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Tres dimensiones 
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Akt 
 

Proteína cinasa B 

Ala 
 

Alanina 
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Anx 
 

Anexina 

Arg 
 

Arginina 

Asn 
 

Asparagina 

Asp 
 

Aspártico  

CAP1 
 
 

Ciclasa asosiada a citoesqueleto de actina 
reguladora de proteína 1 

CO2 
 

Dióxido de carbono 

Ctrl 
 

Control 
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D.E. 
 

Desviación estándar 

DMEM 
 

Medio eagle modificado dulbecco's  

DNA 
 

Ácido desoxirribonucleico  
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Electroquimioluminiscencia 

EGFR 
 

Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
 

ERK 
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FAK 
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Flotilina 
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IL 
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MC 
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mL 
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RNA 
 

Metaloproteinasa 
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ncRNA 
 

 
 
Ácido ribonucleico no codificante 

MVs 
 

Multivesicular 

ng 
 

Nanogramos 

NIP 
 

Neoplasia intraepitelial prostática 

nm 
 

Nanómetro 

Phe 
 

Fenilalanina 

PI3K 
 

Fosfoinositol 3-cinasa 

Pro 
 

Prolina 

ROR1 
 
 

Receptor huérfano de tirosina cinasa  

RTK 
 

Receptor tirosina cinasa 

Ser 
 

Serina 

SFB 
 

Suero Fetal Bovino 

SOCS3  
 

Supresor de señal de citosina 3 

STAT 
 
 

Señal traductora y activador de transcripción 

Thr 
 

Treonina 

TLR4 
 

Receptor tipo toll 4 

TNF-α 
 

Factor de necrosis tumoral alfa 
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Vesículas extracelulares 

WASP 
 

Proteína de síndrome Wiskott-Aldrich  

WB Western Blot 



 
 

9 

 
μL 
 

Microlitro 

μM 
 

Micro molar 

μm 
 

Micrómetro 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

10 

LISTADO DE TABLAS 
 
Tabla 1.	 Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre 

resistina y el receptor CAP1.	---------------------------------------------------------------------------------	43	

Tabla 2.	 Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 1 entre CAP1 y Resistina.	--------------------------------------------------------	44	

Tabla 3.	 Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 2 entre CAP1 y Resistina.	--------------------------------------------------------	46	

Tabla 4.	 Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 3 entre CAP1 y Resistina	---------------------------------------------------------	48	

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 aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 1 entre TLR4 y Resistina.	---------------------------------------------------------	52	

Tabla 7.	 Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 2 entre TLR4 y Resistina.	---------------------------------------------------------	54	

Tabla 8.	 Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 3 entre TLR4 y Resistina.	---------------------------------------------------------	56	

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

11 

LISTADO DE FIGURAS 
Figura 1. Modelo representativo de la progresión tumoral prostática. ---------------- 19 

Figura 2 Cascada de Señalización modelada por FAK en la progresión tumoral. - 22 

Figura 3. Biogénesis de las vesículas extracelulares. ------------------------------------ 27 

Figura 4. Captación autocrina y paracrina de moléculas cargo mediante vesículas 

extracelulares. --------------------------------------------------------------------------------------- 29 

Figura 5. Diagrama del diseño metodológico general del proyecto. ------------------ 34 

Figura 6. Diagrama del diseño metodológico general del proceso de 

ultracentrifugación 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 migración en células de cáncer de próstata. ----- 59 

Figura 14. La resistina induce el incremento en los niveles de fosforilación de la 

cinasa FAK en células de cáncer de próstata. ---------------------------------------------- 61 

Figura 15. La resistina aumenta la secreción 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. Estandarización de la técnica Ultra-centrifugación diferencial. ----------- 66 

Figura 18. Expresión de flotilina 2 y CD63 en muestra ultra-centrifugada. ---------- 67 

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

resistina inducen la migración celular en células PC3. ----------------------------------- 69 

Figura 20. Las vesículas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con 

resistina inducen la invasión celular en PC3 de forma autocrina. --------------------- 71 

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

inducen la invasión celular en PC3 de forma autocrina. --------------------------------- 73 

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



 
 

12 

concentración. --------------------------------------------------------------------------------------- 75 

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

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

13 

CONTENIDO 

I. Marco teórico. ------------------------------------------------------------------------------------- 18 

l.1. Generalidades del cáncer de próstata --------------------------------------------------- 18 

l.2. Cáncer prostático y obesidad --------------------------------------------------------------- 20 

l.3.  Migración e invasión celular ---------------------------------------------------------------- 21 

I.4 Adipocinas --------------------------------------------------------------------------------------- 23 

III. Antecedentes ------------------------------------------------------------------------------------ 24 

III.1 Resistina y su asociación con cáncer --------------------------------------------------- 24 

III.2. Receptores tipo Toll y su interacción con resistina --------------------------------- 25 

III.3 Vesículas extracelulares y su papel en cáncer --------------------------------------- 27 

IV. Justificación ------------------------------------------------------------------------------------- 30 

V. Hipótesis ------------------------------------------------------------------------------------------ 31 

VI. Objetivo general -------------------------------------------------------------------------------- 32 

Vl.1. Objetivos particulares. ---------------------------------------------------------------------- 32 

VII. Metodología ------------------------------------------------------------------------------------ 34 

VIII. Material biológico y métodos -------------------------------------------------------------- 35 

VIII.1. Línea Celular -------------------------------------------------------------------------------- 35 

VIII.2. Anticuerpos ---------------------------------------------------------------------------------- 35 

VIII.3. Cultivos celulares -------------------------------------------------------------------------- 36 

VIII.4. Docking molecular ------------------------------------------------------------------------- 36 

VIII.5. Ensayo de cierre de herida -------------------------------------------------------------- 36 

VII.6. Ensayo de invasión en cámara de Boyden ------------------------------------------ 37 

VIII.7. Inmunodetección --------------------------------------------------------------------------- 38 

VIII.8. Zimografía ----------------------------------------------------------------------------------- 38 



 
 

14 

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

VIII.10. Aislamiento y caracterización de VEs ---------------------------------------------- 39 

VIII.11. Análisis estadístico ---------------------------------------------------------------------- 40 

IX. Aspectos éticos, normativos y de seguridad -------------------------------------------- 41 

X. Resultados ---------------------------------------------------------------------------------------- 42 

X.1 Docking molecular sobre la interacción 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 aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 1 entre CAP1 y Resistina. ----------------------------------------------- 44 

Tabla 3. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 2 entre CAP1 y Resistina. ----------------------------------------------- 46 

Tabla 4. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 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 aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 1 entre TLR4 y Resistina. ----------------------------------------------- 52 

Tabla 7. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 2 entre TLR4 y Resistina. ----------------------------------------------- 54 

Tabla 8. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 

molecular número 3 entre TLR4 y Resistina. ----------------------------------------------- 56 

X.2. Resistina promueve el incremento en la migración de células de la línea celular 

prostática PC3. -------------------------------------------------------------------------------------- 58 



 
 

15 

X.3. La resistina incrementa los niveles de fosforilación de la cinasa de adhesión 

focal FAK en la línea celular prostática PC3. ----------------------------------------------- 60 

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

2 y MMP -9 en la línea celular tumoral prostática PC3. ---------------------------------- 62 

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

en células tumorales PC3. ----------------------------------------------------------------------- 64 

X.6. Estandarización de la técnica de ultracentrifugación diferencial. ---------------- 66 

X.7. Resistina induce la secreción de VEs que promueven la migración celular en 

células prostáticas PC3. -------------------------------------------------------------------------- 68 

X.8. Las VEs de cultivos PC3 tratados en presencia de resistina incrementan los 

niveles de secreción de la MMP -2 y MMP -9. ---------------------------------------------- 70 

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

 72 

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

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

 76 

XI. Discusión ----------------------------------------------------------------------------------------- 77 

XII. Conclusiones ----------------------------------------------------------------------------------- 82 

XIII. Bibliografía ------------------------------------------------------------------------------------- 84 

XIV. Anexos ------------------------------------------------------------------------------------------ 95 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

16 

I. Resumen 
La resistina es una adipocina con funciones metabólicas e inflamatorias. Los 

estudios epidemiológicos y traslacionales informan que un aumento en los niveles 

plasmáticos y la expresión tisular de resistina aumenta la agresividad de las células 

tumorales prostáticas. Las vesículas extracelulares (VEs) se secretan de forma 

constitutiva e inducidas por citocinas, factores de crecimiento y calcio, además de 

encontrarse en múltiples fluidos biológicos como la saliva, el suero, el semen y la 

orina. En particular, se ha demostrado que las VEs promueven la progresión tumoral 

mediante la inducción de proliferación, crecimiento, angiogénesis, resistencia a la 

quimioterapia y metástasis. Sin embargo, aún queda por estudiar el papel de la 

resistina en la migración, invasión y secreción de VEs en células tumorales 

prostáticas invasivas. En el presente estudio, demostramos que la resistina induce 

una mayor migración e invasión en las células PC3. Además, estos fenómenos van 

acompañados de niveles elevados de p-FAK y una mayor secreción 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 migración e invasión acompañado en conjunto de un incremento de 

las MMP-2 y MMP-9 en un modelo de estimulación autocrina. En resumen, nuestros 

datos demuestran por primera vez que la resistina induce la migración e invasión, 

en parte a través de la secreción de VEs con características 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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II. Marco teórico.  
 

Il.1. Generalidades del cáncer de próstata 
La próstata es una glándula constituyente del sistema genitourinario situada debajo 

de la vejiga y por delante del recto. Es constituida por múltiples estructuras, la 

mayoría del tejido glandular en la próstata se encuentra presente en la zona 

periférica y el líquido seminal producido por estas glándulas desemboca 

aproximadamente de entre 12-20 ductos excretores, para posteriormente proceder 

a ser secretado en la uretra [1]. Histológicamente, la glándula prostática consiste en 

epitelio pseudoestratificado con tres tipos principales de células epiteliales 

diferenciadas: células epiteliales luminales (son las más cercanas al lumen que 

corresponden al 90% de las células prostáticas), células epiteliales basales (dan 

origen a las células luminales y conforman el 10% de las células prostáticas) y 

células neuroendocrinas (son menos del 1% de las células prostáticas y son 

capaces de producir serotonina) [1,2]. 

