
27 | D 3FXI. B Alal139 1RGX. A Lys43 1.54
28| D 3FXI. B Alal139 1RGX. A Ala78 0.40
29 | D 3FXI. B Leul6bl 1RGX. A Lys43 -0.82
30| D 3FXI. B Leul6bl 1RGX. A His74 -1.01
31| D 3FXI. B Leul6bl 1RGX. A GIn76 38.97
32| D 3FXI. B GIn163 1RGX. A Ala78 15.04
33| D 3FXI. B Lis186 1RGX. A GIn76 1.25
34 | D 3FXI. B Lis186 1RGX. C Asp81 -0.02
35| D 3FXI. B Leu212 1RGX. C Argdl -1.02
36 | D 3FXI. B Pro214 1RGX. C Arg79 0.23
37 | D 3FXI. B Pro214 1RGX. C Asp81 -1.15
38| D 3FXI. B Met215 1RGX. C Arg79 -0.23
39| D 3FXI. B Asn216 1RGX. C Arg79 14.33
40 | D 3FXI. B Asn235 1RGX. C Argdl 0.00
41 | D 3FXI. B Glu266 1RGX. C Argdl -1.10
42 | D 3FXI. B Gly267 1RGX. C Argdl 4.74
D H I
Distancia H-Unioén I6nico
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X.2. Resistina promueve el incremento en la migraciéon de células de la linea
celular prostatica PC3.

Resistina ha presentado la caracteristica de interactuar con TLR4, y presentada un
papel asociado a enfermedades inflamatorias e infecciosas, metabdlicas y en
cancer [108-110]. Por lo cual, decidimos evaluar el efecto de la resistina sobre el
proceso de migracion en células PC3 mediante la técnica de cierre de herida. Para
cumplir este objetivo nuestro grupo de trabajo sostuvo cultivos confluentes de
células de la linea PC3, una vez que se alcanzo la confluencia deseada de 100%
proseguimos a realizar las heridas para posteriormente, estimular los cultivos
ayunados y previamente tratados con mitomicina C con diferentes concentraciones
de resistina (0-100 ng/mL), ademas de un estimulo con suero fetal bovino como
control positivo en conjunto, esto durante 48 horas. Como se puede observar en la
figura 12A, la resistina favorece el incremento en el proceso de migracion de las
células PC3, contemplando un maximo efecto en la concentracion de 25 ng/mL de
resistina en un lapso de 48 horas de estimulo. Debido a los resultados obtenidos
fue que decidimos utilizar dicha condicion para todos los experimentos posteriores.
En la figura 12B se puede observar el analisis estadistico de al menos 3
experimentos independientes, en los que corroboramos que existe una diferencia

significativa entre los experimentos realizados en comparacion con el grupo control.
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Figura 13. La resistina induce la migracion en células de cancer de prostata.

Panel A. La migracion celular se evalué mediante un ensayo de herida. Las células se trataron con
diferentes concentraciones de resistina y se analizé la migracion de las células después de 48 horas
de estimulo. Los graficos representan la media+SD y se expresan como veces del basal de
migracion por encima del control. Panel B. Los asteriscos indican las comparaciones realizadas con
el control. *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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X.3. La resistina incrementa los niveles de fosforilacion de la cinasa de
adhesioén focal FAK en la linea celular prostatica PC3.

La fosforilacion de FAK se asocia a un aumento de los proceso de migracién e
invasion [111-117]. Por lo cual, determinamos el efecto del tratamiento con resistina
sobre la fosforilacion de FAK en la linea celular prostatica PC3. Para ello, obtuvimos
los extractos de proteinas totales de células PC3 de cultivos confluentes, los cuales
fueron estimulados en ausencia y presencia de resistina a una concentracion de 25
ng/mL en los de 10, 20, 30, 45 y 60 min. Mediante la técnica de western blot se
midieron los niveles de proteinas utilizando anticuerpos anti-p-FAK (Tyr-397), anti-
FAK y los niveles de Bactina se utilizaron como control de carga. Nuestros
resultados demuestran que el estimulo de resistina induce un incremento en el nivel
de fosforilacion de FAK (p-FAK-Tyr3%7) dependiente del tiempo de tratamiento (Fig
13A). El analisis densitométrico y estadistico de al menos tres experimentos
independientes determino que el nivel de fosforilacidén de la cinasa FAK incrementé
hasta treinta veces respecto al grupo que no recibio dicho estimulo (Fig 13B).
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Figura 14. La resistina induce el incremento en los niveles de fosforilacién de la cinasa FAK
en células de cancer de prostata.

Panel A. Los lisados celulares de células PC3 tratadas con o sin resistina se analizaron con la técnica
de Western blot para evaluar los niveles de p-FAK y FAK, asi como la actina como control de carga.
Panel B. Los graficos representan la media + SD y se expresan como el pliegue de migraciéon por
encima del valor de control. Los asteriscos indican las comparaciones realizadas con el control.
***P < 0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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X.4. La resistina promueve un incremento de los niveles de secrecioén de la
MMP -2 y MMP -9 en la linea celular tumoral prostatica PC3.

En la familia de las metaloproteinasas existen cinco clasificaciones, las matrilisinas
(MMP -7, MMP -12, MMP-20 y MMP -26) pueden degradar laminina, lanectina y
colageno, las colagenasas intersticiales (MMP -1, MMP -8, MMP -13 y MMP -18)
son las encargadas de separar los tipos de colageno fibrilar I, Il y lll; estromalisinas
(MMP -3, MMP -10 y MMP -11) interactuan con multiples componentes de la matriz
extracelular, incluidos laminina, fibronectina y colageno amorfo, las MMP asociadas
a membrana (MMP -14, MMP -15, MMP -16, MMP -17, MMP -24 y MMP -25) son
asociadas a la membrana celular; y las gelatinasas ( MMP -2 y MMP -9) que tienen
la particularidad de degradar fibronectina y colageno tipo IV [118]. En particular, la
evidencia ha demostrado que en procesos cancerigenos existe una gran correlacion
entre los niveles secretados de las gelatinasas -2 y -9 en los procesos de invasion
celular y metastasis [119]. Con base en ello, decidimos evaluar el impacto del
estimulo con resistina en la secrecion de las MMP -2 y MMP -9 en células PC3
mediante la técnica de zimografia. Cultivos confluentes de células PC3 fueron
estimuladas con la concentracion de 25 ng/mL de resistina durante 48 horas.
Posteriormente, se obtuvo el medio sobrenadante para ser concentrado y analizado
mediante el ensayo de zimografia. Los resultados obtenidos demuestran que la
resistina incrementa la secrecion de las MMP -2 y -9 a la concentracion de 25 ng/mL
(Fig 14A). En la figura 14B se puede observar el analisis estadistico de al menos
tres experimentos independientes, donde se muestra un incremento de la secrecion
de las MMP -2 y -9, dicho incremento fue de dos a tres veces comparado con el

grupo control.
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Figura 15. La resistina aumenta la secrecién de MMP -2 y MMP -9 en células
PC3.

Panel A. Las células PC3 se trataron durante 48 h con resistina, momento en el que se obtuvo el
medio acondicionado y se procesé mediante zimografia para evaluar la secreciéon de MMP-2 y MMP-
9. Panel B. El grafico representa la media + SD y se expresa como el pliegue de invasion por encima
del valor de control. **P < 0.01, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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X.5. La resistina induce un aumento en el crecimiento de esferoides de
cultivo 3D en células tumorales PC3.

Nuestros datos anteriores muestran que los cultivos que reciben el tratamiento con
resistina incrementan los procesos de migracion e invasion celular
correspondientes. Por lo tanto, decidimos examinar el papel de la resistencia en la
formacion de esferoides (cultivos 3D) en células tumorales prostaticas. Para ello,
células PC3 se sembraron en placas de 24 pozos recubiertas con un 1,5 % de
agarosa. Las células PC3 (1 x 10° células) se trataron con SFB al 5% o resistina (25
ng/mL) con 5% de SFB durante 7 dias. Finalmente, se tomo evidencia fotografica
en los dias 3, 5y 7 como se muestra en la Figura 15. Nuestros datos indican que el
tratamiento conjunto de resistina y SFB induce un crecimiento significativo en el
crecimiento de los esferoides, duplicando el area del esferoide al dia 7 de
tratamiento con respecto a la condicion donde solo recibieron la suplementacion de
5% de SFB solamente (Fig 15 A). En la figura 15B, se puede observar el analisis
estadistico de al menos tres experimentos independientes, donde se muestra un
incremento en el crecimiento de los esferoides, dicho incremento fue de tres a seis

veces comparado con el grupo control.
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Figura 16. La resistina promueve un incremento en los esferoides de células PC3.

