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Resumen 
 
Los flavonoides son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en 
plantas y representan una fuente importante para la búsqueda de nuevos 
compuestos con potencial terapéutico. Tillandsia usneoides es una planta 
utilizada tradicionalmente en infusiones por sus propiedades diuréticas y 
cicatrizantes. Recientemente, se identificó un flavonoide denominado Flav1 con 
actividad hipoglucemiante en modelos murinos. Sin embargo, el mecanismo 
molecular mediante el cual ejerce este efecto aún no ha sido esclarecido. Por 
ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de Flav1 para modular 
la actividad de la proteína Akt2 dentro de la vía de señalización PI3K/Akt, así 
como determinar su efecto sobre la translocación de GLUT4 hacia la membrana 
plasmática en mioblastos. Para ello, se evaluó el efecto de diferentes 
concentraciones de Flav1 sobre la viabilidad celular mediante el ensayo de 
resazurina. Posteriormente, se analizó la activación de Akt2 mediante Western 
blot bajo diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento con Flav1. 
Además, mediante ensayos de inmunofluorescencia se determinó la capacidad 
del flavonoide para inducir la translocación de GLUT4 hacia la membrana celular 
en células musculares. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de 
una vía seguido de una prueba post hoc de Tukey. Flav1 mostró efectos 
citotóxicos a concentraciones superiores a 50 μM. En las condiciones 
experimentales evaluadas, Flav1 no modificó significativamente la activación de 
Akt2; sin embargo, favoreció la translocación de GLUT4 hacia la membrana 
celular, observándose el mayor efecto a concentraciones de 1 y 10 μM. En 
conclusión, Flav1 es capaz de promover la translocación de GLUT4 hacia la 
membrana plasmática en mioblastos sin inducir la activación de Akt2, sugiriendo 
la participación de mecanismos alternativos dentro de la regulación del 
transporte de glucosa. Estos resultados permiten proponer a Flav1 como un 
compuesto de interés para continuar explorando nuevas dianas moleculares 
relacionadas con la señalización metabólica asociada a la diabetes. 
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Resume 
 
Flavonoids are secondary metabolites widely distributed in plants and represent 
an important source for the discovery of new compounds with therapeutic 
potential. Tillandsia usneoides is a plant traditionally used in infusions due to its 
diuretic and wound-healing properties. Recently, a flavonoid named Flav1 was 
identified and reported to exhibit hypoglycemic activity in murine models; 
however, the molecular mechanism underlying this effect remains unclear. 
Therefore, the aim of this study was to evaluate the ability of Flav1 to modulate 
Akt2 protein activity within the PI3K/Akt signaling pathway, as well as to 
determine its effect on GLUT4 translocation to the plasma membrane in 
myoblasts. To achieve this, the effect of different Flav1 concentrations on cell 
viability was evaluated using the resazurin assay. Subsequently, Akt2 activation 
was analyzed by Western blot under different Flav1 concentrations and treatment 
times. Additionally, immunofluorescence assays were performed to determine 
the ability of this flavonoid to induce GLUT4 translocation to the cell membrane 
in muscle cells. Data were statistically analyzed using one-way ANOVA followed 
by Tukey’s post hoc test. Flav1 exhibited cytotoxic effects at concentrations 
above 50 μM. Under the experimental conditions evaluated, Flav1 did not 
significantly modify Akt2 activation; however, it promoted GLUT4 translocation to 
the cell membrane, with the highest effect observed at concentrations of 1 and 
10 μM. In conclusion, Flav1 is capable of promoting GLUT4 translocation to the 
plasma membrane in myoblasts without inducing Akt2 activation, suggesting the 
involvement of alternative mechanisms in glucose transport regulation. These 
results support Flav1 as a compound of interest for further investigation of 
molecular targets associated with metabolic signaling related to diabetes.  
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1. Introducción 

1.1 Diabetes Mellitus 

La Diabetes Mellitus (DM) es definida como una enfermedad crónica 

caracterizada por una hiperglucemia crónica producida ya sea por falta de 

producción de insulina por el páncreas o por la resistencia a la insulina por parte 

de los tejidos insulino-sensibles. Ahora bien, esta enfermedad puede estar 

clasificada principalmente en: i) diabetes tipo 1 (DT1), caracterizada por una 

deficiente producción de insulina; ii) diabetes tipo 2 (DT2), caracterizada por la 

resistencia a la insulina causada por un alto consumo de carbohidratos; y iii) 

diabetes gestacional, la cual ocurre durante el embarazo y produce niveles de 

glucosa en sangre mayores al promedio, pero sin considerarse DT2 

(Organización Mundial de la Salud, 2024). 