 

El cáncer de próstata es la neoplasia maligna no cutánea más común en hombres 

en el mundo occidental [3]. En el año 2020, la base de datos GLOBOCAN reportó 

más de 1.4 millones de nuevos diagnósticos y más de 350,000 muertes alrededor 

del mundo, además de estimar que para el año 2040 el número de incidencia 

incrementará cerca de 2.5 millones de nuevos diagnósticos y estima un crecimiento 

de más del 50% en muertes por cáncer prostático [4], colocando al cáncer prostático 

en la quinta causa de muerte en hombres en todo el planeta [1]. El cáncer de próstata 

inicia por un crecimiento tumoral maligno en la glándula prostática, el cual se 

manifiesta por una proliferación 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 

esporádica, o bien ser heredadas, describiéndose como una enfermedad familiar 

[1,8]. Si bien el cáncer de próstata puede originarse a partir de cualquier tipo celular 
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presente en la glándula prostática e ir progresando como se muestra en la figura 1, 

alrededor del 95% de los tumores prostáticos son adenocarcinomas que se originan 

de las células epiteliales luminales [8,9]. Sin embargo, en algunos casos el cáncer 

puede propagarse a tejidos y órganos distantes como al esqueleto, ganglios, 

pulmones dando origen a tumores secundarios o también conocidos como 

metastásicos [6,10-12]. 

 

 
Figura 1. Modelo representativo de la progresión tumoral prostática.  
Representación esquemática de un epitelio normal, neoplasia intraepitelial prostática, 

adenocarcinoma latente, adenocarcinoma clínico y metastásico. En un epitelio normal se encuentran 
a las células rodeadas de una membrana basal. Una neoplasia prostática intraepitelial presenta una 

proliferación descontrolada de las células, generando una disminución numérica de células 

mioepiteliales, un adenocarcinoma latente presenta una degradación parcial de la membrana basal. 

Posteriormente cuando las células invaden el tejido circundante el tumor es clasificado como 

adenocarcinoma clínico. Un tumor metastásico prostático es aquel desarrollado en un órgano 

distante del tumor primario (Figura adaptada de Michael M. Shen and Cory Abate-Shen. Genes Dev. 

2010).  
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Il.2. Cáncer prostático y obesidad 
En la actualidad existen diversos estudios epidemiológicos que sustentan la relación 

entre la obesidad y el desarrollo de diferentes tipos de cáncer [13-16]. El tejido 

adiposo es un órgano endócrino que secreta múltiples moléculas bioactivas que 

regulan el metabolismo y el sistema inmunológico [13,17-19]. La hipertrofia de los 

adipocitos conjuntamente con un exceso de tejido adiposo presente en la obesidad 

conlleva a alteración del metabolismo de los tejidos periféricos. Por ello, la obesidad 

se encuentra asociada altamente a diversas comorbilidades como lo son la 

hipertensión, dislipidemia, resistencia a insulina, diabetes y un incremento en el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares [13,19-22]. Así mismo, numerosos 

estudios epidemiológicos confirman la asociación entre la obesidad y diversos tipos 

de cáncer, incluyendo el cáncer de colon, de mama, de páncreas, de ovario y de 

próstata [13,14,23-25]. Se ha estimado que al menos 20% de todos los tumores son 

causados por un exceso de peso, además de que personas con obesidad (IMC≥ 

30) presentan un riesgo mayor de desarrollar cáncer con respecto a aquellos que 

presentan un IMC normal (18-25) [26,27]. Particularmente, el cáncer prostático 

presente en hombres obesos es más 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 reducción en el peso corporal se asocia a una 

disminución el riesgo de desarrollar cáncer de próstata [26]. Así mismo, diversos 

estudios experimentales han demostrado que una dieta rica en grasas puede inducir 

un microambiente inflamatorio en el tejido prostático y promover la iniciación y 

progresión de cáncer de próstata en roedores [27-29].  

 

El tejido adiposo libera más de 20 diferentes tipos de adipocinas que actúan de 

manera autocrina, paracrina o endocrina y bajo condiciones normales, regulan 

diversos procesos fisiológicos como la homeostasis de la glucosa, el metabolismo 

de lípidos, la sensibilidad a la insulina, la presión sanguínea, angiogénesis y 

procesos inflamatorios [13,14,26]. En cambio, en la obesidad la comunicación 

paracrina entre adipocitos y células del sistema inmune se altera debido, entre otros 

factores, a que se desregula la secreción de adipocinas y esto conlleva a una 
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inflamación crónica de bajo grado. El aumento o disminución en la secreción de 

hormonas, factores de crecimiento y adipocinas derivadas del tejido adiposo 

promueven el crecimiento, proliferación, migración e invasión tumoral con 

subsecuente metástasis. En el caso particular del cáncer de próstata las adipocinas 

leptina, visfatina y resistina se han relacionado como promotores de diversas etapas 

de progresión tumoral, aunque los mecanismos moleculares involucrados no han 

sido completamente elucidados [26-31]  

 

Il.3.  Migración e invasión celular 
La migración y la invasión están implicadas en la fisiopatología del cáncer, 

incluyendo la metástasis, siendo una característica primordial de los tumores 

malignos, así como la principal causa de muerte por cáncer [32]. La metástasis 

involucra la migración celular a través de los tejidos, la cual es la resultante de un 

ciclo continuo de pasos interdependientes y coordinados que involucran la 

maquinaria del citoesqueleto. La migración celular comprende la formación de 

protrusiones, las cuales son formadas por la polimerización de actina, así como   la 

participación de diversas proteínas, tales como Arp2/3, WASP, WAVE y Cdc42 

[32,33]. 

 

La integrina αvβ3 es un receptor transmembrana heterodimérico que une proteínas 

de la matriz extracelular que promueven la sobrevivencia, proliferación y migración 

de las células tumorales prostáticas [34]. La integrina αvβ3 regula la activación de 

diversas proteínas, entre las que se encuentra la cinasa de adhesión focal (FAK). 

Posterior a la formación de complejos entre integrinas, FAK puede ser reclutada a 

los sitios de agrupación de integrinas y activada a través de mecanismos no 

definidos que involucran la formación de complejos de FAK y su autofosforilación 

en Y397. La proteína FAK activa promueve el crecimiento y metástasis de las 

células cancerosas prostáticas a través de la estimulación de sus efectores río 

abajo, como Src, PI3K/Akt y ERK, proteínas mediadoras de proliferación, 

sobrevivencia, migración, invasión y metástasis [34,35]. 
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Figura 2 Cascada de Señalización modelada por FAK en la progresión tumoral.  

La quinasa de adhesión focal (FAK) puede ser activada por agrupamientos de integrinas, receptores 

de citocinas, receptores tirosina quinasa (RTK) y receptores acoplados a proteína G (GPCR). Es 

capaz de modular vías de señalización río abajo asociados a múltiples procesos biológicos los cuales 

se ven implicados en la progresión tumoral, como la remodelación del citoesqueleto celular mediada 

por las fibras de estrés, lamelopodia, filopodia y contracción celular, proliferación, inhibición de la 

apoptosis, el crecimiento celular y la degradación de colágeno (Figura adaptada de Hsiang-Hao 

Chuang. Molecular Sciences. 2022). 
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II.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 asociación al tejido adiposo es que se vinculan a 

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

 

Dentro las adipocinas más 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 α y estabilizada por enlaces disulfuro muy similar a 

la IL-6 [40]. La literatura menciona que la leptina interactúa a nivel cerebral activando 

vías de señalización asociadas al gasto energético y a controlar el apetito [41]. 

Además, 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 años 90 como 

una proteína 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 señalización río abajo [45]. De manera interesante, la adiponectina se 

encuentra en un nivel opulento en circulación, sin embargo, dichos niveles los 

encontramos inversamente correlacionados con el índice de masa corporal (IMC), 

el nivel de triglicéridos o con el proceso de resistencia a la insulina [46,47]. En 

conjunto de dicha información, inicialmente se propuso que en ratones puede 

favorecer la activación de AMPK mediante el estímulo de la utilización de glucosa, 

dicho fenómeno se asocia a la disminución de la resistencia a la insulina mediante 

la oxidación de los ácidos 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, macrófagos, músculo esquelético, células endoteliales y adipocitos [50]. 

Se encuentra conformada por cuatro hélices α e interactúa con el receptor de IL-6 

que luego se asocia con la glucoproteína gp130 para desencadenar la cascada de 

señalización [51,52]. La literatura menciona que un tercio de la IL-6 circulante es 
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derivada del tejido adiposo, además de que sus niveles se encuentran 

correlacionados con la circunferencia de cintura y con el IMC en diversos datos 

clínicos [53,54]. TNF-α 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 monómero transmembranal, además, puede ser solubilizado 

por la enzima convertidora de TNF-α convirtiéndolo en una proteína de 17 kDa.  

 

IV. Antecedentes 

IV.1 Resistina y su asociación con cáncer 
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 específico del tejido adiposo) es una proteína rica en residuos de cisteína 

originalmente propuesta como vínculo entre la obesidad y diabetes. En humanos, 

esta adipocina se encuentra en circulación sanguínea (5 a 55 ng/mL) como un 

oligómero de 660 kDa [60], siendo ampliamente expresada y secretada por 

monocitos y macrófagos residentes en el tejido adiposo visceral, mientras que los 

adipocitos y preadipocitos expresan niveles mínimos de dicha proteína [13,26,61,62]. 

 

Estructuralmente, resistina presenta una composición 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 proteína 1 asociado a adenilil ciclasa (CAP1) [66]. Asimismo, se 

presentó evidencia donde resistina compite por la unión a los receptores TLR4 con 

el lipopolisacárido (LPS) [67]. No obstante, existe evidencia sobre el papel supresor 

de la señalización mediada por insulina en adipocitos mediante SOCS3 [67]. La 

descripción sobre el papel de resistina en el sistema inmune continúa en 

investigación, ya que en humanos presenta un papel más 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 epidemiológicos han señalado la asociación 

entre obesidad y el incremento en la incidencia de una amplia variedad de distintos 

tipos de cáncer entre los que se encuentran el cáncer esofágico, gástrico, 

pancreático, hepático, colorrectal, mamario y prostático [14,61,70-72].  

 

Los cambios en la adiposidad en los tejidos pueden regular distintos procesos 

asociados a la progresión tumoral, como la carcinogénesis. Sin embargo, 

actualmente los mecanismos que asocian la obesidad con la progresión tumoral no 

han sido completamente elucidados. La adiponectina, leptina y resistina han sido 

involucradas en la señalización celular autocrina y/o paracrina, debido a la 

caracterización de su papel en los mecanismos de la iniciación, progresión, 

regresión y persistencia tumoral [73,74]. Entre ellas, la resistina emerge como una 

molécula muy importante implicada en el diagnóstico, pronóstico y patofisiología del 

cáncer [13,61]. 