Panel A. Las placas de 24 pozos fueron recubiertas con 400 uL de agarosa al 1,5 %. Posteriormente,
se colocaron alrededor de 1 x 10° de células PC3 por condicion, las cuales se trataron con un 5%
de SFB solo o con un 5% de SFB + resistina (25 ng/mL) durante siete dias. Durante el ensayo, el
seguimiento se mantuvo foto documentado durante los dias 3, 5y 7. Finalmente, el area esferoidal
se analizo con el software Imaged. Panel B. El grafico representa la media + SD de tres experimentos
independientes y se expresa como area del esferoide (mm?). La barra de escala es igual a 1 mm. *
p <0,05y** p<0,01, los andlisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t Student.
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X.6. Estandarizacion de la técnica de ultracentrifugacion diferencial.
Si bien se ha demostrado la participacion de resistina en algunos procesos

tumorales [120,121], no existen reportes hasta el momento del papel de resistina en
la secrecion de VEs. Para evaluar este evento, en primera instancia se estandariz6
el aislamiento de VEs mediante centrifugacion diferencial (Fig 16). Como se observa
en la figura 17, el perfil de proteinas de la fraccion enriquecida con VEs de células
tumorales MDA-MB-231 y PC3 presentan diferencias con respecto a los lisados

celulares totales de células PC3.
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PC3 MDA-MB-231 PC3

VEs de
Plasma

Figura 17. Estandarizacion de la técnica Ultra-centrifugacion diferencial.

Se realiz6 un SDS-PAGE vy posterior tincion con azul de comassie para analizar las muestras
procesadas mediante la técnica de ultracentrifugacion para comparar la carga proteica con un lisado
total celular. Las fracciones enriquecidas con vesiculas extracelulares de células MDA-MB-231 y
PC3 muestran una diferencia en la expresion proteica en comparacion con el lisado celular total.
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Para confirmar la presencia de VEs en la fraccién enriquecida obtenida, se evalué
la expresion de Flot-2 y de CD63, puesto que se ha demostrado que son proteinas
ampliamente utilizadas como marcadores de VEs [122,123]. Nuestros datos indican
que en la fraccion enriquecida con VEs existe una fuerte expresion de los
marcadores flot-2 y CD63, mientras que la proteina fue indetectable en el medio

condicionado sin procesar y en la fraccion libre de VEs (Fig. 18).

~37 kDa —| = <=Flot-2

- CD63

MC EVs FLVEs

MC: Medio condicionado.
VEs: Fraccion enriquecida en VEs
FLVEs: Fraccion libre de VEs

Figura 18. Expresion de flotilina 2 y CD63 en muestra ultra-centrifugada.

El resultado mostré la expresion de flotilina 2 y CD63 en la fraccion enriquecida de vesiculas
extracelulares, por otro lado, en el medio condicionado y la fraccion libre de VEs se encuentra libre
de dicha expresion.
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X.7. Resistina induce la secrecién de VEs que promueven la migraciéon
celular en células prostaticas PC3.

Nuestros resultados previos demuestran que la técnica estandarizada de
ultracentrifugacion diferencial permite obtener una fraccion enriquecida de VEs.
Evidencia reciente demuestra la participacion de VEs en la progresion de diferentes
tipos de cancer [96,97,124], especificamente en el proceso de metastasis [98,125].
Esto debido al contenido que llevan, el cual consiste en RNA, ncRNA, miRNA y
contenido proteico entre otros [126]. Sin embargo, el papel de las VEs de linea
celular cancerigena PC3 bajo tratamiento de resistina no ha sido descrito. Por ello,
con la finalidad de evaluar el posible papel de las VEs obtenidas de medios
condicionados, las células PC3 fueron estimuladas con resistina, desarrollamos la
siguiente estrategia experimental: células PC3 previamente ayunadas fueron
estimuladas con o sin resistina durante 48 h, tiempo en el que se obtuvieron los
medios condicionados y se procesaron mediante la técnica de ultracentrifugacion
diferencial para obtener la fraccién enriquecida de VEs (Fig 19A). Una vez obtenida
la fraccion enriquecida de VEs, fueron utilizadas para determinar su papel en el
proceso de migracion celular. Como se pueden observar las VEs obtenidas de
células tratadas con y sin resistina incrementan la capacidad migratoria de las
células PC3, ademas, se puede observar como las que recibieron el estimulo de
VEs provenientes del tratamiento de resistina en células PC3, la diferencia es mayor
en comparacion con las VEs secretadas por células sin tratamiento y que el grupo
que no recibié estimulo vesicular. La anexina V fue utilizada como un control
inhibidor de la captacion de las VEs, esto como respaldo sobre el efecto las VEs
sobre el proceso de migracion celular (Fig 19B). En la figura 19C se puede observar
el analisis estadistico de al menos tres experimentos independientes, en los que se
corrobora la diferencia significativa de los experimentos realizados con tratamiento
de VEs provenientes de células estimuladas con resistina en comparacién con el

grupo control.
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Figura 19. Las vesiculas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina
inducen la migracion celular en células PC3.

Panel A. Se utilizé ultracentrifugacion diferencial para aislar una fraccion enriquecida de VEs. Panel
B. La migracion celular se evalué mediante un ensayo de herida por ralladura, las células se trataron
con vesiculas extracelulares derivados de células PC3 tratadas con o sin resistina (30 pug/mL por
condicion). Panel C. Después de 48 h se analizo6 la migracion de las células. Las graficas representan
la media+D.E. Independientes y son expresados como las veces de migraciéon con respecto al
control. Los asteriscos denotan significancia estadistica. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001, evaluado
mediante una ANOVA de una via.
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X.8. Las VEs de cultivos PC3 tratados en presencia de resistina incrementan
los niveles de secrecion de la MMP -2 y MMP -9.

Con base en nuestros resultados, donde demostramos que la fraccion enriquecida
con VEs derivadas del tratamiento con resistina se asocian al proceso de migracion.
Decidimos evaluar si el tratamiento con las VEs se asocia al proceso de secrecién
de las MMP -2 y MMP -9 mediante la técnica de zimografia. Nuestros datos
obtenidos indican que las VEs derivadas de la ausencia del estimulo con resistina
en células PC3 inducen un incremento en la secrecion de MMP -2 y MMP -9, en
comparacion con las células ausentes de tratamiento con VEs (Fig 20A). De la
misma manera, asociado con los resultados previos en la evaluacion del proceso
de migracion, las células PC3 que recibieron el estimulo de VEs derivadas de
tratamiento con resistina, incrementaron el nivel de la secrecién de las MMP -2 y
MMP -9 en los medios condicionados. Nuestros resultados demuestran la relacion
del tratamiento con VEs de células PC3 estimuladas con resistina y el proceso de
invasion celular. Adicionalmente, utilizamos una condicién con pre-tratamiento de
las VEs en conjunto con Anexina V, un inhibidor de la captura de VEs, logrando
observar una disminucién en la secrecion de MMP-2 con niveles similares al control
(Fig 20A). En la figura 20B podemos observar el analisis estadistico de al menos
tres experimentos independientes, donde corroboramos diferencia significativa en
los niveles de secrecion de la MMP -2 y MMP -9 al ser estimulados con VEs

obtenidas de los medios condicionados de células PC3 tratadas con resistina.
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Figura 20. Las vesiculas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina
inducen la invasion celular en PC3 de forma autocrina.