 

Ahora bien, la DM es una enfermedad metabólica que afecta al 10% de la 

población mexicana y fue la segunda causa de muerte en el país en el 2023 

(INEGI, 2024). Esto indica que aún no se ha logrado un tratamiento 

farmacológico completamente efectivo para su control. Las alteraciones 

metabólicas causadas por la diabetes influyen en dos vías de señalización 

principales: la vía de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt) y la vía de las cinasas 

activadas por mitógeno/Ras (MAPK/Ras). Estas afectaciones provocan un 

desequilibrio en el metabolismo de carbohidratos y lípidos, ya que estas vías 

están relacionadas con la expresión génica, los efectos mitogénicos y las 

acciones metabólicas asociadas a la insulina (García-Torres et al., 2020).  
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1.2 Mecanismo molecular de la regulación de la insulina y aprovechamiento 

de la glucosa extracelular 

La insulina es una hormona de origen peptídico producida en las células beta-

pancreáticas que tiene como función la modulación de los niveles de glucosa en 

sangre, manteniéndolos en un rango fisiológico de 80-100 mg/dL. Asimismo, esta 

hormona es la encargada de modular el metabolismo de proteínas, lípidos, 

además de carbohidratos; por lo que para realizar su acción es necesario que 

regule una cascada de señalización (Olivares y Arellano, 2008). 

 

Una vez que la insulina llega a su receptor, desencadena dos vías de 

señalización. La primera es la vía de las cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) (Figura 1.a) que se encarga de regular la transcripción de genes; 

mientras que, la segunda es la vía de la PI3K/Akt, que se encarga de modular 

procesos metabólicos como la adipogénesis, la síntesis de proteínas y de 

glucógeno; así como procesos de supervivencia celular y apoptosis debido a la 

proteína Akt (Figura 1.b). 

 

Figura 1. Vía general de señalización de la insulina (Tomado y modificado de 

Olivares y Arellano 2008). 
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La proteína cinasa B, o Akt, tiene una gran importancia fisiológica, ya que 

participa en la vía de la sensibilidad a la insulina y en la traslocación de GLUT 4 

a través de la señalización de la insulina por la vía PI3K/Akt. Esta proteína puede 

encontrarse en dos isoformas: la activa (fosforilada) y la inactiva (no fosforilada) 

(Figura 2). La forma activa de la proteína tiene dos sitios de fosforilación en los 

dominios Thr-308 y Ser-473 (Olivares y Arellano, 2008). Además, presenta un 

sitio de unión primario en los aminoácidos Ala 232 y Glu 236, y un sitio de unión 

secundario en Phe 294 y Glu 200 (Dirk et al., 2008). En cambio, la forma inactiva 

de esta proteína no presenta las fosforilaciones previamente mencionadas, lo 

que dificulta que los aminoácidos del sitio de unión interactúen con otras 

moléculas. 

 

 

 

Figura 2. Estructura 3D de la proteína Akt visualizado en PyMOL. a) Estructura 

cristalográfica ID PDB 3D0E de Akt fosforilada. b) Estructura critalográfica ID 

PDB 1GZO de Akt no fosforilada (Dirk et al., 2008;  Yang et al., 2002; Schrodinger 

et al., 2015). 
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Asimismo, la proteína Akt2 presenta 3 dominios: el dominio PH, que es el que 

puede interaccionar con la membrana celular; el dominio cinasa, para ejercer su 

función; y el dominio hidrofóbico que funge como regulador, dado a que en este 

sitio se encuentra la Serina 473 que es crucial para la activación de esta proteína 

(Figura 3) (Pérez-Tenorio., et al, 2014) 

 

Figura 3. Representación gráfica de los dominios de la proteína Akt2. Tomado 

y modificado de Pérez-Tenorio et al., (2014). 

 

La participación de la proteína Akt2 en la vía PI3K/Akt se muestra en la Figura 4. 

Cuando la insulina se une a su receptor de membrana, se desencadena una 

cascada de señalización que eventualmente activa a Akt2. Una vez activada, 

Akt2 actúa sobre la proteína AS160, inhibiendo a rab-GTP, lo que permite la 

traslocación de GLUT4 a la membrana celular (Arellano y Olivares, 2008). 
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Figura 4. Regulación del transporte de glucosa por insulina (Carrasco y 

colaboradores, 2024). 

 

Es importante mencionar que la traslocación de GLUT4 puede ocurrir a través 

del complejo APS/CAP/Cbl y las proteínas PKC- λ/ζ; sin embargo, se ha 

reportado que ratones con deficiencia de Akt2 desarrollan hiperglucemia crónica 

(Garofalo et al., 2003). 

 

2. Antecedentes 

Los flavonoides, una subfamilia de polifenoles naturales derivados de 

metabolitos secundarios de plantas, han captado gran interés científico en los 

últimos años debido a sus múltiples propiedades farmacológicas 

(Hajiaghaalipour at al., 2015; López, 2002). Estas características únicas les 

confieren un gran potencial terapéutico, particularmente para la DT2, ya que 

poseen efectos antioxidantes, antimutagénicos y capacidad para inhibir ciertas 

actividades enzimáticas. En fitoterapia, se emplean principalmente como 
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antiinflamatorios y diuréticos (López, 2002); sin embargo, estudios recientes 

como el de Tong y colaboradores (2018) han demostrado que mejoran la 

sensibilidad a la insulina, especialmente en presencia de teoflavonas y en 

contextos de desórdenes metabólicos como la diabetes en células hepáticas. Por 

lo que estas propiedades abren la posibilidad de desarrollar alternativas a las 

terapias convencionales, que frecuentemente provocan daño renal y hepático. 