 

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

superficie celular, en los mamíferos se han descrito 13 receptores homólogos a toll 

[75]. Específicamente, los TLR4 son capaces de reconocer el lipopolisacárido (LPS) 

y proteínas de choque térmico HSP60 y HSP70 [76,77]. Incluso, existe evidencia 

sobre la excitación de TLR4 mediante la activación y dimerización con TRL2 

favoreciendo río abajo la vía TLR4/NFκB [78]. Se han descrito vías de transducción 

que son mediadas por resistina en diversos tipos de células tumorales, entre las que 

se incluyen señalización a través de receptores tipo toll 4 (TLR4), y la activación de 

la vía PI3K/Akt/NFκB [79-81]. La activación de estas vías puede ocasionar que se 

mantenga un estado inflamatorio crónico a través de la secreción constante de 

citocinas pro-inflamatorias, lo cual puede conducir a un estado cancerígeno. Las 

citocinas a su vez pueden activar vías específicas como las MAPKs y JAK/STAT 
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que promoverán respuestas celulares como la proliferación tumoral [13,82,83]. Así 

mismo, resistina induce la activación de PI3K concomitante con la fosforilación de 

Akt, resultando en un incremento de la proliferación celular en diferentes tipos de 

líneas celulares tumorales [13,14,84,85]. 

Por otro lado, un estudio de metaanálisis demostró que niveles elevados de resistina 

en suero/plasma se relacionan a un riesgo elevado de desarrollar diversos tipos de 

cáncer, tales como el cáncer de mama y cáncer prostático [61]. En este sentido, 

mediante ensayos de inmunohistoquímica realizados en pacientes coreanos que 

fueron diagnosticados con cáncer de próstata, se demostró que los niveles de 

expresión de resistina se encuentran elevados en tejido tumoral prostático de alto 

grado, mientras que en tejido de bajo grado o con hiperplasia benigna prostática, la 

expresión de resistina fue mucho menor. Además, en células de la línea epitelial 

prostática no tumoral RWPE-1 y en las líneas tumorales prostática PC3 (alto 

potencial invasivo y metastásico) y DU-145 (moderado potencial invasivo) se 

demostró la expresión de mRNA del gen de resistina, en donde de manera 

importante, encontraron una mayor expresión del mRNA en la línea tumoral PC3 

con respecto a las líneas RWPE-1 y DU-145. Adicionalmente, se presentó evidencia 

sobre la estimulación de células de las líneas tumorales PC3 y DU-145 con resistina, 

demostrando que dicha interacción promueve la proliferación celular a través de la 

activación de la vía PI3K/Akt [86]. Aunado a lo anterior, ensayos de tipo in vitro han 

utilizado como modelo la línea tumoral mamaria invasiva MDA-MB-231, 

demostrando que el estímulo con resistina promueve los procesos de migración e 

invasión celular a través de la activación de la vía de señalización ERM acompañado 

del incremento en la expresión de vimentina, promoviendo eventos celulares 

importantes como la metástasis [87]. 
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IV.3 Vesículas extracelulares y su papel en cáncer 
 

Las VEs son un grupo heterogéneo de estructuras membranosas comprendidas por 

múltiples moléculas cargo [88]. Han sido encontradas en fluidos corporales como en 

la secreción nasal, saliva, leche materna, orina y sangre [88]. Pueden contener 

moléculas cargo que fueron endocitadas (Figura 3), además de ser secretadas por 

casi todo tipo de células participando en la comunicación autocrina, paracrina o 

endocrina (Figura 4) [89]. Hasta hace poco, se habían definido al menos tres 

poblaciones de VEs: cuerpos apoptóticos (50-4000 nm), microvesículas o 

ectosomas (100-1000 nm) y los exosomas (50-150 nm) [90]. Sin embargo, evidencia 

más reciente exhibe una población más pequeña llamada exomeros (30-50 nm), los 

cuales carecen de membrana [91]. 

 
Las moléculas endocitadas pueden ser transportadas mediante vesículas del endosoma temprano 

hacia el endosoma tardío para su posterior degradación en el lisosoma. Algunas de las vesículas 

serán transportadas hacia el Golgi o retículo endoplasmático para culminar en el cuerpo 
multivesicular. Finalmente, el material cargo es transportado en vesículas extracelulares para su 

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

Figura 3. Biogénesis de las vesículas extracelulares. 
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La secreción de VEs es un proceso constitutivo presente en múltiples tipos de líneas 

celulares, sin embargo, estímulos exógenos como epinefrina, adenosina difosfato, 

colágeno, factor de crecimiento epidérmico, ácido linoleico o calcio inducen un 

aumento en la secreción, así como la expresión diferencial de moléculas asociadas 

a VEs [92-95]. Las VEs secretadas por células tumorales se han relacionado a 

distintas etapas de la progresión tumoral como proliferación, migración, invasión, 

angiogénesis metástasis 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 

proteínas, lípidos, miRNA, mRNA y DNA [99]. Dada dicha información es por lo que 

la composición y función de las VEs como paquetes de información intercelular 

depende en gran medida de diversos factores presentes en el microambiente 

tumoral (citocinas, hormonas, factores de crecimiento, adipocinas, etc.) [100-103]. La 

posible relación entre resistina y la secreción de VEs se sustenta en la evidencia 

presentada donde el tratamiento de células invasivas mamarias MDA-MB-231 con 

resistina induce incrementos en la concentración de calcio intracelular [86]. Siendo 

este evento uno de los principales inductores de la secreción de microvesículas y 

exosomas [92-95,100,101,103]. 
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Figura 4. Captación autocrina y paracrina de moléculas cargo mediante vesículas 
extracelulares.  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metaloproteinasas (MMPs), material genético (DNA y mRNA), moléculas asociadas a la apoptosis 

celular (caspasa 3), cinasas de adhesión focal-FAK (proteínas) y moléculas de adhesión celular 

(integrinas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

30 

V. Justificación 
Estudios epidemiológicos y patológicos han demostrado que la prevalencia de la 

neoplasia intraepitelial prostática (NIP) es similar entre diferentes poblaciones a 

pesar de las enormes diferencias geográficas, tanto en las tasas de incidencia como 

en las de mortalidad por cáncer prostático. En el cáncer de próstata es prioridad 

identificar los factores moleculares mediante los cuales las células tumorales 

prostáticas 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 extirpación de la próstata. Factores relacionados al estilo de vida 

como la dieta y la obesidad, juegan un papel importante en el desarrollo y progresión 

del cáncer prostático [104]. En México, la obesidad es un problema de salud pública 

nacional, con altos niveles de prevalencia en adultos mayores de 18 años y niños 

de 2-18 años, lo cual se asocia a un incremento en el riesgo de desarrollar 

neoplasias malignas [102,105]. La obesidad implica la acumulación de tejido adiposo, 

y la subsecuente alteración en el perfil de adipoquinas secretadas puede contribuir 

a incrementar el riesgo de presentar neoplasias malignas. El papel de leptina y 

adiponectina en cáncer de próstata ha sido parcialmente demostrado [106]. Por otro 

lado, la contribución de la adipocina resistina en las etapas de progresión tumoral 

prostática no ha sido estudiada. Por lo tanto, surge la necesidad de caracterizar el 

papel de resistina en los procesos de migración e invasión tumoral prostática, 

debido a que actualmente no existen estudios que demuestren la participación de 

esta adipocina en los procesos anteriormente mencionados. Así mismo, es 

particularmente importante evaluar su posible implicación en la secreción de VEs 

con moléculas cargo que promuevan eventos celulares como proliferación, 

migración, invasión y metástasis tumoral. Los datos mencionados anteriormente 

relacionan a la adipocina resistina como un factor importante en la progresión 

tumoral, sin embargo, se necesita evidencia in vitro que soporte su participación en 

los procesos de migración e invasión tumoral, así como en la secreción de VEs con 

la finalidad de que a futuro sea considerada un blanco terapéutico antineoplásico 

para el tratamiento de la enfermedad. 
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VI. Hipótesis  
La resistina, mediante su unión al TLR4, induce la activación de FAK, 

favoreciendo la migración e invasión de las células tumorales prostáticas. Además, 

resistina promueve la secreción de VEs de células PC3 que regulan los procesos 

de migración e invasión tumoral de esta línea celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

32 

VII. Objetivos 
 

VII.1. Objetivo General 
Estudiar la participación de resistina como promotor de los procesos de migración 

e invasión de células PC3, así como la secreción de VEs en células de cáncer 

prostático PC3. 

 

VIl.2. Objetivos  particulares 
 

1.- Determinar el efecto de resistina sobre la capacidad de migración en células 

tumorales prostáticas PC3  

 

2.- Evaluar los niveles de fosforilación de FAK (p-FAK-Tyr397) en células 
cancerosas prostáticas PC3 tratadas con resistina. 

 

3.- Analizar el efecto de la resistina sobre la secreción 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 prostáticas PC3.  

 

6.- Determinar cómo el estímulo con resistina en células cancerosas prostáticas 
promueve un aumento en la secreción de VEs, así como un incremento en la 

asociación 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 línea PC3 
tratadas con resistina sobre la migración e invasión de células PC3. 
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VIII. Materiales y métodos 
Para el desarrollo de la presente propuesta se realizó la siguiente estrategia 

metodológica, esquematizada en la Figura 5. Se utilizó como modelo la línea 

tumoral prostática PC3, insensible a andrógenos PC3 evaluando el papel de la 

resistina en el cáncer prostático insensible a hormonas (hormono-refractario). En 

este modelo celular, en primera instancia se determinó el papel de resistina en la 

migración e invasión celular mediante ensayos de cierre de herida y cámaras de 

Boyden recubiertas con Matrigel, respectivamente. A continuación, se caracterizó la 

activación de la cinasa de adhesión focal FAK mediada por resistina involucradas 

en migración e invasión a través de inmunodetección. Además de determinar el 

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

 

Así mismo, la secreción de VEs en células tumorales prostáticas bajo el tratamiento 

de resistina se determinó mediante el análisis de contenido proteico, el cual se 

realizó mediante inmunodetección. El análisis 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 cámaras de 

Boyden recubiertas con Matrigel utilizando cultivos de células tumorales prostáticas 

PC3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Diagrama del diseño metodológico general del proyecto. 
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VIII.1. Línea Celular 
 

VIII.2. Anticuerpos 
 

Anticuerpo Número de catálogo  

Anti-FAK-Tyr397 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 ratón 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®. 