Panel A. Las células PC3 se trataron durante 48 h con EV derivados de células PC3 tratadas con
resistina o sin tratamiento con resistina, los sobrenadantes se recolectaron y analizaron mediante
zimografia para evaluar la secrecion de MMP-2 y MMP-9. Panel B. El grafico representa la
media £ SD y se expresa como las veces del basal sobre el proceso de secrecion de las MMP -2 y
MMP -9 por encima del valor del grupo control. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, evaluado mediante
una ANOVA de una via.
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X.9. VEs derivadas del tratamiento con resistina inducen invasion en células
PC3.

Puesto que en conjunto nuestros datos indican que el tratamiento con resistina
induce el proceso de migracion celular juntamente con un incremento en la
secrecion de las MMP -2 y MMP -9, asi como el estimulo de VEs obtenidas de los
sobrenadantes de cultivos celulares PC3 que recibieron el tratamiento con resistina
incrementan procesos asociados con la agresividad tumoral. Nuestro equipo de
trabajo decidid6 determinar el efecto de la fraccién enriquecida de VEs sobre el
proceso de invasion celular en la linea prostaticas PC3. Como se observa en la
figura 21A, el tratamiento con resistina incrementa la capacidad de invasion,
sumado a esto, los cultivos celulares que fueron estimulados con VEs obtenidas de
sobrenadantes de células PC3 tratados con resistina incrementaron la capacidad
invasiva comparada con el grupo control. Adicionalmente, el pre-tratamiento de la
fraccion enriquecida de VEs con anexina V, inhibe la invasion de células PC3
indicando que el efecto es derivado de la captura de VEs (Fig 21A). En la Figura
21B, se puede apreciar el analisis estadistico de al menos tres experimentos
independientes, donde se demuestra la diferencia significativa entre el cultivo que
recibié el tratamiento con VEs recuperadas de medios condicionados de células
PC3 bajo el tratamiento de resistina comparado con el grupo que no recibio el

tratamiento.
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Figura 21. Vesiculas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina inducen
la invasion celular en PC3 de forma autocrina.

Panel A. Se us6 el método de la camara de Boyden para evaluar la invasion de células PC3 cuando
se estimularon con EV derivados de células PC3 tratadas con resistina o sin tratamiento con
resistina, las células se sembraron en la camara superior recubierta previamente con matrigel y se
agrego el tratamiento con EV a la camara inferior, después de 48 h se analizo la invasion celular.
Panel B. El grafico representa la media = SD y se expresa como el pliegue de invasion por encima
del valor de control. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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X.10. Efecto de las VEs provenientes de estimulos de resistina en células
PC3.

Una vez que nuestros resultados determinaron que el estimulo de VEs recuperadas
de los sobrenadantes de cultivos tratados con resistina incrementa los procesos
involucrados en la progresion tumoral, decidimos evaluar el efecto de las VEs en la
migracion a diferentes concentraciones (30, 60 y 100 ul/mL). Nuestros resultados
proponen, que el estimulo de VEs a la concentracién de 60 pl/mL favorece el
proceso de migraciéon comprado con los demas tratamientos, ademas, se corrobora
con nuestros resultados previos donde demostramos que el estimulo de VEs
recuperadas de medios condicionados con resistina favorece el proceso de
migracion al ser comparado con el grupo que no recibié dicho tratamiento (Fig 22A).
La grafica obtenida del analisis estadistico de dos experimentos independientes
sugieren el incremento del proceso de migracion cuando las células son estimuladas
con VEs recuperadas de medios condicionados donde las células fueron tratadas
con resistina, observandose el mayor efecto a la concentracién de 60 ul/mL

transcurridas las 48 horas del experimento (Fig 22B).
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Figura 22. Las VEs regulan la migracion en células PC3 dependiente de la concentracion.

Panel A. Se realizé una ralladura a cultivos celulares PC3 confluentes. Posteriormente, se prosiguié
con estimulos de 48 horas en presencia de VEs recuperadas de medios condicionados tratados en
presencia o ausencia de resistina. Panel B. Las graficas representan la media +D.E. de dos
experimentos independientes y son expresados como veces del basal con respecto al control. Las
fotografias fueron tomadas 48 horas después de recibir los diversos estimulos.
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X.11. Las VEs transportan moléculas cargo involucradas en la progresién
tumoral.

En resultados previos demostramos que tanto el tratamiento con resistina como las
VEs derivadas del estimulo de resistina en células PC3 incrementan los procesos
de migracion e invasion celular, por lo cual, decidimos analizar el contenido de las
VEs con la finalidad de evaluar la presencia de las MMP -2 y MMP -9, esto derivado
de nuestra investigacion donde asociamos la secrecion de dichas gelatinasas con
el incremento de la progresion tumoral. Los resultados obtenidos demuestran la
presencia de la MMP -9 en las VEs analizadas de sobrenadantes provenientes de
cultivos tratados en ausencia y presencia de resistina (Fig 23). Este resultado
sustenta el impacto que tienen las VEs en la invasion celular, lo cual puede impactar

en la progresion tumoral.

92 kDa <4 MMP-9

72 kDa  r— <= MMP -2

VEs VEs
Resistina DMEM

FLVES FLVES

Figura 23. Las VEs presentan moléculas cargo asociadas a la progresion tumoral en células
PC3 estimuladas en presencia o ausencia de resistina.

Cultivos confluentes de células PS3 fueron tratados en presencia o en ausencia de resistencia
durante 48 horas. A continuacién, se obtuvieron cultivos confluentes de células PS3 fueron tratados
en presencia o en ausencia de resistencia durante 48 horas. A continuacion, se obtuvieron los
medios condicionados para ser procesados mediante ultracentrifugacion diferencial, obteniendo
finalmente una fraccion enriquecida con vesiculas extracelulares de los medios condicionados para
ser procesados mediante ultracentrifugacion diferencial, obteniendo finalmente una fraccion
enriquecida con VEs, las cuales fueron procesadas mediante la técnica de zimografia. El resultado
sugiere la presencia de la metaloproteinasa nueve en las VEs obtenidas.
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Xl. Discusion

La resistina es una adipocina implicada en procesos metabdlicos e inflamatorios. En
la actualidad, existen estudios donde han indicado una relacion entre los niveles
elevados de resistina circulante con el sobrepeso y la obesidad. Estas condiciones
estan asociadas con multiples enfermedades, por ejemplo, el desarrollo de la
diabetes mellitus, hipertensién, dislipidemia, sindrome metabdlico y el incremento
en el riesgo de desarrollar cancer [127,128].

Existe evidencia de que la resistina aumenta la agresividad en el cancer de mama,
favoreciendo procesos como el crecimiento tumoral al aumentar la actividad de
BCL-2 y BCL-xL, acompafados por una disminucion en las caspasas -7 y -3.
Curiosamente, la resistina promueve la metastasis en el cancer de mama al
aumentar la actividad de Src e inducir la translocacion al nucleo de PKCa [129]. La
resistina se ha relacionado con la progresion tumoral en pacientes con cancer de
prostata. Un estudio en el que participaron pacientes coreanos demostré que a
medida que aumentaba la escala de Gleason, habia un aumento en la expresién de
resistina en tejido tumoral de préstata. Esto fue acomparado por un aumento en la
proliferacion y fosforilacion de Akt en las lineas celulares de cancer prostatico PC3
y DU-145 [86]. Por otro lado, TLR4 se ha visto involucrado en el incremento de los
procesos de migracion e invasion celular en cancer de pulmon y en la induccion del
fenotipo mesenquimal en cancer mamario. Por su parte, CAP1 ha sido vinculado
con el incremento migratorio de células de cancer de mama. A pesar de dicha
evidencia, la interaccion de resistina con los receptores TLR4 y CAP1 no ha
gquedado elucidado por completo en cancer prostatico, por ello, es importante
predecir el comportamiento celular bajo dicho estimulo y analizar el efecto de la
sefalizacion celular en los procesos cancerigenos. Por lo tanto, decidimos evaluar
si la resistina interactua con los receptores CAP1 y TLR4 mediante la técnica de
docking molecular, ademas, de estudiar el impacto en procesos celulares asociados
con la progresion tumoral en el cancer de prostata. No obstante, de acuerdo con la
evidencia existente, deducimos que los efectos bioldgicos asociados con el