 

Un ejemplo del uso de flavonoides como tratamiento alternativo para la DM es el 

reportado por Miranda-Núñez (2021). El 5, 7, 4'-trihidroxi-3, 6, 3, 5'-

tetrametoxiflavona (Flav1) fue identificado y extraído de la planta Tillandsia 

usneoides. Este flavonoide demostró un efecto hipoglucemiante en células 

musculares al aumentar la traslocación de GLUT4 a la membrana celular, 

facilitando así la entrada de glucosa a la célula. A continuación, se muestra la 

estructura del Flav1 (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Estructura química del Flav1 reportada por Miranda-Núñez (2021). 
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3. Justificación 

La diabetes es una de las enfermedades más prevalentes en México y América, 

donde, a pesar de existir tratamientos farmacológicos, ninguno logra controlarla 

por completo o presenta efectos adversos. Por ello, surge la necesidad de 

explorar alternativas terapéuticas, como los compuestos derivados de plantas 

medicinales. Bajo esta necesidad, y dado a que previamente ya se ha estudiado 

Flav1 proveniente de T. usneoides, la cual ha demostrado influir en vías de 

señalización relacionadas con la mejora de la glucemia y la sensibilidad a la 

insulina; es importante profundizar sobre el mecanismo de acción de este 

compuesto en alguna biomolécula clave como pudiera ser la proteína Akt2, que 

es una proteína importante en la vía de señalización de la insulina. 

 

Por lo tanto, este estudio no solo valida el potencial terapéutico del Flav1, sino 

que también sienta las bases para futuras investigaciones experimentales, 

orientadas a proponerlo como un tratamiento complementario para la diabetes, 

aprovechando sus grupos hidroxilo críticos para su actividad biológica. 

 

4. Pregunta de investigación 

¿El Flav1 es capaz de traslocar GLUT4 en células C2C12 por medio de la 

regulación de Akt2? 
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5. Hipótesis 

El Flav1 estimula la vía PI3K/Akt al unirse a la proteína Akt2, lo que favorece su 

fosforilación y produce una mayor traslocación de GLUT4 a la membrana celular 

en miocitos. 
 

6. Objetivo general 

Evaluar la capacidad del Flav1 para modular la actividad de la proteína Akt2 en 

la vía de señalización PI3K/Akt, y determinar su efecto en la traslocación de 

GLUT4 a la membrana celular de miocitos. 

7. Objetivos específicos 

● Modelar in silico la interacción entre el Flav1 y Akt2 para entender el 

posible mecanismo de acción del Flav1 como molécula 

antihiperglucemiante. 

● Evaluar en curvas graduales la capacidad de Flav1 para activar Akt2 en 

miocitos. 

● Evaluar la acción de Flav1 sobre la fosforilación de Akt2 y la traslocación 

de GLUT4 en miocitos. 

 

8. Metodología 

8.1. Estudios in sillico 

8.1.1. Preparación de estructuras 
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Las estructuras iniciales fueron elegidas a partir de la base de datos Protein Data 

Bank (https://www.rcsb.org/), sin embargo, se realizaron modelos de proteínas 

dado a lo mencionado a continuación. 

8.1.1.1. Proteína Cinasa B (Akt2) 

La proteína Akt2, al encontrarse de forma fosforilada y no fosforilada, se tomaron 

las estructuras del Protein Data Bank ID: 3D0E (Homo sapiens) (Dirk et al., 2008) 

y 1GZO (Homo sapiens) (Yang et al., 2002) respectivamente. Sin embargo, la 

estructura 3D0E se encontró incompleta ya que no contaba con los residuos de 

aminoácidos T308 y S473; aminoácidos que se encuentran fosforilados en esta 

estructura, por lo que se realizó un modelado por homología en UCSF Chimera 

1.17 alpha con la herramienta Model/Refine molecular (Pettersen et al., 2004), 

agregando además las fosforilaciones correspondientes en los aminoácidos Thr 

308 y Ser 473. 

 

Una vez obtenidas las estructuras base, se les realizó dinámica molecular para 

la realización posterior del acoplamiento molecular. Cabe mencionar que se 

utilizó el ligando del cristal G93 de la estructura 3D0E para realizar un control en 

el acoplamiento molecular sobre el sitio catalítico de la proteína 

 

8.1.1.2. Proteína AS160 TBCD4 

Para la proteína AS160, también conocida como TBCD4, se utilizó la estructura 

cristalográfica PDB 3QYB (Homo sapiens) (Park et al., 2011). Esta estructura 

corresponde a solo una parte de la proteína completa (Figura 6) comparado con 

la secuencia de la proteína completa obtenida del National Center for 

https://www.rcsb.org/
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Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), la cual 

corresponde al dominio RabGAP-TBC (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Alineamiento de secuencias FASTA de la estructura ID PDB 3QYB y 

la proteína completa por Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). 