Material 

biológico 

Características  Número de catálogo ATCC 

PC3 Línea celular humana 

invasiva de cáncer prostático 

CRL-1435 
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VIII.3. Cultivos celulares   
La línea celular tumoral prostática 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 antibióticos, 10% de suero fetal 

bovino (SFB) y mantenidas a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2. Para propósitos 

experimentales, los cultivos de células PC3 se sometieron a ayuno durante 16 horas 

en medio RPMI 1640 sin SFB.  

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

se utilizó 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/pdb3FXI/pdb) y 

1RGX crystal structure of resisitin (PDB DOI: 10.2210/pdb1RGX/pdb). Los PDB 

utilizados para el análisis fueron seleccionados debido a sus características, como 

lo fueron trabajos previos donde fueron utilizados, estructuras aisladas de humano, 

entre otras. 

 

En el software Moe 2022.02 se estudió la interacción de los receptores CAP1 y 

TLR4 con resistina, los cuales, mediante dicho programa se analizó el acoplamiento, 

protonando y eliminando moléculas de agua para su posterior análisis. Se continuó 

con el acoplamiento molecular de los receptores CAP1 y TLR4 con resistina, 

seleccionando el E-Score menos negativo, para finalmente tomar el sitio de 

interacción entre proteínas y a la obtención de las replantaciones de la interacción 

entre receptor-ligando. 

VIII.5. Ensayo de cierre de herida  
Para determinar si la adipocina resistina induce migración en células tumorales 

prostáticas, se realizaron ensayos de cierre de herida de acuerdo con el protocolo 

descrito previamente por Galindo-Hernández O et al. [101,103]. La línea celular PC3 
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es insensible al tratamiento con andrógenos, con lo que se evaluó si esta condición 

modula los efectos biológicos mediados por resistina. Para ello, cultivos confluentes 

de células tumorales prostáticas PC3 fueron ayunados en medio RPMI sin suero 

durante 16 horas y pre-tratados durante 2 horas con mitomicina C 12 µM para inhibir 

la proliferación celular durante el experimento. Posteriormente, a los cultivos se les 

realizó una ralladura o herida en la monocapa de células con una punta para pipeta 

de 200 µl. A continuación, las células fueron estimuladas con concentraciones 

crecientes de resistina (0, 10, 25, 50 y 100 ng/mL) durante 48 horas [87]. Posterior 

al estímulo con resistina las células fueron fijadas y teñidas. La migración resultante 

dentro de la herida fue fotografiada utilizando un microscopio invertido acoplado a 

cámara. El resultado positivo se presentó cuando las células tumorales migraron 

hacia el espacio generado en la ralladura.  

 

VIII.6. Ensayo de invasión en cámara de Boyden  
Para confirmar el papel de resistina en invasión celular, se exploró la capacidad de 

esta adipocina como inductora de invasión celular mediante ensayos en cámara de 

Boyden de acuerdo con su descripción en la literatura [101,103]. Los ensayos de 

invasión se realizaron en cámaras de Boyden con filtros que presentan un tamaño 

de poro de 8 µm y que previamente fueron recubiertas con matrigel. Las células de 

la línea PC3 se sometieron a supresión sin suero durante 16 horas y fueron pre-

tratadas con mitomicina C para inhibir la proliferación celular. Posteriormente, se 

colocaron 100,000 células en la parte superior de la cámara de Boyden y en la parte 

inferior del inserto se colocaron 500 µL 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 incubación estas se fijaron con metanol 

frío 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 

teñidas con cristal violeta, las células fueron fotografiadas con un microscopio 

acoplado a cámara y las imágenes obtenidas fueron analizadas y cuantificadas 

usando el programa ImageJ 1.44p. [107].  
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VIII.7. Inmunodetección  
Cultivos confluentes de células tumorales prostáticas PC3 fueron tratados con 

resistina a la concentración de 25 ng/mL en diferentes tiempos (10, 20, 30, 45 y 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 proteínas 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 (dilución 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-específico 

peroxidado (dilución 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 autorradiografías fueron 

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

 

VIII.8. Zimografía  
Para la determinación de la secreción de la MMP-2 y MMP-9, se realizó el ensayo 

de zimografía. Brevemente, cultivos confluentes de las líneas celulares tumorales 

prostáticas 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 continuación, volúmenes 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 

activación de metaloproteinasas. Finalmente, los geles fueron fijados y teñidos con 

Azul de Coomassie Brillante G-250. La actividad proteolítica fue detectada como 

bandas claras sobre fondo teñido de sustrato no degradado. 
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VIII.9. Ensayo de crecimiento de esferoides (cultivo 3D). 
El desarrollo del ensayo de esferoides se basó 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 µl/pocillo). Se tripsinizaron cultivos de células PC3 

(90% de confluencia) y la suspensión celular (1x105 células/pocillo) se colocó 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 días, cambiando el medio fresco cada 48 h. 

Durante el experimento, se tomaron fotografías los días 3, 5 y 7 con un microscopio 

acoplado a una cámara. El área de los esferoides se analizó con el software ImageJ 

(Bethesda, MD; versión 1.54c). Para cada punto temporal, se promedió el área de 

cuatro esferoides. Los análisis estadísticos se realizaron mediante la prueba t de 

Student. 

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

concentración de 25 ng/mL [87] fueron aisladas del medio condicionado mediante la 

técnica de ultracentrifugación diferencial según describe Galindo-Hernández O et 

al. Una vez obtenida la fracción enriquecida en VEs (exosomas y MVs), el contenido 

proteico de las mismas fue evaluado mediante inmunodetección utilizando 

anticuerpos específicos contra las proteínas de interés como CD63 y Flotilina-2. La 

posible capacidad pro-migratoria o pro-invasiva inducida únicamente por VEs 

derivadas de células tumorales prostáticas estimuladas con resistina fue evaluada 

mediante ensayos de cierre de herida y ensayos en cámara de Boyden utilizando 

cultivos de células tumorales (PC3) siguiendo la estrategia experimental descrita 

anteriormente. En estos ensayos, la concentración de proteína se determinó 

mediante micro Bradford y la estimulación de los cultivos en todos los casos fue de 

30 µg de proteínas derivadas de la fracción enriquecida con VEs por cada mL medio 

RPMI 1640. 
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Figura 6. Diagrama del diseño metodológico general del proceso de ultracentrifugación 
diferencial. 

 
 
 

VIII.11. Análisis estadístico  
Los resultados fueron expresados como promedio ±D.E. Los datos fueron 

analizados estadísticamente usando la prueba ANOVA de una vía comparada 

mediante la prueba múltiple de Dunnette y t student en el software GraphPad Prims 

10.0.3. La probabilidad estadística P<0.05 fue considerada significativa.  
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IX. Aspectos éticos, normativos y de seguridad 
 
El presente estudio se desarrolló, hasta su conclusión, con apego a las 

disposiciones legales de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, 

Protección ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biológico-infecciosos 

- Clasificación y especificaciones de manejo. 
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X. Resultados 

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

sobre la progresión tumoral prostática. Debido a esto, se realizaron una serie de 

pruebas de docking molecular entre resistina y los receptores CAP1 y TLR4, 

encontrando el grado de interacción entre dichos receptores y resistina para 

dilucidar la interacción probable. 

X.1.1 Docking molecular Resistina vs CAP1. 
Mediante el programa Moe 2022.02, se realizó el análisis 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 región 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 

interacción con mayor afinidad en la región 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 interacción con la tercera afinidad 

más importante en la región 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. 
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Tabla 1. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre 
resistina y el receptor CAP1. 

 

 
 
 

X.1.1.1. Docking molecular número 1 CAP1 contra Resistina 
 

 

 

 

 

 

 

   

 

 
 

 

 

La figura representa el análisis en tercera dimensión de la interacción con mayor afinidad (E-score: 
-77.7155 kcal/mol).  

 
 

# Análisis E-Score (kcal/mol) 

Docking 1 CAP1 - Resistina  -77.7155 

Docking 2 CAP1 - Resistina  -71.8582 

Docking 3 CAP1- Resistina  -70.1474 

Figura 7. Docking molecular número 1 del receptor CAP1 (color bronce) y Resistina (color 
blanco). 
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Tabla 2. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 
molecular número 1 entre CAP1 y Resistina. 

CAP1 – Resistin Docking 1 

# Tipo Cadena CAP-1 Aminoácido Cadena  
Resistina 

Aminoácido Energía 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 

 
DHI 
DHI 
DHI 
DI 
DI 
DH 
DH 
DH 
DH 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 

 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. B 

 
Asp373 
Lys395 
Gly475 
Lys376 
Lys395 
Glu325 
Asn336 
Lys377 
Lys327 
Asn358 
Asn368 
Asn368 
Ser369 
Thr371 
Asp373 
Asn374 
Lys374 
Asn374 
Asn374 
Lys376 
Lys376 
Lys377 
Lys377 
Ile388 
Glu390 
Gln390 
Asn393 
Asn393 
Lys395 

 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 

 
Lys29 
Glu49 
Lys29 
Glu70 
Glu69 
Ser94 
Arg41 
Thr37 
Asn21 
Ser39 
Ser22 
Asn26 
Asn26 
Lys29 
Lys89 
Pro48 
Glu49 
Gly50 
Gly69 
Ile67 
Glu69 
Trp36 
Glu70 
Asn26 
Asn26 
Lys29 
Glu49 
Gly50 
Glu70 

 
-21.75 
-13.19 
-5.26 
-7.02 
-0.29 
-2.30 
-0.43 
0.65 
0.00 
0.20 
47.70 
0.00 
2.54 
-1.00 
-0.00 
-0.15 
40.70 
0.20 
2.97 
-0.14 
0.19 
0.54 
0.00 
27.16 
-0.10 
-0.26 
1.09 
0.74 
-1.67 
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30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

 

D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D  

1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B  

Asp396 
Asp396 
Asn411 
Asn411 
Val430 
Ala432 
Ala432 
Glu436 
Gln456 
Gln456  

1RGX. B 
1RGX. C 

 1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B  

Trp36 
Glu70 
Ala93 
Ser94 
Ser94 
Ala93 
Ala93 
Asn34 
Ala93 
Ser94  

-0.08 
0.03 
14.98 
-0.22 
-0.39 
-0.00 
-0.02 
-0.25 
0.00 
3.53  

D H I 

Distancia H-Unión Iónico 
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X.1.1.2. Docking molecular número 2 CAP1 contra Resistina 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

La figura representa el análisis en tercera dimensión de la segunda mejor interacción con mayor 
afinidad (E-score: -71.8582 kcal/mol).   