incremento de invasion celular son mediante TLR4, sin embargo, es necesario se
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realicen las investigaciones correspondientes para determinar dicho fendmeno. En
este trabajo, mostramos mediante un ensayo in silico que la resistina puede
interactuar con los receptores CAP1 y TLR4, ademas de inducir un aumento en los
procesos de migracion e invasion en la linea celular PC3, concomitante con un
aumento en la secreciéon de MMP-2 y MMP-9 y el incremento en los niveles de
fosforilacion de FAK (Tyr-397) [86,128]. La organizacion estructural de CAP1 cuenta
con tres dominios principales, la region N-terminal, la region media (MD) rica en
prolina, y la region C-terminal, de las cuales la region N-terminal es capaz de mediar
sefalizacion mediante la via RAS/AMPc y la region C-terminal esta relacionada con
la regulacion del citoesqueleto de actina [130]. Sudan et. al, describe las vias de
sefializacion moduladas por la interaccion de CAP1 y resistina, donde la activacion
de CAP1 aumento la expresion y secrecion de citocinas pro-inflamatorias inducidas
por el factor de transcripcion NF-kB, ademas de modular las vias STAT’s, ERK/c-
Myc y PI3K/Akt/SP-1 asociadas a los procesos de migracion e invasion celular [131].
Nuestros resultados in silico demuestran la interaccion de resistina en tres
posiciones distintas con el receptor CAP1 en al menos 42 sitios de union en C-
terminal. Por otro lado, TLR4 se ha encontrado a niveles elevados en cancer
mamario favoreciendo los procesos de metastasis y proliferacion [132,133], existe
evidencia que la activacion de TLR4 modula vias de sefializacion rio abajo como
Src, PI3K/AK/mTOR, y MAPK, asociadas con la progresion tumoral [131], incluso,
niveles elevados de TLR4 y MyD88 presentes en pacientes con cancer colorrectal
fue asociada a una baja sobrevivencia [134]. Nuestros resultados in silico
demuestran la interaccién de resistina en las tres posiciones mas eficiente con el
receptor TLR4 en al menos 38 sitios de unién en la region extracelular. Ademas, de
la interaccidn altamente probable entre del receptor CAP1 con resistina, donde el
E-score con mayor afinidad se presentd en la interaccion de CAP1 vs resistina (-
77.7155 kcal/mol) seguido por la interaccion de TLR4 vs resistina (-62.7696
kcal/mol), estos resultados nos sefalan que existe una alta posibilidad de
interaccidon, sin embargo, los procesos celulares observados en este estudio
podrian ser derivados de la interaccion de resistina con TLR4, esto debido a los
efectos que regula la activacion de TLR4 en otros modelos cancerigenos.
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Niveles elevados en la fosforilacion de FAK se asocia con una mayor agresividad
tumoral en procesos como migracion, invasion y metastasis [117,135,136]. Ademas,
se ha demostrado que la fosforilacion de FAK en su residuo Tyr-397 esta
relacionada con su maxima actividad catalitica, activando proteinas como PI3K, Src,
Grb7 y N-WASP [112,116]. Dando como resultado una elevada capacidad migratoria
e invasiva en células cancerosas [112]. Nuestros resultados demuestran el
incremento de actividad de la cinasa FAK en su residuo Tyr-397 cuando células
cancerosas de la linea PC3 son estimuladas con resistina, proceso que se
encuentra altamente asociado con el aumento de la migracién y el proceso de la
invasion celular. Adicionalmente, la secrecion de MMP-2 y MMP-9 por las células
cancerosas es un mecanismo importante del proceso de invasion celular ya que
estas enzimas son capaces de degradar componentes de la membrana basal como
colageno tipo IV, un proceso asociado con tumores altamente invasivos y
metastasicos [137]. La secrecion de las MMPs puede ser inducida por la activacion
de la via PI3K/Akt, que conduce a la activacidn del factor de transcripcién NF-kB. El
factor de transcripcion NFkB regula la expresion de multiples proteinas que modulan
la invasion celular, entre las que son Snaill y 2, Twist1 y 2, vimentina, MMP-9 y
MT1-MMP, que induce la activacion de MMP-2 [137]. En este trabajo se confirmo
que el tratamiento con resistina a concentraciones fisiolégicamente alcanzables (25
ng/mL) tiene efecto en las células PC3 aumentando el nivel de secrecion de MMP-
2 y MMP-9 en el medio condicionado, favoreciendo el proceso de invasion en las
células cancerosas prostaticas. Por otro lado, en concentraciones elevadas (100
ng/mL) no se presenta diferencia significativa, lo cual podria ser asociado a la
saturacion del sistema.

Las VEs son participes en la comunicacién celular y procesos fisiologicos.
Contienen en su membrana fosfolipidos, proteinas transmembranales y proteinas
gue son componentes de las balsas lipidicas. Al mismo tiempo, dentro de las VEs,
hay diversas proteinas intracelulares, segundos mensajeros y material genético que
pueden ser empaquetados y transportados de un lugar a otro [87,138]. Como
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consecuencia, las propiedades y el papel biolégico de las VEs pueden diferir
dependiendo de la célula que son derivadas y del microambiente del que son
expuestas. Las VEs pueden fusionarse con la membrana plasmatica de las células,
transfiriendo informacion genética, segundos mensajeros y receptores que pueden
inducir la senalizacion celular, mediante los cuales la célula receptora puede adquirir
nuevas funciones [87,138]. La secrecion de VEs por las células cancerosas
representa un mecanismo por el cual moléculas bioactivas como acidos nucleicos,
receptores, receptores de factores de crecimiento, factores de transcripcion
funcionales, enzimas y varios tipos de proteinas intracelulares son transferidas
pudiendo modular vias de sefalizacion. Ademas, las VEs se secretan en respuesta
a una amplia variedad de estimulos, liberados en altas concentraciones por células
cancerigenas. Por lo tanto, planteamos la hipotesis de que la resistina podria regular
la comunicacion celular mediada por EV en las células PC3. Nuestros resultados
indican que la resistina induce la secrecion de VEs que promueven los procesos de
migracion e invasion en células PC3, simulando un modelo de comunicacion
autocrino. La secrecion de VEs derivadas del tratamiento con resistina puede verse
respaldada por el hecho de que, en las células de cancer de mama altamente
invasivas MDA-MB-231, la resistina promueve un aumento en concentracion de
calcio intracelular, un fenédmeno conocido por inducir la secrecion de EVs [87,138].
Las VEs contienen una variedad de moléculas cargo que promueven los procesos
de invasion y metastasis, incluyendo a proteinas como PI3K/AKT, integrina avf35,
EGFRuvlIl y una amplia variedad de miRNAs [129,135]. Esto sugiere fuertemente que
las células PC3 expuestas a resistina secretan VEs con moléculas cargo que
inducen invasion y metastasis, destacando la importancia del papel de resistina en
la progresion tumoral prostatica. Sin embargo, se requieren mas ensayos para
respaldar estos eventos. Nuestros datos indican que la fraccion enriquecida con
EVs presenta Flot-2 y CD63; sin embargo, es necesario caracterizar las poblaciones
de VEs mediante microscopia electronica y/o el analisis de seguimiento de
nanoparticulas. La resistina es una proteina secretada tanto por células como por
macrofagos, ademas, regula la respuesta inflamatoria al promover la secrecion de

TNF-alfa e IL-12 en macrofagos [139]. Estos efectos podrian ser inducidos por su
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posible interaccion y activacion con TLR4 [79,87]. Se ha observado que la activacion
de TLR4 genera un incremento en la liberacién de calcio [140,141] desde el reticulo

endoplasmico al citoplasma (calcio intracelular).

En las células cancerosas, la resistina promueve la fosforilacién de Src (un objetivo
rio abajo de la quinasa FAK) y el aumento de los niveles de calcio intracelular [87].
Se ha demostrado que la via FAK/Src induce la activacién de Akt en células
cancerosas. Esto resulta en una mayor secreciéon de MMP-2 y MMP-9, favoreciendo
los fenomenos de la proliferacion, migracion, invasion y metastasis [142].
Particularmente, un aumento en los niveles de calcio intracelular es clave en la
biogénesis y secrecion de microvesiculas y exosomas por parte de las células
tumorales [138]. En conjunto de toda la evidencia presentada, planteamos la
hipdtesis de que, en células PC3, la resistina interactua y activa a TLR4,
aumentando los niveles de p-FAK en conjunto con los niveles de calcio intracelular.
La activacién de FAK promueve la fosforilacion de p-Src y la actividad de la via
PI3K/Akt/NF-kB, la cual aumenta la secrecion de MMP-2 y MMP-9, favoreciendo los
procesos de proliferacion, migracion e invasion en células PC3. Ademas, el aumento
de los niveles de calcio intracelular genera un aumento en la biogénesis de VEs y
secrecion de moléculas cargo, las cuales inducen el proceso de invasion de las
células PC3.