 

Tomando en cuenta la sección de la proteína a trabajar, la estructura ID PDB 

3QYB estructura fue minimizada in situ con 100 pasos de steepest descent 

utilizando el software CHARMM 42b2 (Jo et al., 2008) (https://www.charmm-

gui.org/) 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo
https://www.charmm-gui.org/
https://www.charmm-gui.org/
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8.1.1.3. Flav1 

A partir de la estructura química reportada del compuesto (Flav1) por Miranda-

Núñez (2021), se realizó la construcción del ligando Flav1 por medio del 

programa Gaussian (Frisch et al., 2016) y posteriormente se minimizó en el 

programa Avogadro (Hanwell et al., 2012). 

 

8.1.2. Dinámica molecular 

La dinámica molecular se realizó en GROMACS (Berendsen et al., 1995) por 

triplicado a 100 nanosegundos, donde se obtuvieron las poses más 

representativas por la metodología de clustering reportada por Millan-Pacheco y 

colaboradores (2025). A partir de esto se obtuvieron tres modelos de la proteína 

Akt2 para cada isoforma. 

 

8.1.3. Acoplamiento molecular 

El acoplamiento molecular para la proteína Akt2 fue realizado en Vina, Autodock 

y Vinardo para los sistemas Akt2 fosforilada / G93, Akt2 fosforilada / Flav1, Akt2 

no fosforilada / G93, y Akt2 no fosforilada / Flav1; obteniendo más de 1000 

complejos por estudios de clustering. Inicialmente, los complejos fueron 

analizados tomando como criterio aquellos encontrados en el sitio de unión 

reportado por (3D0E). Posteriormente, bajo esta metodología se realizó un 

acoplamiento molecular ciego y se evaluaron los complejos donde el Flav1 se 

encontró dentro de la parte hidrofóbica de la proteína. 
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Los estudios de acoplamiento molecular para el sistema AS160 / Flav1 fue 

realizado por medio del programa UCSF Chimera 1.17 (Pettersen, 2004) 

acoplado a AutodockVina (Ref), obteniendo más de 100 complejos, donde se 

analizaron aquellos donde el Flav1 interactuó con aminoácidos aromáticos 

(triptofano (W) y fenilalanina (F)). 

 

Para este análisis, se obtuvieron los mapas de interacción para determinar 

posibles enlaces de hidrógeno en la interacción del Flav1 con la proteína por 

medio del programa LigPlot+ y PyMOL (Wallace et al., 1995, Schrodinger et al., 

2015). 

 

8.1.4. Preparación de estructuras para los cálculos de energía libre de 

unión (ΔGu) 

Los complejos elegidos se procesaron por el servidor PDB2PQR para convertir 

los archivos de extensión .pdb a archivos con extensión .pqr. Esto para asignar 

cargas y radios de los átomos y con ello llevar a cabo los cálculos del ΔGu.  

 

8.1.5. Cálculos de ΔGu 

Los valores de ΔGu para los complejos obtenidos del acoplamiento molecular de 

los sistemas Akt2 fosforilada / G93, Akt2 fosforilada / Flav1, Akt2 no fosforilada / 

G93, Akt2 no fosforilada / Flav1, y AS160 / Flav1 fueron calculados a partir de la 

metodología descrita por Baker (2001); en la cual se consideran los 

componentes no electrostáticos y electrostáticos que están dados por las 

siguientes ecuaciones: 
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𝛥𝐺! 	= 	𝛥𝐺"#"$ 	+ 	𝛥𝐺%&	"#"$           Ecuación.1 

 

y a su vez el 𝛥𝐺"#"$: 

 

𝛥𝐺"#"$ 	= 	𝛥𝐺$&(# 	+ 	𝛥𝐺)&#*           Ecuación. 2 

 

Para esta ecuación, el ΔGu se encuentra en función de la energía no 

electrostática (ΔGno elec), y la energía electrostática (ΔGelec). Por lo tanto, se 

pueden ver como una sola ecuación: 

 

𝛥𝐺! 	= 	𝛥𝐺$&(# 	+ 	𝛥𝐺)&#* 	+ 	𝛥𝐺%&	"#"$     Ecuación. 3  

 

Cabe mencionar que, para determinar la contribución electrostática de la 

ecuación, se utilizó el programa Adaptative Poisson-Boltzmann Solver (APBS) 

(Baker et al., 2001), puesto que este resuelve la ecuación de Poisson-Boltzmann, 

obteniendo así los componentes coulómbicos (ΔGcoul) y de solvatación (ΔGsolv) 

de la ecuación del ΔGu. 