Tabla 3. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 
molecular número 2 entre CAP1 y Resistina. 

CAP1 – Resistin Docking 2 

# Tipo Cadena CAP-1 Aminoácido Cadena  
Resistina 

Aminoácido Energía 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

 
IH 
IH 
DIH 
DI 
DI 
DH 
D 
D 
D 
D 
D 

 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. D 

 
Lys366 
Glu450 
Asp447 
Glu444 
Lys465 
Gln464 
Pro406 
Tyr419 
Tyr419 
Asp426 
Asp426 

 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 

 
Glu69 
Lys17 
Lys43 
Arg79 
Asp81 
Cys77 
Glu49 
Cys6 

Glu10 
Glu49 
Lys71 

 
-1.98 
-3.57 
-3.26 
-2.77 
6.22 
-1.32 
0.07 
-0.60 
0.00 
-0.45 
0.60 

Figura 8. Docking molecular número 2 del receptor CAP1 (color bronce) y Resistina (color 
blanco). 
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12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 

 

D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D  

1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. A 
1K8F. A 
1K8F. C 
1K8F. A 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. B 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. A 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. A  

Glu428 
Thr443 
Thr443 
Thr443 
Gly446 
Gly446 
Asp447 
Asp447 
Phe448 
Phe448 
Phe448 
Asn449 
Asn449 
Asn449 
Asn449 
Glu450 
Glu450 
Phe451 
Leu460 
Gly463 
Gln464 
Gln464 
Gln464 
Gln464 
Lys465 
Lys465 
Glu472 
Glu472 
Glu472 
Ile473 
Ala474 
Ala474 
Gly475 
Gly475 
Gly475 
Gly475  

1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. C  

Glu49 
Gln18 
Lys43 
Ala78 
Cys6 
Asp9 
Asp9 
Lys15 
Cys6 
Asp9 
Lys15 
Gln18 
Asp19 
Lys43 
His74 
Asp13 
Arg68 
Ser22 
Glu49 
Ala78 
Ser60 
Ala61 
Ser64 
Gln76 
Arg41 
Trp82 
Asn26 
Lys29 
Arg41 
Asn26 
Leu23 
Asn26 
Lys17 
Asn21 
Leu23 
Glu69  

-0.01 
-0.49 
0.58 
-0.11 
-0.01 
0.03 
-0.08 
0.92 
-1.49 
-0.16 
0.00 

16.75 
0.05 
-0.50 
-0.21 
-0.01 
0.65 
-0.79 
-0.39 
0.00 
0.07 
0.43 
-0.01 
0.03 
0.15 
9.15 
1.29 
-0.26 
5.39 
-0.06 
-1.19 
4.76 
0.29 
-0.13 
0.89 
-0.00  

 
D H I 

Distancia H-Unión Iónico 
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Figura 9. Docking molecular número 3 del receptor CAP1 (color bronce) y Resistina (color 
blanco). 

X.1.1.3. Docking molecular número 3 CAP1 contra Resistina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

 

La figura representa el análisis en tercera dimensión de la tercera mejor interacción con mayor 

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

Tabla 4. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 
molecular número 3 entre CAP1 y Resistina 
 

CAP1 – Resistin Docking 3 

# Tipo Cadena CAP-1 Aminoácido Cadena  
Resistina 

Aminoácido Energía 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 
I 

DI 
DI 
DH 
DH 
DH 
D 
D 
D 

 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 

 
Lys376 
Lys327 
Asp396 
Ser338 
Lys398 
Gln400 
Lys327 
Asn336 
Ser338 

 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. A 
1RGX. C 

 
Ser94 
Glu10 
Lys29 

Val138 
Glu49 
Glu49 
Cys6 

Glu70 
Trp36 

 
-1.43 
98.0 
-1.38 
-1.55 
-0.11 
-0.63 
0.40 
0.02 
0.31 
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10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 

D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 

1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. D 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 

Ser338 
Ser338 
Asn339 
Lys348 
Lys348 
Val350 
Asn358 
Asn358 
Thr360 
Asn368 
Asn368 
Ser369 
Lys377 
Lys377 
Ile388 
Ile388 
Glu390 
Glu390 
Lys395 
Asp296 
Asp296 
Asp296 
Lys398 
Pro406 
Thr407 
His417 
Tyr419 
Tyr419 
Glu428 
Glu436 
Glu436 
Asn438 
Phe448 
Glu450 
Glu450 
Glu450 
Glu455 
Ile473 
Ile473 
Ala474 

1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 

Thr37 
Ser39 
Ser39 
Pro7 

Glu10 
Glu10 
Trp36 
Glu70 
Trp36 
Pro7 

Glu10 
Lys14 
Ans34 
Gln91 
Lys14 
Gln18 
Lys14 
Gln18 
Ser94 
Gln91 
Val92 
Ser94 
Pro48 
Cys6 
Cys6 
Lys29 
Glu49 
Gly50 
Cys6 

Pro25 
Asn26 
Lys29 
Glu49 
Lys29 
Asn30 
Ser94 
Asn26 
Leu23 
Asn26 
Leu23 

-0.31 
0.05 
-0.03 
10.44 
0.04 
-0.41 
-0.06 
-0.01 
0.00 
0.52 
-0.01 
0.07 
-0.16 
5.56 
-1.64 
-0.34 
-0.04 
-0.65 
-0.36 
-0.36 
0.01 
-0.01 
0.74 
-0.27 
-0.82 
1.71 
-0.36 
0.15 
-1.13 
-1.31 
-0.01 
-0.01 
5.42 
-0.05 
-0.04 
0.01 
0.02 
-0.32 
-1.73 
-0.63 



 
 

50 

50 
51 
52 
53 
54 

 

D 
D 
D 
D 
D  

1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C 
1K8F. C  

Ala474 
Gly475 
Gly475 
Gly475 
Gly475  

1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. B  

Asn26 
Leu23 
Phe24 
Asn26 
Ala27  

-0.02 
0.12 
-0.09 
-0.18 
-0.41  

 
D H I 

Distancia H-Unión Iónico 
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X.1.2 Docking molecular Resistina vs TLR4. 
Posteriormente, se realizó el análisis 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/pdb3FXI/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 interacción con mayor afinidad, presentando un E-

Score de -60.2131 y en la figura 11 describe la interacción con la tercera afinidad 

más 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. 

# Análisis 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 número 1 TLR4 contra Resistina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figura representa el análisis en tercera dimensión de la interacción con mayor afinidad (E-score: 
-62.7696 kcal/mol).   

Tabla 6. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 
molecular número 1 entre TLR4 y Resistina. 
 

TLR4 – Resistin Docking 1 
 

#  
 
Tipo   

 
Cadena TLR4  

 
Aminoácido  

 
Cadena  

Resistina   

 
Aminoácido  

 
Energía 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

DIH 
DIH 
DH 
D 
D 
D 
D 
D 
D 

3FXI. B 
3FXI. A 
3FXI. B 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 

Lys274 
Glu278 
Lys186 
Asn49 
Asn49 
Asn49 
Lys58 
Leu60 
Ser118 

1RGX. B 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 

Glu49 
Arg41 
Met3 
Cys6 
Asp9 
Lys15 
Ser22 
Gln18 
Gln18 

-2.73 
-9.48 
0.14 
1.40 
0.94 
0.58 
2.64 
-1.20 
0.60 

Figura 10. Docking molecular número 1 del receptor TLR4 (color azul) y Resistina (color 
blanco). 
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10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 

 

D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D  

3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. A  

His159 
Asn160 
Ser184 
Ser184 
Asn185 
Lys186 
Leu212 
Glu226 
Glu226 
Glu226 
Gly267 
Glu270 
Lys271 
Lys274 
Ser275 
Glu278 
Tyr295 
Tyr296 
Asp298 
Asp298 
Ile301 

Asp302 
Asp302 
Asp302 
Asn305 
Asn305 
Arg322 
Arg322 
Tyr328  

1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A  

Met3 
Met3 
Ser2 
Met3 
Ser2 
Ser2 
Ser2 
Ser1 
Ser2 

Lys14 
Lys14 
Asn26 
Asn26 
Arg41 
Arg41 
Asp81 
Ser94 
Ser94 
Ala93 
Ser94 
Ser39 
Ser39 
Ser40 
Arg41 
Ser40 
Arg41 
Ala93 
Ser94 
Ser46  

-0.93 
0.14 
-0.06 
0.19 
0.00 
-0.00 
-0.23 
-0.42 
-0.00 
-0.13 
0.44 

21.71 
-0.27 
2.38 
1.11 
0.01 
-1.00 
-0.04 
0.09 
0.53 
-0.79 
0.85 
-0.65 
0.79 
0.39 
8.50 
-0.40 
17.60 
0.11  

 
D H I 
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X.1.2.2. Docking molecular número 2 TLR4 contra Resistina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figura representa el análisis en tercera dimensión de la segunda mejor interacción con mayor 

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

Tabla 7. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 
molecular número 2 entre TLR4 y Resistina. 

TLR4 – Resistin Docking 2 

 
#  

 
Tipo  

 
Cadena 
TLR4  

 
Aminoácido  

 
Cadena 

Resistina  

 
Aminoácido  

 
Energía 

1  
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  

DIH 
DI 
DH 
D 
D 
D 
D 
D 

3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 

Glu286 
Glu254 
Ser31 
Asn26 
Asn26 
Asn26 
Asn27 
Asn27 

1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 

Arg41 
Arg79 
Cys6 
Cys6 
Asp9 
Lys14 
Lys15 
Gln18 

-379 
-2.84 
-0.75 
1.31 
-0.25 
-0.00 
-.027 
1.70 

Figura 11. Docking molecular número 2 del receptor TLR4 (color azul) y Resistina (color 
blanco). 
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D H I 

Distancia H-Unión Iónico 

 

9  
10  
11  
12  
13  
14  
15  
16  
17  
18  
19  
20  
21  
22  
23  
24  
25  
26  
27  
28  
29  
30  
31  
32  
33  
34  
35  
36  
37  
38  
39  
40  
41  
42  

 

D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D  

3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A 
3FXI. A  

Ser28 
Ser28 
Asp29 
Cys51 
Glu53 
Glu53 
Lys55 
Lys55 

Asn158 
Asn158 
Asn158 
Thr284 
Thr284 
Thr284 
Ile285 
Glu286 
Glu286 
Asn309 
Asn309 
Asn309 
Asn309 
Ser311 
Asn329 
Gly331 
Gly333 
Gly333 
Lys351 
Ser352 
Ser352 
Ser352 
Lys354 
Lys354 
Ser374 
Ser374  

1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. A 
1RGX. B 
1RGX. B 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C  

Gln18 
Asp19 
Ser22 
Gln18 
Gln18 
Ser22 
Asn21 
Ser22 
Lys17 
Ser22 
Leu23 
Arg41 
Arg79 
Asp81 
Arg41 
Ser40 
Gly42 
Ser39 
Ser40 
Arg41 
Trp82 
Ser40 
Glu70 
Ser39 
Val38 
Ser39 
Trp36 
Trp36 
Thr37 
Val38 
Ser46 
Pro48 
Trp36 
Pro48  

0.35 
-0.27 
0.00 
0.00 
-1.20 
0.00 
-0.16 
3.87 
0.42 
-0.06 
-1.40 
-0.13 
0.20 
-0.12 
-0.48 
-0.01 
0.00 
-0.03 
-0.16 
-0.05 
-0.17 
0.00 
0.00 
0.65 
-0.12 
-0.02 
0.32 
0.02 
-0.07 
-0.91 
0.00 
0.75 
-0.21 
-0.01  



 
 

56 

 

X.1.2.3. Docking molecular número 3 TLR4 contra Resistina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La figura representa el análisis en tercera dimensión de la tercera mejor interacción con mayor 
afinidad (E-score: -58.3312 kcal/mol).   