En resumen, nuestros datos muestran por primera vez que la resistina desencadena
la invasion en células PC3. Ademas, las células PC3 tratadas con resistina secretan
EVs que inducen la migracion e Invasion de células prostaticas PC3. Esto destaca
a la resistina como una adipocina importante en la progresién tumoral y en la

metastasis del cancer prostatico.
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XIll. Conclusiones

e Se determind que Resistina presenta un incremento en la actividad de la
cinasa FAK (p-FAK-Tyr397), concomitantemente del aumento en la
migracion de células PC3.

e Resistina modula la secrecion de las metaloproteinasas -2 y -9, las cuales
estan involucradas en el proceso de la invasion celular.

e El estimulo de Resistina incrementa el tamano de esferoides conformado por
células prostaticas cancerigenas.

e Células PC3 estimuladas con Resistina generan un aumento de la MMP -9
presente en VEs.

e Las VEs obtenidas de medios condicionados de células PC3 estimuladas con

resistina, incrementan la agresividad celular mediante el proceso de invasion.
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Abstract: Resistin is an adipokine with metabolic and inflammatory functions. Epidemiological and
translational studies report that an increase in plasma levels and tissue expression of resistin increases
the aggressiveness of prostate tumor cells. Extracellular vesicles (EVs) are secreted constitutively
and induced by cytokines, growth factors, and calcium and are found in multiple biological fluids
such as saliva, serum, semen, and urine. In particular, EVs have been shown to promote tumor
progression through the induction of proliferation, growth, angiogenesis, resistance to chemotherapy,
and metastasis. However, the role of resistin in the migration, invasion, and secretion of EVs in
invasive prostate tumor cells remains to be studied. In the present study, we demonstrate that
resistin induces increased migration and invasion in PC3 cells. In addition, these phenomena are
accompanied by increased p-FAK levels and increased secretion of MMP-2 and MMP-9 in resistin-
treated PC3 cells. Interestingly, EVs isolated from supernatants of PC3 cells treated with resistin
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1. Introduction

Prostate cancer is a global public health problem. According to the Global Cancer
Observatory, in 2020, more than 1 million new diagnoses were reported, resulting in the
deaths of more than 375,000 men worldwide [1-3]. Prostate cancer is caused by mutations
in tumor suppressor genes and oncogenes such as p53, Src, FAK, and Akt, resulting in
uncontrolled growth and proliferation [4]. Although prostate cancer can originate from
any prostate cell, 95% of tumors originate from luminal epithelial cells [5].

Evidence links obesity with the development of multiple types of cancer [6] because
adipose tissue can secrete different molecules that can regulate metabolism [7]. In addition,
obesity is associated with various pathologies such as hypertension, diabetes, and prostate
cancer [8]. Evidence suggests that at least 20% of all tumors are caused by excess weight,
causing a more aggressive disease [9]. Adipose tissue releases more than 20 different
types of adipokines, including leptin, adiponectin, TNF-«, and resistin, which can promote

This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/ licenses /by /
4.0/).
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tumor growth, proliferation, and metastasis [10]. In obesity, the paracrine communication
between adipocytes and cells of the immune system is altered due, among other factors, to
the deregulation of adipokine secretion, leading to low-grade chronic inflammation. The
increase or decrease in the secretion of hormones, growth factors, and adipokines derived
from adipose tissue promotes tumor growth, proliferation, migration, and invasion, with
subsequent metastasis. In particular, in prostate cancer, the adipokines leptin, visfatin, and
resistin have been related as promoters of various stages of tumor progression. However,
the molecular mechanisms involved have not been fully elucidated [11,12].

Resistin (an adipose tissue-specific secretory factor) is a protein rich in cysteine residues
and was originally proposed as a link between obesity and diabetes. In humans, this
adipokine is found in blood circulation (2-40 ng/mL) as an oligomer and is widely ex-
pressed and secreted by macrophages infiltrating visceral adipose tissue. In contrast,
adipocytes and preadipocytes express minimal protein levels [13]. Structurally, resistin
has several subunits that are held together by non-covalent interactions. This charac-
teristic allows the origination of a multimeric complex consisting of hexamer-forming
disulfide bonds. Resistin-mediated transduction pathways have been described in various
cancer cells, including signaling through toll-like receptor 4 (TLR4) and activation of the
PI3K/Akt/NFkB pathway. Activation of these pathways can cause a chronic inflammatory
state to be maintained through the constant secretion of pro-inflammatory cytokines. This
can lead to a favorable tumor microenvironment. Cytokines, in turn, can activate specific
pathways such as MAPKs and JAK/STAT that will promote cellular responses such as
tumor proliferation [13,14]. Likewise, resistin induces the activation of PI3K concomitant
with the phosphorylation and activation of Akt, resulting in increased cell proliferation in
prostate cancer cells [15].

Migration and invasion are associated with cancer pathophysiology, giving rise to
metastasis. Migration is associated with cell motility promoted by the participation of
proteins such as Arp2/3, WASP, and Cdc42 [10]. Integrins are transmembrane receptors that
couple the extracellular matrix with the cytoskeleton. Therefore, they promote cell survival
and migration and promote the activation/phosphorylation of FAK at the Y397 residue,
which is associated with the metastasis process [16]. Additionally, FAK overexpression
and amplification are associated with tumor progression, favoring migration, invasion,
metastasis, and a poor prognosis. Gelatinases are enzymes that degrade extracellular matrix
components, such as collagen. It has been observed that the overexpression and increase
in the secretion of MMP-2 and MMP-9 are associated with processes such as invasion,
metastasis, and a poor prognosis, resulting in key factors in tumor progression [17,18].

Extracellular vesicles (EVs) are a group of vesicles bounded by a lipid bilayer and
secreted by multiple cell types, including exosomes, microvesicles, and apoptotic bodies.
EVs secreted by tumor cells have been related to different stages of tumor progression, such
as proliferation, migration, invasion, angiogenesis, metastasis, and resistance to infection
and chemotherapy [19]. EV secretion is a constitutive process present in multiple cell
types. However, exogenous stimuli such as growth factors, epinephrine, and adenosine
diphosphate induce an increase in secretion and the differential expression of associated
molecules in EVs from different cancer cell lines. The cargo molecules present in EVs,
including proteins, lipids, miRNA, mRNA, and DNA, are responsible for promoting the
different stages of tumor development [20]. Therefore, the composition and function of
EVs as intercellular information packets depend on various factors present in the tumor
microenvironment (cytokines, hormones, and growth factors, among others) [19,20].

In this work, we show that treatment with resistin induces an increase in FAK phos-
phorylation levels and an increase in MMP-2 and MMP-9 secretion in PC3 cancer cells. In
addition, resistin promotes increased migration and invasion of PC3 cells. Interestingly,
EVs isolated from supernatants from PC3 stimulated with resistin promote migration and
invasion in a model of autocrine cell communication. Therefore, our data for the first
time indicate that resistin induces increased migration and invasion in PC3 cells. This is
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accompanied by the secretion of EVs with cargo molecules that induce processes associated
with metastasis.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Resistin, FAK antibody (sc-271126), anti-phospo-FAK antibody (Tyr-397, sc-81493), anti-
CD63 antibody (sc-5275), anti-actin antibody, and agarose were obtained from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-Flotillin-2 antibody and basement membrane
matrix (BD Matrigel) were obtained from BD Biosciences (Bedford, MA, USA).