 

Por su parte, la contribución no electrostática, ΔGno elec, fue determinada 

mediante la ecuación: 

 

𝛥𝐺%&	"#"$	 = 	𝛾	(	𝛥𝐴𝑆𝐴$&+,#"-& 	− 	𝛥𝐴𝑆𝐴,.&/"í%1 	− 𝛥𝐴𝑆𝐴#231%4&	)    Ecuación. 4  
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La ecuación utiliza el Área Accesible al Solvente (ASA), que cuantifica la energía 

necesaria para eliminar el agua del medio; para modelar la formación del 

complejo proteína/ligando. De igual manera, también incluye la tensión 

superficial del agua (γ = 0.021 kJ mol⁻¹Å⁻²) como parámetro (Friedman y Honing, 

1995). Esta parte de la ecuación se resolvió con el programa Visual Molecular 

Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) tanto de los complejos obtenidos a 

partir del acoplamiento molecular como la forma libre de las moléculas; esto con 

el fin de calcularla energía libre de unión con la Ecuación 1. 

8.2. Estudios fitoquímicos 

Para la obtención del Flav1, se realizaron dos maceraciones de 24 horas en 

hexano, concentrando el extracto hexánico en cada maceración. Posteriormente 

se realizaron dos maceraciones de 24 horas en acetona, concentrando el 

extracto cada vez. 

 

Una vez obtenidos los extractos, se realizó una cromatografía en capa fina en 

fase normal con fase móvil diclorometano CH2Cl2 (95%) / metanol CH3OH (5%), 

así como revelador para flavonoides para identificar la presencia de Flav1 en los 

extractos realizados. 

 

Posteriormente se realizó una cromatografía en columna de sílice fase normal 

(tamaño de partícula 0.063-0.200 mm; Merck, EUA) para purificar el Flav1 de los 

demás componentes del extracto. Esta cromatografía se fraccionó el extracto de 

acetona en fracciones de diclorometano CH2Cl2, acetona C3H6O, y metanol 

CH3OH. Asimismo, se realizaron cromatografías en capa fina en fase reversa 
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acetonitrilo CH3CN (70%) / agua H2O (30%), además de revelador para 

flavonoides para localizar las fracciones en las que se encontró el Flav1. 

8.3. Estudios in vitro 

Se cultivaron miocitos de la línea celular C2C12 en Medio Eagle Modificado de 

Dulbecco (DMEM) (GIBCO, EUA) suplementado con 10% de SFB (B-Bio, 

México) a una temperatura de 37C con 95% de humedad y 5% de CO2. 

 

8.3.1 Pruebas de funcionalidad celular por ensayo de resazurina 

Las células fueron cultivadas en una placa de 96 pozos (SPL) hasta llegar a una 

confluencia del 80%. Posteriormente se aplicaron tratamientos a 24 horas de 

Flav1 en diferentes concentraciones (1, 10, 50, 100, 500, y 1000 µM) y Mix (1, 

10, 50, 100, 500, y 1000 µg/mL). Pasadas las 24 horas se retiró el tratamiento y 

se agregó una solución de 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-óxido (resazurina) 

(GOLDBIO, EUA) 0.015 g/mL para después incubar 4 horas. Posterior a esto, se 

leyó la microplaca a 570nm y 600nm en un Espectrofotómetro para Microplacas 

UV-Visible EPOCH (BioTek, EUA). 

 

8.3.2 Estudios de Western Blot 

A las células C2C12 cultivadas se les extrajo proteína posterior a tratamientos 

de Flav1 a diferentes tiempos y concentraciones (15 minutos: Flav1 a 0.1, 1, 10 

µM, Mix a0.1, 1, 10 µg/mL; 30 minutos: Flav1 a 0.1, 1, 10 µM, Mix a 0.1, 1, 10 

µg/mL, 60 minutos: Flav a 1µM y Mix a 1 µg/mL, 120 minutos:  Flav a 1µM y Mix 

a 1 µg/mL). Asimismo, se realizó una curva con insulina de Flav1 a diferentes 

concentraciones (1, 3, 5, 10 µM). 
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Posteriormente, con la proteína obtenida se realizó una electroforesis en un gel 

de acrilamida (BIO-RAD, EUA) al 10% con una cantidad de 9 muestras por gel, 

dejándolo correr 15 minutos a 90V y 50 minutos a 120V. 

 

Posteriormente, se realizó una transferencia semi húmeda del gel de acrilamida 

a una membrana de PVDF poro 0.2 µm  (Inmobilon-PSQ Transfer Membrane, 

EUA) en un Trans-Blot Turbo Transfer System (BIO-RAD, EUA). 

 

Transferida la proteína, se evaluó la presencia de Akt fosforilada (Ser-473) (Cell 

Signalling, EUA), Akt total (Cell Signalling, EUA), y ꞵ-actina (Santa Cruz, EUA).  