Tabla 8. Interacciones de los aminoácidos correspondientes del docking 
molecular número 3 entre TLR4 y Resistina. 

TLR4 – Resistin Docking 3 

# Tipo Cadena TLR4 Aminoácido Cadena 
Resistina 

Aminoácido Energía 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

 
DIH 
DI 
DI 
D 
D 
D 

 D 

 
3FXI. B 
3FXI. D 
3FXI. B 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 

 
Arg87 
Lys20 

Asp238 
Ser45 
Asn47 
Asn47 
Asn49 

 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 

 
Glu69 
Ser94 
Arg79 
Trp36 
Trp36 
Pro48 
Pro48 

 
-4.94 
47.38 
0.77 
0.11 
2.87 
0.43 
0.43 

Figura 12. Docking molecular número 2 del receptor TLR4 (color azul) y Resistina (color 
blanco). 
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8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 

 

D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D 
D  

3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. D 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B 
3FXI. B  

Asn49 
His62 
His62 
His62 
Ile66 
Arg87 
Gln91 
Gly111 
Asn112 
Pro113 
Gln115 
Gln115 
Gln115 
Asn114 
Asn114 
Thr116 
Glu135 
Asn137 
Asn137 
Ala139 
Ala139 
Leu161 
Leu161 
Leu161 
Gln163 
Lis186 
Lis186 
Leu212 
Pro214 
Pro214 
Met215 
Asn216 
Asn235 
Glu266 
Gly267  

1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. A 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C 
1RGX. C  

Glu49 
Thr37 
Val38 
Ser39 
Glu69 
Arg68 
Leu44 
Arg68 
Arg68 
Arg68 
Gly42 
Lys43 
Leu44 
Thr37 
Ser39 
Ser39 
Arg68 
Lys43 
His74 
Lys43 
Ala78 
Lys43 
His74 
Gln76 
Ala78 
Gln76 
Asp81 
Arg41 
Arg79 
Asp81 
Arg79 
Arg79 
Arg41 
Arg41 
Arg41  

0.36 
-0.46 
1.39 
5.63 
0.03 
1.78 
-0.66 
-0.04 
0.08 
0.68 
0.40 
0.89 

19.67 
4.48 
0.08 
-0.19 
-0.56 
87.93 

107.26 
1.54 
0.40 
-0.82 
-1.01 
38.97 
15.04 
1.25 
-0.02 
-1.02 
0.23 
-1.15 
-0.23 
14.33 
0.00 
-1.10 
4.74  
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X.2. Resistina promueve el incremento en la migración de células de la línea 
celular prostática PC3.  
Resistina ha presentado la característica de interactuar con TLR4, y presentada un 

papel asociado a enfermedades inflamatorias e infecciosas, metabólicas y en 

cáncer [108-110]. Por lo cual, decidimos evaluar el efecto de la resistina sobre el 

proceso de migración 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 línea PC3, una vez que se alcanzó 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), además de un estímulo 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 migración de las 

células PC3, contemplando un máximo efecto en la concentración de 25 ng/mL de 

resistina en un lapso de 48 horas de estímulo. Debido a los resultados obtenidos 

fue que decidimos utilizar dicha condición para todos los experimentos posteriores. 

En la figura 12B se puede observar el análisis estadístico de al menos 3 

experimentos independientes, en los que corroboramos que existe una diferencia 

significativa entre los experimentos realizados en comparación con el grupo control. 
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Panel A. La migración celular se evaluó mediante un ensayo de herida. Las células se trataron con 
diferentes concentraciones de resistina y se analizó la migración de las células después de 48 horas 
de estímulo. Los gráficos representan la media ± SD y se expresan como veces del basal de 
migración 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 vía. 
 
 

A 

Figura 13. La resistina induce la migración en células de cáncer de próstata. 
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X.3. La resistina incrementa los niveles de fosforilación de la cinasa de 
adhesión focal FAK en la línea celular prostática PC3. 
La fosforilación de FAK se asocia a un aumento de los proceso de migración e 

invasión [111-117]. Por lo cual, determinamos el efecto del tratamiento con resistina 

sobre la fosforilación de FAK en la línea celular prostática PC3. Para ello, obtuvimos 

los extractos de proteínas totales de células PC3 de cultivos confluentes, los cuales 

fueron estimulados en ausencia y presencia de resistina a una concentración 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 proteínas utilizando anticuerpos anti-p-FAK (Tyr-397), anti-

FAK y los niveles de βactina se utilizaron como control de carga. Nuestros 

resultados demuestran que el estímulo de resistina induce un incremento en el nivel 

de fosforilación de FAK (p-FAK-Tyr397) dependiente del tiempo de tratamiento (Fig 

13A). El análisis densitométrico y estadístico de al menos tres experimentos 

independientes determinó que el nivel de fosforilación de la cinasa FAK incrementó 

hasta treinta veces respecto al grupo que no recibió dicho estímulo (Fig 13B).  
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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, así como la actina como control de carga. 
Panel B. Los gráficos representan la media ± SD y se expresan como el pliegue de migración por 
encima del valor de control. Los asteriscos indican las comparaciones realizadas con el control. 
***P < 0.001, evaluado mediante una ANOVA de una vía. 
 

A 

B 

Figura 14. La resistina induce el incremento en los niveles de fosforilación de la cinasa FAK 
en células de cáncer de próstata. 
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X.4. La resistina promueve un incremento de los niveles de secreción de la 
MMP -2 y MMP -9 en la línea celular tumoral prostática 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 

colágeno, las colagenasas intersticiales (MMP -1, MMP  -8, MMP -13 y MMP -18) 

son las encargadas de separar los tipos de colágeno fibrilar l, ll y lll; estromalisinas 

(MMP -3, MMP -10 y MMP -11) interactúan con múltiples componentes de la matriz 

extracelular, incluidos laminina, fibronectina y colágeno 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 colágeno tipo lV [118]. En particular, la 

evidencia ha demostrado que en procesos cancerígenos existe una gran correlación 

entre los niveles secretados de las gelatinasas -2 y -9 en los procesos de invasión 

celular y metástasis [119]. Con base en ello, decidimos evaluar el impacto del 

estímulo con resistina en la secreción de las MMP -2 y MMP -9 en células PC3 

mediante la técnica de zimografía. Cultivos confluentes de células PC3 fueron 

estimuladas con la concentración de 25 ng/mL de resistina durante 48 horas. 

Posteriormente, se obtuvo el medio sobrenadante para ser concentrado y analizado 

mediante el ensayo de zimografía. Los resultados obtenidos demuestran que la 

resistina incrementa la secreción de las MMP -2 y -9 a la concentración de 25 ng/mL 

(Fig 14A). En la figura 14B se puede observar el análisis estadístico de al menos 

tres experimentos independientes, donde se muestra un incremento de la secreción 

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 secreción 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 procesó mediante zimografía para evaluar la secreción de MMP-2 y MMP-
9. Panel B. El gráfico representa la media ± SD y se expresa como el pliegue de invasión por encima 
del valor de control. **P < 0.01, evaluado mediante una ANOVA de una vía. 
 
 
 

 

B 
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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 migración e invasión celular 

correspondientes. Por lo tanto, decidimos examinar el papel de la resistencia en la 

formación de esferoides (cultivos 3D) en células tumorales prostáticas. Para ello, 

células PC3 se sembraron en placas de 24 pozos recubiertas con un 1,5 % de 

agarosa. Las células PC3 (1 × 105 células) se trataron con SFB al 5% o resistina (25 

ng/mL) con 5% de SFB durante 7 días. Finalmente, se tomó evidencia fotográfica 

en los días 3, 5 y 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 área del esferoide al día 7 de 

tratamiento con respecto a la condición donde solo recibieron la suplementación de 

5% de SFB solamente (Fig 15 A). En la figura 15B, se puede observar el análisis 

estadístico 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 μL de agarosa al 1,5 %. Posteriormente, 
se colocaron alrededor de 1 × 105  de células PC3 por condición, las cuales se trataron con un 5% 
de SFB solo o con un 5% de SFB + resistina (25 ng/mL) durante siete días. Durante el ensayo, el 
seguimiento se mantuvo foto documentado durante los días 3, 5 y 7. Finalmente, el área esferoidal 
se analizó con el software ImageJ. Panel B. El gráfico representa la media ± SD de tres experimentos 
independientes y se expresa como área del esferoide (mm2). La barra de escala es igual a 1 mm. * 
p < 0,05 y ** p < 0,01, los análisis estadísticos se realizaron mediante la prueba t Student. 
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X.6. Estandarización de la técnica de ultracentrifugación diferencial. 
Si bien se ha demostrado la participación de resistina en algunos procesos 

tumorales [120,121], no existen reportes hasta el momento del papel de resistina en 

la secreción de VEs. Para evaluar este evento, en primera instancia se estandarizó 

el aislamiento de VEs mediante centrifugación diferencial (Fig 16). Como se observa 

en la figura 17, el perfil de proteínas de la fracción enriquecida con VEs de células 

tumorales MDA-MB-231 y PC3 presentan diferencias con respecto a los lisados 

celulares totales de células PC3. 