2.2. Cell Culture

The PC3 prostate cancer cells were cultured in 100 mm Petri dishes with Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 3.7 g/L sodium bicarbonate, 10%
fetal bovine serum (FBS), and antibiotics in a humidified atmosphere containing 5% CO,
and 95% air at 37 °C. For experimental purposes, PC3 cells were starved in DMEM without
FBS for 18 h before treatment with resistin.

2.3. Stimulation of PC3 Cancer Cells with Resistin

After starvation, 8 x 10° PC3 cells (confluent cultures) were washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS), re-fed in DMEM without FBS, and then untreated or
treated with resistin at various concentrations and times indicated. The stimulation was
terminated by aspirating the conditioned medium.

2.4. Isolation of EVs from Conditioned Medium of PC3 Cells Stimulated with Resistin

PC3 cells were maintained and cultured in DMEM with 10% FBS (with serum EVs). Once
the cultures reached 80-90% confluence (8 x 10° cells/dish), they were starved by removing this
DMEM-FBS and replacing it with DMEM only (without FBS) for 18 h. At the end of this period,
the cells were treated with and without resistin using only DMEM (without FBS) medium for
48 h. Therefore, our experimental conditions do not include the presence of FBS. Conditioned
medium (supernatant) was collected from PC3 cells that were unstimulated and stimulated
with resistin (25 ng/mL). Isolation of EVs was performed as described previously [21-23].
Briefly, the conditioned medium was centrifuged twice for 15 min at 200X g. Supernatants were
then sequentially centrifuged at 600x g twice for 30 min, once at 2000x g for 30 min, once at
10,000 g for 30 min, and once at 120,000 g for 75 min. Finally, the EVss were washed once
with PBS 1X at 120,000 x g for 75 min. After centrifugation at 120,000 g, the supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in 1X PBS (~100 uL/condition). The EV fractions
were enriched in exosomes and microvesicles. Finally, the protein levels in the EV fraction were
analyzed using the micro-Bradford protein assay.

2.5. Treatment of PC3 Cells with EV Fractions Isolated from Supernatants of PC3 Cells Stimulated
with Resistin

Confluent cultures of PC3 cells were washed twice with PBS, re-fed in DMEM for
30 min, and then stimulated with EV fractions obtained from 8 x 106 PC3 cells unstimulated
or stimulated with resistin (25 ng/mL). Each condition was treated with 30 pug/mL of EVs.
EVs stimulation was terminated by aspirating the medium, and/or cells were solubilized
in 0.5 mL of ice-cold RIPA buffer (1.5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 150 mM NaCl, 10 mM
sodium pyrophosphates, 1 mM sodium orthovanadate, 100 mM NaF, 10% glycerol, 1%
Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM PMSF, 50 mM HEPES, pH 7.4).
The micro-Bradford protein assay analyzed the protein concentration of each sample.

2.6. Western Blotting

Proteins (=20 pg/condition) were processed by PAGE under denaturing conditions
with 10% gels and transferred to nitrocellulose membranes or, alternatively, PVDE. Mem-
branes were stained with Ponceau red to confirm protein transfer to the membrane. Next,
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the membranes were blocked with 5% non-fat dried milk in PBS pH 7.2/0.1% Tween
20 (wash buffer) and incubated with the indicated primary antibody at 4 °C overnight.
The membranes were washed three or four times with the washing buffer for 15 min
and incubated with the secondary antibody (horseradish peroxidase-conjugated) at room
temperature. After incubation, the membranes were washed to remove excess antibodies
and visualize the bands with ECL detection reagent. Autoradiograms were scanned or pho-
tographed with the ChemiDoc XRS+. The bands were analyzed with the Image] software
(1.54c version, NIH, Bethesda, MD, USA), while the statistical analysis was performed with
GraphPad Prism (version 8.0.2, 263, January 2019).

2.7. Scratch Wound Assay

Cultures of PC3 cells (100% confluent) were exposed to 12 pM mitomycin C to block
cell proliferation.

Cell cultures were scratch-wounded using a sterile 200 uL pipette tip, washed twice with
PBS, and re-fed with DMEM stimulated or unstimulated with resistin or EV fractions from
8 x 10 PC3 cells stimulated or unstimulated with resistin. The progress of cell migration
into the wound was photographed at the end of the experiment (48 h) using an inverted
microscope coupled to a camera. Each experimental condition was repeated three times.

2.8. Zymography

Confluent cultures of PC3 cells were treated with resistin or EV fractions obtained from
8 x 10° PC3 cells unstimulated or stimulated with 25 ng/mL resistin for 48 h (experimental
condition), and conditioned medium was collected and concentrated using centricon
filters (Millipore, Burlington, MA, USA). An equal volume of non-heated conditioned
medium samples was mixed with 5X non-reducing sample buffer (2.5% SDS, 1% sucrose,
and 4 ug/mL phenol red) without reducing agent and loaded onto 8% acrylamide gels
copolymerized with gelatin at 1 mg/mL. Gels were rinsed thrice in 2.5% Triton X-100
and then incubated in incubation buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4 and 5 mM CaCl,) at
37 °C for 48 h. Gels were fixed and stained with a staining solution (0.25% Coomassie
Brilliant Blue G-250 in 10% acetic acid and 30% methanol). The gels were washed twice
with the destaining solution (40% methanol and 10% acetic acid) to remove the excess
stain. Proteolytic activity was detected as clear bands against the background stain of the
undigested substrate.

2.9. Invasion Assays

Invasion assays were performed by the modified Boyden chamber method in 24-well
plates containing 12 cell culture inserts with 8 um pore size (Costar, Corning Inc., Corning,
NY, USA). Briefly, 30 uL. of BD Matrigel was added to culture inserts and incubated for
30 min at 37 °C. Cells were plated at 1 x 10° per insert in 100 pL serum-free DMEM in the
top chamber. The lower chamber contained 600 uL. DMEM with resistin (25 ng/mL) or EV
fractions from PC3 cells unstimulated or stimulated with resistin. After 48 h of incubation,
PC3 cells and the Matrigel were removed from the upper surface with cotton swabs, while
the cells that invaded were fixed with 100% methanol for 5 min. Next, the cells were stained
with 0.1% crystal violet in PBS. The dye was eluted with 500 uL of 10% acetic acid, and
the absorbance at 600 nm was measured. Background values were obtained from wells
without cells.

2.10. Spheroid Growth Assay (3D Culture)

The development of the spheroid assay was based on the protocol of Saraiva et al. [24],
with some modifications. Briefly, 24-well plates were coated with 1.5% agarose dissolved
in 1X PBS (400 uL/well). PC3 cell cultures (90% confluence) were trypsinized, and the cell
suspension (1 x 10° cells/well) was placed on the agarose-coated wells. The spheroids
were cultured under the indicated conditions (DMEM with 5% FBS alone or DMEM
supplemented with 25 ng/mL resistin + 5% FBS) for seven days, changing the fresh
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medium every 48 h. During the experiment, photos were taken on days 3, 5, and 7 with a
camera-coupled microscope. The spheroidal area was analyzed with the Image] software
(Bethesda, MD, USA; 1.54c version). For each time point, the areas of four spheroids were
averaged. Statistical analyzes were performed using Student’s t-tests.

2.11. Statistical Analysis

Results are expressed as mean + S.D. Data were statistically analyzed using one-
way ANOVA and Newman-Keuls’s multiple comparison test. A statistical probability of
p < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Resistin Induces an Increase in the Migration in PC3 Cancer Cells

Resistin overexpression has been reported in high-grade tumor tissue compared with
low-grade lesions and benign prostatic hyperplasia [15,25]. High-grade lesions are associ-
ated with a high metastatic capacity, involving cell migration and invasion [15,25]. Therefore,
we decided to evaluate the effect of resistin on cell migration in PC3 cells by scratch wound
assay. PC3 cell cultures were scratch-wounded and stimulated at different resistin concen-
trations (10, 25, 50, and 100 ng/mL) and 10% FBS as a positive control for 48 h. As observed
in Figure 1A, resistin promotes an increase in the migration of PC3 cells, with a maximum
migration at 25 ng/mL of resistin. Since a high migratory capacity of PC3 cells treated with
resistin at 25 ng/mL was observed, we decided to use this condition for all subsequent
experiments. FAK is a non-receptor tyrosine kinase that is overexpressed in prostate cancer
and regulates processes such as migration and invasion by modulating the dynamics of
focal adhesions. Therefore, we decided to evaluate the effect of resistin on the levels of
Tyr-397 phosphorylation of FAK, indicative of maximum catalytic activity [26]. Cell lysates
from PC3 cells stimulated with and without resistin at 25 ng/mL at the indicated times
were obtained and processed by Western blotting with anti-p-FAK (Tyr-397), anti-FAK, and
anti-actin antibodies as loading controls. Our data indicate that treatment of PC3 cells with
resistin induces a time-dependent increase in FAK phosphorylation levels, with a maximum
phosphorylation level at 60 min of treatment (Figure 1B). As an inhibitor of cell proliferation,
they were pre-treated with mitomycin C (Figure S1).