 

Incubadas las membranas en anticuerpo primario, se utilizó anticuerpo 

secundario Anti-ratón (Jackson ImmunoResearch, EUA) y anti-conejo (Jackson 

ImmunoResearch, EUA) de acuerdo con cada anticuerpo. 

 

8.3.3 Estudios de Inmunofluorescencia 

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos hasta una confluencia del 

70%, a las cuales se expusieron a tratamientos de 30 minutos de Flav1 (0.1, 1, 

10 µM) y Mix (0.1, 1, 10 µg/mL). Posteriormente se fijaron con paraformaldehído 

al 4% por 15 minutos. Después, estas se lavaron con una solución de DPBS 

(GIBCO, EUA) con 0.01% de tween (PBS-T) y 2mM de glicina (BIO-RAD, EUA) 

y se bloquearon por 30 minutos con una solución de PBS-T + BSA 3% (Biowest, 

Francia) 
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Las células se dejaron incubando en anticuerpo primario para GLUT4 (Sigma, 

EUA) dejándolo incubar por 12 horas a 4°C. Posteriormente se retiró el 

anticuerpo para agregar el anticuerpo secundario (Santa Cruz, EUA) 

 

Por último, se tiñeron los núcleos celulares con 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

dicloro (DAPI) (Invitrogen, EUA) y se observó al microscopio confocal modelo 

LSM 780 NLO (Zeiss, Alemania). 

 

9. Análisis estadístico 

Los datos recopilados fueron analizados por una prueba estadística de análisis 

de varianza (ANOVA) de una vía y una prueba post hoc de Tukey con una p < 

0.05 por el programa NCSS (2023). 

 

10. Resultados 

10.1. Estudios in sillico  

10.1.1. Proteína cinasa B / Akt2 

A partir de la dinámica molecular, se obtuvieron las siguientes estructuras de 

Akt2 fosforilada (Figura 7.a, 7.b, 7.c) y Akt2 no fosforilada (Figura 7.d, 7.e, 7.f); 

las cuales corresponden a una estructura por dinámica de cada proteína. 
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Figura 7. Estructuras obtenidas de dinámica molecular de Akt2 fosforilada (a, 

b, c) y no fosforilada (d, e, f) visualizados en PyMOL (Schrodinger et al., 2015). 

La interacción entre el Flav1 y la proteína fue estudiada y con ello se propusieron 

dos escenarios: en el primer caso se llevó a cabo el acoplamiento molecular del 

Flav1 en el sitio reportado en el cristal ID PDB 3D0E (Dirk et al., 2008); del cual 

se obtuvieron más de 1000 confórmeros. Posteriormente se eligieron los 

complejos más favorables y se realizaron cálculos de energía de unión (ΔGu), 

donde se obtuvieron ΔGu positivos como se muestra en la siguiente tabla. 

Tabla 1. Cálculos de energía de unión (Δ𝐺() del sistema Akt2 no fosforilada, 

Akt2 fosforilada / G93, Flav1 en el sitio catalítico. 

Complejos Δ𝐺)&#* 

(kJ/mol) 

Δ𝐺$&(#(kJ/

mol) 

Δ𝐺%&	"#"$ 

(kJ/mol) 

Δ𝐺( ∗ 

(kJ/mol) 

Akt2 no fosforilada / G93 110 215 -17 308 
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Akt2 no fosforilada / G93 53 103 -28 128 

Akt2 no fosforilada / G93 122 242 -39 325 

Akt2 no fosforilada / Flav1 53 48 -15 87 

Akt2 no fosforilada / Flav1 72 42 -16 98 

Akt2 no fosforilada / Flav1 44 56 -26 74 

Akt2 fosforilada / G93 9 190 -16 270 

Akt2 fosforilada / G93 124 190 -38 276 

Akt2 fosforilada / G93 112 194 -36 271 

Akt2 fosforilada / Flav1 69 44 -14 99 

Akt2 fosforilada / Flav1 106 41 -36 112 

Akt2 fosforilada / Flav1 76 32 -32 76 

*Δ𝐺( = Δ𝐺)&#* + Δ𝐺$&(# + Δ𝐺%&	"#"$ 

A partir de los valores del ΔGu, se realizaron los mapas de interacción de los 

complejos con menor valor de ΔGu, los cuales demostraron tener interacción con 

al menos un aminoácido del sitio de unión reportado por Dirk y colaboradores 

(2008) (Ala 232, Glu 236, Phe 294, y Glu 200) (Figura 8). 
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Figura 8. Complejo Akt2 fosforilada / Flav1. A) Mapa de interacción 2D obtenido 

por el programa LigPlot. B) Mapa de interacción 3D obtenido por el programa 

PyMOL (Wallace A C et al., 1995; Schrodinger et al., 2015). 