 

 

 
 

Figura 17. Estandarización de la técnica Ultra-centrifugación diferencial.  

Se realizó un SDS-PAGE y posterior tinción con azul de comassie para analizar las muestras 
procesadas mediante la técnica de ultracentrifugación para comparar la carga proteica con un lisado 
total celular. Las fracciones enriquecidas con vesículas extracelulares de células MDA-MB-231 y 
PC3 muestran una diferencia en la expresión proteica en comparación con el lisado celular total. 
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Para confirmar la presencia de VEs en la fracción enriquecida obtenida, se evaluó 

la expresión de Flot-2 y de CD63, puesto que se ha demostrado que son proteínas 

ampliamente utilizadas como marcadores de VEs [122,123]. Nuestros datos indican 

que en la fracción enriquecida con VEs existe una fuerte expresión de los 

marcadores flot-2 y CD63, mientras que la proteína fue indetectable en el medio 

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

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MC: Medio condicionado. 

VEs: Fracción enriquecida en VEs 

FLVEs: Fracción libre de VEs 

 

 
El resultado mostró la expresión de flotilina 2 y CD63 en la fracción enriquecida de vesículas 
extracelulares, por otro lado, en el medio condicionado y la fracción libre de VEs se encuentra libre 
de dicha expresión. 

Figura 18. Expresión de flotilina 2 y CD63 en muestra ultra-centrifugada.  
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X.7. Resistina induce la secreción de VEs que promueven la migración 
celular en células prostáticas PC3. 
Nuestros resultados previos demuestran que la técnica estandarizada de 

ultracentrifugación diferencial permite obtener una fracción enriquecida de VEs. 

Evidencia reciente demuestra la participación de VEs en la progresión de diferentes 

tipos de cáncer [96,97,124], específicamente en el proceso de metástasis [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 línea 

celular cancerígena 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 ultracentrifugación 

diferencial para obtener la fracción enriquecida de VEs (Fig 19A). Una vez obtenida 

la fracción enriquecida de VEs, fueron utilizadas para determinar su papel en el 

proceso de migración celular. Como se pueden observar las VEs obtenidas de 

células tratadas con y sin resistina incrementan la capacidad migratoria de las 

células PC3, además, se puede observar como las que recibieron el estímulo de 

VEs provenientes del tratamiento de resistina en células PC3, la diferencia es mayor 

en comparación con las VEs secretadas por células sin tratamiento y que el grupo 

que no recibió estímulo vesicular. La anexina V fue utilizada como un control 

inhibidor de la captación de las VEs, esto como respaldo sobre el efecto las VEs 

sobre el proceso de migración celular (Fig 19B). En la figura 19C se puede observar 

el análisis estadístico 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 comparación con el 

grupo control.  
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Panel A. Se utilizó ultracentrifugación diferencial para aislar una fracción enriquecida de VEs. Panel 
B. La migración celular se evaluó mediante un ensayo de herida por ralladura, las células se trataron 
con vesículas extracelulares derivados de células PC3 tratadas con o sin resistina (30 µg/mL por 
condición). Panel C. Después de 48 h se analizó la migración de las células. Las gráficas representan 
la media ± D.E. Independientes y son expresados como las veces de migración con respecto al 
control. Los asteriscos denotan significancia estadística. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, evaluado 
mediante una ANOVA de una vía. 
 

A 

B
 

C
 

Figura 19. Las vesículas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina 
inducen la migración celular en células PC3.  
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X.8. Las VEs de cultivos PC3 tratados en presencia de resistina incrementan 
los niveles de secreción de la MMP -2 y MMP -9. 
Con base en nuestros resultados, donde demostramos que la fracción enriquecida 

con VEs derivadas del tratamiento con resistina se asocian al proceso de migración. 

Decidimos evaluar si el tratamiento con las VEs se asocia al proceso de secreción 

de las MMP -2 y MMP -9 mediante la técnica de zimografía. Nuestros datos 

obtenidos indican que las VEs derivadas de la ausencia del estímulo con resistina 

en células PC3 inducen un incremento en la secreción de MMP -2 y MMP -9, en 

comparación con las células ausentes de tratamiento con VEs (Fig 20A). De la 

misma manera, asociado con los resultados previos en la evaluación del proceso 

de migración, las células PC3 que recibieron el estímulo de VEs derivadas de 

tratamiento con resistina, incrementaron el nivel de la secreción de las MMP -2 y 

MMP -9 en los medios condicionados. Nuestros resultados demuestran la relación 

del tratamiento con VEs de células PC3 estimuladas con resistina y el proceso de 

invasión celular. Adicionalmente, utilizamos una condición con pre-tratamiento de 

las VEs en conjunto con Anexina V, un inhibidor de la captura de VEs, logrando 

observar una disminución en la secreción de MMP-2 con niveles similares al control 

(Fig 20A). En la figura 20B podemos observar el análisis estadístico de al menos 

tres experimentos independientes, donde corroboramos diferencia significativa en 

los niveles de secreción 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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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 
zimografía para evaluar la secreción de MMP-2 y MMP-9. Panel B. El gráfico representa la 
media ± SD y se expresa como las veces del basal sobre el proceso de secreción 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 vía. 
 

 

A 

B 

Figura 20. Las vesículas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina 
inducen la invasión celular en PC3 de forma autocrina.  

MMP -2 MMP -9 
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X.9. VEs derivadas del tratamiento con resistina inducen invasión en células 
PC3. 
Puesto que en conjunto nuestros datos indican que el tratamiento con resistina 

induce el proceso de migración celular juntamente con un incremento en la 

secreción de las MMP -2 y MMP -9, así como el estímulo 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 decidió determinar el efecto de la fracción enriquecida de VEs sobre el 

proceso de invasión celular en la línea prostáticas PC3. Como se observa en la 

figura 21A, el tratamiento con resistina incrementa la capacidad de invasión, 

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 

fracción enriquecida de VEs con anexina V, inhibe la invasión de células PC3 

indicando que el efecto es derivado de la captura de VEs (Fig 21A). En la Figura 

21B, se puede apreciar el análisis estadístico de al menos tres experimentos 

independientes, donde se demuestra la diferencia significativa entre el cultivo que 

recibió el tratamiento con VEs recuperadas de medios condicionados de células 

PC3 bajo el tratamiento de resistina comparado con el grupo que no recibió el 

tratamiento. 
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Panel A. Se usó el método de la cámara de Boyden para evaluar la invasión 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 cámara superior recubierta previamente con matrigel y se 
agregó el tratamiento con EV a la cámara inferior, después de 48 h se analizó la invasión celular. 
Panel B. El gráfico representa la media ± SD y se expresa como el pliegue de invasión por encima 
del valor de control. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, evaluado mediante una ANOVA de una vía. 

A 

B 

Figura 21. Vesículas extracelulares derivadas de células PC3 tratadas con resistina inducen 
la invasión celular en PC3 de forma autocrina.  
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X.10. Efecto de las VEs provenientes de estímulos de resistina en células 
PC3. 
Una vez que nuestros resultados determinaron que el estímulo de VEs recuperadas 

de los sobrenadantes de cultivos tratados con resistina incrementa los procesos 

involucrados en la progresión tumoral, decidimos evaluar el efecto de las VEs en la 

migración a diferentes concentraciones (30, 60 y 100 μl/mL). Nuestros resultados 

proponen, que el estímulo de VEs a la concentración de 60 μl/mL favorece el 

proceso de migración comprado con los demás tratamientos, además, se corrobora 

con nuestros resultados previos donde demostramos que el estímulo de VEs 

recuperadas de medios condicionados con resistina favorece el proceso de 

migración al ser comparado con el grupo que no recibió dicho tratamiento (Fig 22A). 

La gráfica obtenida del análisis estadístico de dos experimentos independientes 

sugieren el incremento del proceso de migración cuando las células son estimuladas 

con VEs recuperadas de medios condicionados donde las células fueron tratadas 

con resistina, observándose el mayor efecto a la concentración de 60 μl/mL 

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

CAC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Panel A. Se realizó una ralladura a cultivos celulares PC3 confluentes. Posteriormente, se prosiguió́ 
con estímulos de 48 horas en presencia de VEs recuperadas de medios condicionados tratados en 
presencia o ausencia de resistina. Panel B. Las gráficas representan la media ±D.E. de dos 
experimentos independientes y son expresados como veces del basal con respecto al control. Las 
fotografías fueron tomadas 48 horas después de recibir los diversos estímulos. 

A 
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X.11. Las VEs transportan moléculas cargo involucradas en la progresión 
tumoral. 
En resultados previos demostramos que tanto el tratamiento con resistina como las 

VEs derivadas del estímulo de resistina en células PC3 incrementan los procesos 

de migración e invasión 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 investigación donde asociamos la secreción de dichas gelatinasas con 

el incremento de la progresión 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 invasión celular, lo cual puede impactar 

en la progresión tumoral. 

 

 
 
 
 
 
Figura 23. Las VEs presentan moléculas cargo asociadas a la progresión 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 continuación, se obtuvieron cultivos confluentes de células PS3 fueron tratados 
en presencia o en ausencia de resistencia durante 48 horas. A continuación, se obtuvieron los 
medios condicionados para ser procesados mediante ultracentrifugación diferencial, obteniendo 
finalmente una fracción enriquecida con vesículas extracelulares de los medios condicionados para 
ser procesados mediante ultracentrifugación diferencial, obteniendo finalmente una fracción 
enriquecida con VEs, las cuales fueron procesadas mediante la técnica de zimografía. El resultado 
sugiere la presencia de la metaloproteinasa nueve en las VEs obtenidas. 
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XI. Discusión 
La resistina es una adipocina implicada en procesos metabólicos e inflamatorios. En 

la actualidad, existen estudios donde han indicado una relación entre los niveles 

elevados de resistina circulante con el sobrepeso y la obesidad. Estas condiciones 

están asociadas con múltiples enfermedades, por ejemplo, el desarrollo de la 

diabetes mellitus, hipertensión, dislipidemia, síndrome metabólico y el incremento 

en el riesgo de desarrollar cáncer [127,128]. 

 

Existe evidencia de que la resistina aumenta la agresividad en el cáncer de mama, 

favoreciendo procesos como el crecimiento tumoral al aumentar la actividad de 

BCL-2 y BCL-xL, acompañados por una disminución en las caspasas -7 y -3. 