3.2. Resistin Promotes an Increase in the Invasion in PC3 Cells

MMP-2 and MMP-9 are gelatinases involved in the invasion and metastasis of cancer
cells, and their synthesis and secretion are regulated by pathways such as MAPK and FAK/Src.
In line with this notion, we determined the impact of resistin on the secretion of MMP-2 and
MMP-9. Briefly, confluent PC3 cell cultures were treated with or without 25 ng/mL resistin
for 48 h, at which time the conditioned medium was obtained and processed by zymography.
As shown in Figure 2A, resistin-treated PC3 cells significantly increase the secretion of MMP-2
and MMP-9 in conditioned medium. High expression and secretion of MMP-2 and MMP-9
have been associated with increased prostatic tumor invasion, an important phenomenon for
subsequent tumor metastasis [27,28]. Based on previous data indicating that resistin induces
the secretion of MMPs, the role of resistin in tumor invasion was evaluated. The invasion assay
was performed by the Boyden chamber method. The inserts were coated with Matrigel, and
1 x 10° cells/well were placed, while in the lower chamber was added DMEM supplemented
or not with resistin and FBS as a positive control. Our data indicate that resistin induces a
significant increase in the invasive capacity of PC3 cells (Figure 2B).

3.3. Resistin Induces an Increase in 3D Culture Spheroid Growth in PC3 Cells

Our previous data show that resistin increases PC3 cell invasion. Therefore, we
decided to examine the role of resistin in spheroid formation (3D cultures) in PC3 cells. PC3
cells were seeded in 24-well plates coated with 1.5% agarose. PC3 cells (1 x 10° cells/well)
were treated with 5% FBS or resistin (25 ng/mL) + 5% FBS for 7 days. Finally, photos were
taken on days 3, 5, and 7. As shown in Figure 3, our data indicate that resistin + 5% FBS
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induces a significant growth of the spheroids, doubling the area of the spheroid on day 7 of
treatment with respect to the condition with 5% FBS alone.
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Figure 1. Resistin induces migration in prostate cancer cells. (A) Cell migration was evaluated through a
scratch wound assay. Cells were treated with different concentrations of resistin, and the migration of cells
was analyzed after 48 h. (B) Cell lysates of PC3 cells treated with or without resistin were analyzed with
Western blotting to evaluate p-FAK and FAK levels and actin as a loading control. The graphs represent
the mean = SD of three independent experiments and are expressed as the fold of migration above the
control value. Asterisks indicate comparisons made to control. *p < 0.05,** p < 0.01, and *** p < 0.001.
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Figure 2. Resistin increases PC3 cell invasiveness by upregulating MMP-2 and MMP-9 secretion.
(A) PC3 cells were treated for 48 h with resistin, at which time a conditioned medium was obtained
and processed through zymography to evaluate MMP-2 and MMP-9 secretion; (B) Boyden chamber
method was used to evaluate PC3 cell invasion. Cells were seeded in the upper chamber precoated
with Matrigel, and treatment with resistin was added to the lower chamber. After 48 h, cell invasion
was analyzed. The graph represents the mean + SD of three independent experiments and is
expressed as the fold of invasion above the control value. ** p < 0.01, and *** p < 0.001.
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Figure 3. Resistin promotes an increase in the area of spheroids in PC3 cells. (A) 24-well plates
were coated with 400 uL of 1.5% agarose. Subsequently, about 1 x 10° PC3 cells were placed per
well/condition, which were treated with 5% FBS alone or with 5% FBS + resistin (25 ng/mL) for
seven days. During the assay, follow-up was maintained by taking photos of the spheroids on days 3,
5, and 7. Finally, the spheroidal area was analyzed with the Image] software. (B) The graph represents
the mean + SD of three independent experiments and is expressed as spheroid area (mm?). The scale
bar is equal to 1 mm. * p < 0.05 and ** p < 0.01.

3.4. Resistin Induces the Secretion of EVs That Promote PC3 Cell Migration
EVs are vesicles that contain multiple cargo molecules, which are determined according

to the cell type secreting the EVs and the particular signals to which the cell is exposed [29,30].

Multiple factors, such as physical signals, hypoxia, low glucose levels, cytokines, and growth
factors, induce EV secretion. Therefore, we decided to analyze whether resistin modulates
the function of EV's in PC3 cells. First, we obtained a fraction enriched in EVs by differential
centrifugation, according to the strategy schematized in Figure 4A. To verify that the EV
fractions were properly obtained, they were processed by Western blotting using anti-CD63
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A

and anti-flotillin-2 antibodies since these proteins are considered EV markers. The results
show that we obtained an EVs fraction positive for flotillin-2 and CD63, indicating that these
fractions are enriched in EVs (Figure 4B). EVs have been involved in tumor progression,
participating in the modulation of the tumor microenvironment and favoring tumor growth,
proliferation, migration, and invasion. However, the role of resistin in EV secretion remains
to be studied. Thus, we decided to evaluate the effect of resistin on the secretion of EVs. PC3
cultures were treated without or with resistin for 48 h, a conditioned medium was obtained,
and EV fractions were isolated (Figure 4A). We decided to study whether the EV fractions
from PC3 cells treated with resistin regulate cell migration. Our data indicate that EVs
derived from resistin-treated PC3 cells induce an increase in PC3 cell migration compared to
migration promoted by EVs from PC3 cells not stimulated with resistin (Figure 4C). In this
assay, we included control of uptake inhibition with EVs pre-treated with annexin V [31-33],
a protein that binds to phosphatidylserine on EVs and regulates uptake. This indicates that
EVs stimulate cell migration.
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Figure 4. EVs derived from resistin-treated PC3 cells induce cell migration in PC3 cells. (A) Differential
ultracentrifugation was used to isolate a fraction enriched with EVs. (B) EVs fraction was processed by
Western blot assay using anti-flotillin-2 and anti-CD63 as EV markers; (C) cell migration was evaluated
through scratch wound assay. Cells were treated with EVs derived from resistin-treated PC3 cells or
without resistin treatment (30 ug/mL per condition). After 48 h, the migration of cells was analyzed.
(D) Graphs are the mean + SD of three independent experiments and are expressed as the fold value of
migrated cells above the control value. * p < 0.05,** p <0.01, and *** p < 0.001.