Para el caso del sistema Akt2 fosforilada / Flav1, la interacción se estableció 

principalmente en el residuo del ácido glutámico 236 (Glu236) en la región del 

carboxilo con un grupo OH del flavonoide, lo que facilita la interacción por medio 

de un puente de hidrógeno. Y esto aunado a lo obtenido en el ΔGu, esta 

interacción no sería espontánea. Por su parte, la interacción entre el Flav1 y la 

proteína no fosforilada de Akt2 también tuvo interacción con un aminoácido del 

sitio de unión, como se puede observar en la siguiente figura. 
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Figura 9. Complejo Akt2 no fosforilada / Flav1. A) Mapa de interacción 2D 

obtenido por el programa LigPlot. B) Mapa de interacción 3D obtenido por el 

programa PyMOL (Wallace A C et al., 1995; Schrodinger et al., 2015). 

Para este caso, el ΔGu de igual forma fue positivo, sin embargo, en esta forma 

inactiva de la proteína, el ΔGu es menos positivo, lo cual indica que a pesar de 

no ser espontánea la interacción, es más favorable la interacción que con la 

forma activa de Akt2. Cabe resaltar, que los grupos hidroxilo del Flav1 son 

esenciales para poder interactuar con la proteína en ambas isoformas de esta. 

Para el segundo escenario, se realizó un acoplamiento molecular ciego para 

analizar las posibilidades que tendría el Flav1 de interaccionar con la parte 

hidrofóbica de la proteína, puesto que de acuerdo con el coeficiente de partición 

(LOGP) de la flavona trabajada tiende a ser más hidrofóbico. De este escenario 

se obtuvieron 2700 poses, siendo un total de 123 poses las que estuvieron en el 

sitio hidrofóbico y; lo que representa un porcentaje de 4.5% (Figura 10). 
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Figura 10. Representación de los acoplamientos moleculares libres realizados 

en las estructuras de Akt2 no fosforilada. a) Estructura A. b) Estructura B. c) 

Estructura C. 

 

De igual forma, se realizaron los cálculos de energía de unión para los 

confórmeros encontrados en el sitio hidrofóbico de la proteína (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Cálculos de energía de unión (Δ𝐺() del sistema Akt2 no fosforilada / 

Flav1 en el sitio hidrofóbico. 

Complejos Akt2 no 

fosforilada / Flav1 

Δ𝐺)&#* 

(kJ/mol) 

Δ𝐺$&(#(kJ/

mol) 

Δ𝐺%&	"#"$ 

(kJ/mol) 

Δ𝐺( 

(kJ/mol) 

Complejo 2_5 37 3 -13 27 

Complejo 2_8 37 4 -13 28 

Complejo 4_8 36 6 -14 28 
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Complejo 4_9 40 14 -13 42 

Complejo 5_7 35 9 -13 30 

*Δ𝐺( = Δ𝐺)&#* + Δ𝐺$&(# + Δ𝐺%&	"#"$ 

 

A partir de los datos obtenidos del Δ𝐺(, se realizó el mapa de interacción de uno 

de los complejos más favorables (Figura 11). 

 

Figura 11. Complejo 2_8 Akt2 no fosforilada / Flav1 en el sitio hidrofóbico de la 

proteína. A) Mapa de interacción 2D obtenido por el programa LigPlot. B) Mapa 

de interacción 3D obtenido por el programa PyMOL (Wallace A C et al., 1995; 

Schrodinger et al., 2015). 

Este mapa de interacción muestra que a pesar de formar puentes de hidrógeno 

con grupos hidroxilo de la proteína, siendo uno de estos con la Ser 474, que es 

importante para la fosforilación de la proteína, esta unión será de manera 

repulsiva de acuerdo a lo mostrado en el Δ𝐺( de la tabla 2. 
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10.1.2. Proteína AS160 

 

Por otra parte, se realizó el acoplamiento molecular de la proteína A160 TBDC4 

con el Flav1 obteniendo más de 100 confórmeros, de los cuales, se eligieron 

aquellos que formaban el mayor número de enlaces de hidrógeno para realizar 

los cálculos de energía de unión como se muestra en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Cálculos de energía de unión (Δ𝐺() del sistema AS160 TBCD4 / Flav1 

en el sitio RabGAP-TBC. 

Complejos S160 TBCD4 / 

Flav1 

Δ𝐺)&#* 

(kJ/mol) 

Δ𝐺$&(#(kJ/

mol) 

Δ𝐺%&	"#"$ 

(kJ/mol) 

Δ𝐺( 

(kJ/mol) 

Complejo 4 45 20 -13 52 

Complejo 7 31 -8 -12 11 

Complejo 12 26 -37 -14 -24 

Complejo 14 27 -14 -13 1 

Complejo 18 30 -29 -14 -13 

*Δ𝐺( = Δ𝐺)&#* + Δ𝐺$&(# + Δ𝐺%&	"#"$ 

A partir de los datos obtenidos del Δ𝐺(, se realizó el mapa de interacción de los 

dos complejos más favorables (Figura X). 
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Figura 12. Complejo AS160 / Flav1. a) Mapa de interacción 2D obtenido por el 

programa LigPlot del complejo 12. b) Mapa de interacción 3D obtenido por el 

programa PyMOL del complejo 12. c) Mapa de interacción 2D obtenido por el 

programa LigPlot del complejo 18. d) Mapa de interacción 3D obtenido por el 

programa PyMOL del complejo 18. (Wallace A C et al., 1995; Schrodinger et al., 

2015). 
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A partir de estos mapas de interacción, se observó que tiene mejor interacción 

Flav1 con AS160, puesto que forma cinco enlaces de hidrógeno. Asimismo, esta 

interacción está dada por los grupos hidroxilo de los aminoácidos de la proteína; 

por lo que se relaciona al Δ𝐺( de estos complejos, el cual fue negativo y está 

regido por las interacciones electrostáticas de la molécula. 