Curiosamente, la resistina promueve la metástasis en el cáncer de mama al 

aumentar la actividad de Src e inducir la translocación al núcleo de PKCα [129]. La 

resistina se ha relacionado con la progresión tumoral en pacientes con cáncer de 

próstata. Un estudio en el que participaron pacientes coreanos demostró que a 

medida que aumentaba la escala de Gleason, había un aumento en la expresión de 

resistina en tejido tumoral de próstata. Esto fue acompañado por un aumento en la 

proliferación y fosforilación de Akt en las líneas celulares de cáncer prostático PC3 

y DU-145 [86]. Por otro lado, TLR4 se ha visto involucrado en el incremento de los 

procesos de migración e invasión celular en cáncer de pulmón y en la inducción del 

fenotipo mesenquimal en cáncer mamario. Por su parte, CAP1 ha sido vinculado 

con el incremento migratorio de células de cáncer de mama. A pesar de dicha 

evidencia, la interacción de resistina con los receptores TLR4 y CAP1 no ha 

quedado elucidado por completo en cáncer prostático, por ello, es importante 

predecir el comportamiento celular bajo dicho estímulo y analizar el efecto de la 

señalización celular en los procesos cancerígenos. Por lo tanto, decidimos evaluar 

si la resistina interactúa con los receptores CAP1 y TLR4 mediante la técnica de 

docking molecular, además, de estudiar el impacto en procesos celulares asociados 

con la progresión tumoral en el cáncer de próstata. No obstante, de acuerdo con la 

evidencia existente, deducimos que los efectos biológicos asociados con el 

incremento de invasión celular son mediante TLR4, sin embargo, es necesario se 
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realicen las investigaciones correspondientes para determinar dicho fenómeno. En 

este trabajo, mostramos mediante un ensayo in silico que la resistina puede 

interactuar con los receptores CAP1 y TLR4, además de inducir un aumento en los 

procesos de migración e invasión en la línea celular PC3, concomitante con un 

aumento en la secreción de MMP-2 y MMP-9 y el incremento en los niveles de 

fosforilación de FAK (Tyr-397) [86,128]. La organización estructural de CAP1 cuenta 

con tres dominios principales, la región N-terminal, la región media (MD) rica en 

prolina, y la región C-terminal, de las cuales la región N-terminal es capaz de mediar 

señalización mediante la vía RAS/AMPc y la región C-terminal está relacionada con 

la regulación del citoesqueleto de actina [130]. Sudan et. al, describe las vías de 

señalización moduladas por la interacción de CAP1 y resistina, donde la activación 

de CAP1 aumentó la expresión y secreción de citocinas pro-inflamatorias inducidas 

por el factor de transcripción NF-κB, además de modular las vías STAT’s, ERK/c-

Myc y PI3K/Akt/SP-1 asociadas a los procesos de migración e invasión celular [131]. 

Nuestros resultados in silico demuestran la interacción de resistina en tres 

posiciones distintas con el receptor CAP1 en al menos 42 sitios de unión en C-

terminal. Por otro lado, TLR4 se ha encontrado a niveles elevados en cáncer 

mamario favoreciendo los procesos de metástasis y proliferación [132,133], existe 

evidencia que la activación de TLR4 modula vías de señalización río abajo como 

Src, PI3K/Akt/mTOR, y MAPK, asociadas con la progresión tumoral [131], incluso, 

niveles elevados de TLR4 y MyD88 presentes en pacientes con cáncer colorrectal 

fue asociada a una baja sobrevivencia [134]. Nuestros resultados in silico 

demuestran la interacción de resistina en las tres posiciones más eficiente con el 

receptor TLR4 en al menos 38 sitios de unión en la región extracelular. Además, de 

la interacción altamente probable entre del receptor  CAP1 con resistina, donde el 

E-score con mayor afinidad se presentó en la interacción de CAP1 vs resistina (-

77.7155 kcal/mol) seguido por la interacción de TLR4 vs resistina (-62.7696 

kcal/mol), estos resultados nos señalan que existe una alta posibilidad de 

interacción, sin embargo, los procesos celulares observados en este estudio 

podrían ser derivados de la interacción de resistina con TLR4, esto debido a los 

efectos que regula la activación de TLR4 en otros modelos cancerígenos.  



 
 

79 

 

Niveles elevados en la fosforilación de FAK se asocia con una mayor agresividad 

tumoral en procesos como migración, invasión y metástasis [117,135,136]. Además, 

se ha demostrado que la fosforilación de FAK en su residuo Tyr-397 está 

relacionada con su máxima actividad catalítica, activando proteínas 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 línea PC3 son estimuladas con resistina, proceso que se 

encuentra altamente asociado con el aumento de la migración y el proceso de la 

invasión celular. Adicionalmente, la secreción de MMP-2 y MMP-9 por las células 

cancerosas es un mecanismo importante del proceso de invasión celular ya que 

estas enzimas son capaces de degradar componentes de la membrana basal como 

colágeno tipo IV, un proceso asociado con tumores altamente invasivos y 

metastásicos [137]. La secreción de las MMPs puede ser inducida por la activación 

de la vía PI3K/Akt, que conduce a la activación del factor de transcripción NF-κB. El 

factor de transcripción NFκB regula la expresión de múltiples proteínas que modulan 

la invasión celular, entre las que son Snail1 y 2, Twist1 y 2, vimentina, MMP-9 y 

MT1-MMP, que induce la activación de MMP-2 [137]. En este trabajo se confirmó 

que el tratamiento con resistina a concentraciones fisiológicamente alcanzables (25 

ng/mL) tiene efecto en las células PC3 aumentando el nivel de secreción de MMP-

2 y MMP-9 en el medio condicionado, favoreciendo el proceso de invasión en las 

células cancerosas prostáticas. Por otro lado, en concentraciones elevadas (100 

ng/mL) no se presenta diferencia significativa, lo cual podría ser asociado a la 

saturación del sistema. 

 

Las VEs son partícipes en la comunicación celular y procesos fisiológicos. 

Contienen en su membrana fosfolípidos, proteínas transmembranales y proteínas 

que son componentes de las balsas lipídicas. Al mismo tiempo, dentro de las VEs, 

hay diversas proteínas 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 biológico 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 plasmática de las células, 

transfiriendo información genética, segundos mensajeros y receptores que pueden 

inducir la señalización celular, mediante los cuales la célula receptora puede adquirir 

nuevas funciones [87,138]. La secreción de VEs por las células cancerosas 

representa un mecanismo por el cual moléculas bioactivas como ácidos nucleicos, 

receptores, receptores de factores de crecimiento, factores de transcripción 

funcionales, enzimas y varios tipos de proteínas intracelulares son transferidas 

pudiendo modular vías de señalización. Además, las VEs se secretan en respuesta 

a una amplia variedad de estímulos, liberados en altas concentraciones por células 

cancerígenas. Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que la resistina podría regular 

la comunicación celular mediada por EV en las células PC3. Nuestros resultados 

indican que la resistina induce la secreción de VEs que promueven los procesos de 

migración e invasión en células PC3, simulando un modelo de comunicación 

autocrino. La secreción de VEs derivadas del tratamiento con resistina puede verse 

respaldada por el hecho de que, en las células de cáncer de mama altamente 

invasivas MDA-MB-231, la resistina promueve un aumento en concentración de 

calcio intracelular, un fenómeno conocido por inducir la secreción de EVs [87,138]. 

Las VEs contienen una variedad de moléculas cargo que promueven los procesos 

de invasión y metástasis, incluyendo a proteínas como PI3K/AKT, integrina αvβ5, 

EGFRvIII 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 invasión y metástasis, destacando la importancia del papel de resistina en 

la progresión tumoral prostática. Sin embargo, se requieren más ensayos para 

respaldar estos eventos. Nuestros datos indican que la fracción enriquecida con 

EVs presenta Flot-2 y CD63; sin embargo, es necesario caracterizar las poblaciones 

de VEs mediante microscopía electrónica y/o el análisis de seguimiento de 

nanopartículas. La resistina es una proteína secretada tanto por células como por 

macrófagos, además, regula la respuesta inflamatoria al promover la secreción de 

TNF-alfa e IL-12 en macrófagos [139]. Estos efectos podrían ser inducidos por su 
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posible interacción y activación con TLR4 [79,87]. Se ha observado que la activación 

de TLR4 genera un incremento en la liberación de calcio [140,141] desde el retículo 

endoplásmico al citoplasma (calcio intracelular).  

 

En las células cancerosas, la resistina promueve la fosforilación de Src (un objetivo 

río abajo de la quinasa FAK) y el aumento de los niveles de calcio intracelular [87]. 

Se ha demostrado que la vía FAK/Src induce la activación de Akt en células 

cancerosas. Esto resulta en una mayor secreción de MMP-2 y MMP-9, favoreciendo 

los fenómenos de la proliferación, migración, invasión y metástasis [142]. 

Particularmente, un aumento en los niveles de calcio intracelular es clave en la 

biogénesis y secreción de microvesículas y exosomas por parte de las células 

tumorales [138]. En conjunto de toda la evidencia presentada, planteamos la 

hipótesis de que, en células PC3, la resistina interactúa y activa a TLR4, 

aumentando los niveles de p-FAK en conjunto con los niveles de calcio intracelular. 

La activación de FAK promueve la fosforilación de p-Src y la actividad de la vía 

PI3K/Akt/NF-kB, la cual aumenta la secreción de MMP-2 y MMP-9, favoreciendo los 

procesos de proliferación, migración e invasión en células PC3. Además, el aumento 

de los niveles de calcio intracelular genera un aumento en la biogénesis de VEs y 

secreción de moléculas cargo, las cuales inducen el proceso de invasión de las 

células PC3. 

  

En resumen, nuestros datos muestran por primera vez que la resistina desencadena 

la invasión en células PC3. Además, las células PC3 tratadas con resistina secretan 

EVs que inducen la migración e Invasión de células prostáticas PC3. Esto destaca 

a la resistina como una adipocina importante en la progresión tumoral y en la 

metástasis del cáncer prostático. 
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Xll. Resumen gráfico 
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XIIl. Conclusiones 
 
 
 

• Se determinó que Resistina presenta un incremento en la actividad de la 

cinasa FAK (p-FAK-Tyr397), concomitantemente del aumento en la 

migración de células PC3. 

• Resistina modula la secreción de las metaloproteinasas -2 y -9, las cuales 

están involucradas en el proceso de la invasión celular. 

• El estímulo de Resistina incrementa el tamaño de esferoides conformado por 

células prostáticas cancerígenas. 

• Células PC3 estimuladas con Resistina generan un aumento de la MMP -9 

presente en VEs. 

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

resistina, incrementan la agresividad celular mediante el proceso de invasión. 
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