3.5. EV’s Derived from Resistin Treatment Induce Cell Invasion

MMP-2 and MMP-9 are involved in the remodeling process of the extracellular matrix,
increasing its secretion during invasion and tumor metastasis. Therefore, we determined
whether EVs from PC3 cells regulate the secretion of MMPs. PC3 cultures were treated for
48 h with EVs isolated from the supernatant of PC3 cells treated with or without resistin.
Subsequently, the supernatants were collected and analyzed by zymography. Consistent
with our previous data, resistin induces the secretion of MMP-2 and MMP-9 compared
to the control group (Figure 5A). In addition, treatment of PC3 cells with DMEM EVs
induces the secretion of MMP-2 and MMP-9 to a lesser extent. Interestingly, treating PC3
cells with resistin EVs promotes the secretion of MMP-2 and MMP-9 without reaching the
levels of DMEM EVs. We included EVs pre-incubated with annexin V, which significantly
decreased the secretion of MMP-9 into the conditioned medium without affecting MMP-2
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levels (Figure 5A). We decided to evaluate the EVs by zymography. Our data suggest that
EVs carry MMP-9, with a slight increase in the EVs resistin fraction; while MMP-2 is not
detectable in both fractions. As controls we added the conditioned medium and the free
fraction of EVs. These data suggest that MMP-9 is an cargo enzyme in PC3 cell-derived EVs
(Figure S2). Since the secretion of MMPs in the extracellular space is strongly associated
with cancer invasion, we decided to evaluate the impact of EVs isolated from PC3 cells on
cell invasion by Boyden chamber assays. The inserts were coated with Matrigel, placing
PC3 cells on this extracellular matrix surface. In the lower chamber, EVs isolated from
PC3 cells treated or not with resistin were placed. As shown in Figure 5B, EVs isolated
from resistin-treated PC3 cells induce a significant increase in cell invasion compared to
PC3 cells stimulated with EVs isolated from PC3 cells without resistin treatment or DMEM
alone (control group).
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Figure 5. EVs derived from resistin-treated PC3 cells induce cell invasion in PC3 in an autocrine
way. (A) PC3 cells were treated for 48 h with EVs derived from resistin-treated PC3 cells or without
resistin treatment. Supernatants were collected and analyzed by zymography to evaluate MMP-2
and MMP-9 secretion; (B) Boyden chamber method was used to evaluate PC3 cell invasion when
stimulated with EVs derived from resistin-treated PC3 cells or without resistin treatment. Cells were
seeded in the upper chamber precoated with Matrigel, and treatment with EVs was added to the
lower chamber. After 48 h, cell invasion was analyzed. The graph represents the mean =+ SD of three
independent experiments and is expressed as the fold of invasion above the control value. * p < 0.05,
**p <0.01, and *** p < 0.001.

4. Discussion

Resistin is an adipokine involved in metabolic and inflammatory processes. Studies
have indicated a relationship between high levels of circulating resistin with overweight
and obesity. These conditions are associated with the development of diabetes, hyperten-
sion, dyslipidemia, metabolic syndrome, and an increased risk of cancer [34,35]. There is
evidence that resistin increases aggressiveness in breast cancer, favoring processes such
as tumor growth by increasing BCL-2 and BCL-xL activity, accompanied by a decrease

110



Life 2023, 13, 2321

100f13

in cleaved caspase-7 and -3. Interestingly, resistin promotes breast cancer metastasis by
increasing Src activity and phosphorylation and favoring PKCx translocation to the nu-
cleus [36]. Resistin has been linked to tumor progression in patients with prostate cancer.
In a study in which Korean patients participated, it was observed that as the Gleason score
increased, there was an increase in the expression of resistin in prostate tumor tissue. This
was accompanied by an increase in the proliferation and phosphorylation of Akt in the
prostate cancer cell lines PC3 and DU-145 [15]. Therefore, we decided to evaluate whether
resistin impacts other cellular processes associated with prostatic cancer progression. Here,
we show that resistin induces an increase in migration and invasion in PC3 cells, con-
comitant with an increase in the secretion of MMP-2 and MMP-9 and high levels of FAK
phosphorylation (Tyr-397) [15,35]. FAK overexpression (and high phosphorylation levels)
is associated with increased tumor aggressiveness in processes such as migration, invasion,
and metastasis [37-39]. It has been shown that the phosphorylation of FAK at its Tyr-397
residue is related to its maximum catalytic activity, activating proteins such as PI3K, Src,
Grb7, and N-WASP [40,41]. Resulting in a high migratory and invasive capacity in cancer
cells [41].

The secretion of MMP-2 and MMP-9 by cancer cells is an important mechanism of the
cell invasion process since these enzymes degrade basal membrane components such as
type IV collagen, a process associated with highly invasive and metastatic tumors [24]. The
secretion of MMPs can be induced by the activation of the PI3K/Akt pathway, which leads
to the activation of the transcription factor NF-kB. The transcription factor NF«B regulates
the expression of multiple proteins that modulate cell invasion, among which are Snaill
and 2, Twistl and 2, vimentin, MMP-9, and MT1-MMP, which induces the activation of
MMP-2 [24,25]. Our group confirmed that exposure of PC3 cells to resistin increases the
secretion level of MMP-2 and MMP-9 in the conditioned medium, favoring invasion in
prostate cancer cells.

EVs are involved in cellular communication processes as well as physiological pro-
cesses. EVs contain in their membrane phospholipids, transmembrane proteins, and
proteins that are components of lipid rafts. At the same time, inside the EVs, there are
various intracellular proteins, second messengers, and genetic material that can be pack-
aged in the EVs [42,43]. As a consequence, the properties and biological role of EVs may
differ depending on the parent cell and the microenvironment to which they are exposed.
EVs can fuse with the plasma membrane of target cells, transferring genetic information,
second messengers, and receptors that can induce cell signaling, whereby the recipient cell
acquires new functions [42,43]. The secretion of EVs by cancer cells represents a mechanism
by which bioactive molecules such as nucleic acids, chemokine receptors, growth factor
receptors, functional transcription factors, enzymes, and various intracellular proteins that
modulate signaling pathways are transferred. In addition, EVs are secreted in response to a
wide variety of stimuli, released at high concentrations by cancer cells. Thus, we hypothe-
sized that resistin could regulate cell-cell communication mediated by EVs in the PC3 cells.
Our results indicate that resistin induces the secretion of EVs that promote migration and
invasion in PC3 cells, simulating a model of autocrine communication. Resistin-mediated
EVs secretion can be supported by the fact that, in MDA-MB-231 invasive mammary cancer
cells, resistin promotes an increase in intracellular calcium concentration, a phenomenon
known to induce EV secretion [42,43]. EVs contain a variety of cargo molecules that pro-
mote invasion and metastasis, including PI3K/AKT, av35 integrin, EGFRVIII, and a wide
variety of miRNAs [36,37]. This strongly suggests that resistin-exposed PC3 cells secrete
EVs with cargo molecules that induce invasion and metastasis, highlighting the importance
of resistin in prostatic tumor progression. However, further assays are required to support
these events. Our data indicate that the EVs-enriched fraction presents Flot-2 and CD63;
however, it is necessary to characterize the EVs populations by electron microscopy and/or
nanoparticle tracking analysis.

Resistin is a protein secreted by cells such as macrophages, and it regulates the inflamma-
tory response by promoting the secretion of TNF-alpha and IL-12 in macrophages [44]. These
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effects could be induced by their possible interaction with and activation of TLR4 [42,45]. It
has been observed that the activation of TLR4 generates an increase in calcium release [46,47]
from the endoplasmic reticulum to the cytoplasm (intracellular calcium). In cancer cells,
resistin promotes phosphorylation of Src (a downstream target of FAK kinase) and increases
intracellular calcium levels [42]. It has been shown that the FAK/Src pathway induces Akt
activation in cancer cells. This results in increased secretion of MMP-2 and MMP-9, favoring
proliferation, migration, invasion, and metastasis [48]. Particularly, an increase in intracel-
lular calcium levels is a key event in microvesicle and exosome biogenesis and secretion by
tumor cells [43]. In line with this notion, we hypothesize that, in PC3 cells, resistin interacts
with and activates TLR4, increasing p-FAK and intracellular calcium levels. FAK activation
promotes the phosphorylation of p-Src and the PI3K/Akt/NF-kB pathway, which increases
the secretion of MMP-2 and MMP-9, favoring proliferation, migration, and invasion in PC3
cells. Furthermore, the increase in intracellular calcium levels generates an increase in the EV
biogenesis and secretion of cargo molecules that induce the invasion process of PC3 cells.

In summary, our data show for the first time that resistin triggers invasion in PC3 cells.
In addition, PC3 cells exposed to resistin secrete EVs that induce migration and invasion in
PC3 cells. This highlights resistin as an important adipokine in prostate cancer progression
and metastasis.
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proliferation of PC3 cells. Cell proliferation was evaluated at 48 h using the MTT assay. Figure S2:
Analysis of EVs fractions by zymography. Protein levels in EVs were quantified by micro-Bradford
protein assay. In each condition, 25 ug of protein were analyzed. Figure S3: The effect of resistin EVs
on migration is dependent on protein levels. Cell migration was evaluated through scratch-wound
assay. Cells were treated with different protein levels from EVs fraction (30, 60 and 100 pg/mL) and
migration of cells was analyzed after 48 h.
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