 

10.2. Análisis fitoquímico 

A partir de las maceraciones de T. usneoides se obtuvieron las cromatografías 

en capa fina de la Figura 3, donde se observa que en las maceraciones con 

hexano (Figura 13.A) no hubo presencia de flavonoides. Mientras que, en la 

primera maceración con acetona, como se muestra en la Figura 13.B, se observa 

presencia de flavonoides. Esto se correlaciona con que los flavonoides son 

solubles en solventes polares, siendo la acetona más polar que el hexano, 

además que las maceraciones con hexano limpian las ceras que pudiera tener 

la planta (Ramírez, 2020). Por otra parte, al separar los componentes del extracto 

que contiene el Flav1 en la cromatografía en columna, este se observó que salió 

en mayor proporción en las fracciones de diclorometano (D3-D9) como se 

muestra en la Figura 13.C. 
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Figura 13. Cromatografía en capa fina placa reversa CH3CN (70%) / H2O (30%) 

con revelador de flavonoides de los extractos de hexano (a) y acetona (b), y 

fracciones de diclorometano (c). 

Sin embargo, se eligieron las fracciones D4, D6, y D7, a las cuales se les lavaron 

las clorofilas para su posterior análisis en HPLC (Figura 14), las cuales mostraron 

la presencia del Flav1 reportado por Miranda (2021). 

Figura 14. Cromatograma de análisis por HPLC de D4,6-7 con RT de 10.139, 

19.940, 23.658, 24.840, y 25.488 minutos detectados a λ=360. 

Por otro lado, de la realización de los lavados se obtuvo un extracto rico en Flav1, 

el cual fue analizado por HPLC para verificar la presencia de Flav1 (Figura 15). 
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Figura 15. Cromatograma de análisis por HPLC de D4-11 con RT de 10.139, 

19.940, 23.632, 24.805, y 25.484 minutos detectados a λ=360. 

El cromatograma muestra que a pesar de tener en más concentración otros 

compuestos, Flav1 se encuentra de manera mayoritaria. Por lo cual, esta técnica 

de extracción permitió reducir tiempo significativo para la obtención del Flav1, 

mostró la presencia en mínimas proporciones de otros componentes y una alta 

concentración de Flav1 (Tiempo 23.658 minutos); lo que corresponde a lo 

reportado por Miranda-Nuñez y colaboradores (2021). Dejando así una pureza 

del Flav1 en un ±95%, donde, además, se determinó un rendimiento de 0.128% 

a partir de 57.6 g de extracto seco, sin mencionar que se obtuvo una fracción 

rica en flavonoide. 

10.3. Estudios in vitro 

Por otra parte, una vez identificado el Flav1, los resultados de citotoxicidad en 

células C2C12 de este se muestran en la siguiente figura. 
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Figura 16. Representación gráfica de la funcionalidad en las células C2C12 con 

el tratamiento de Flav1 y Mix. Media± E.E.M. *Diferencia significativa respecto al 

grupo control p ≤ 0.05 (ANOVA de una vía y Tukey). 

Estos resultados muestran que el Flav1 empieza a reducir la viabilidad celular a 

partir de una concentración de 50 μM, por lo que en futuros experimentos para 

evaluar la acción del Flav1, se considerarán concentraciones de 1-10 μM. 
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Figura 17. Efecto de Flav1 y Mix sobre células C2C12 a diferentes minutos de 

tratamiento. a) Western Blot a 1 µM de Flav1 de tratamiento. b) Representación 

del promedio, error estándar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo 

testigo p≤ 0.05 (ANOVA y Tukey). c) Western Blot a 1 µg/mL de Mix de 

tratamiento. d) Representación del promedio, error estándar, y diferencia 

significativa (*) con respecto al grupo insulina p≤ 0.05 (ANOVA de una vía y 

Tukey). 

Estos resultados muestran que, a diferentes tiempos, al menos a la 

concentración mostrada en la figura anterior, el Flav1 y Mix no presentan alguna 

respuesta en Akt2 en células C2C12, por lo cual, se decidió evaluar a 
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concentraciones de 0.1 y 10 µM de Flav a 15 y 30 minutos; así como a 

concentraciones de 0.1 y 10 µg/mL de Mix (Figura 18 y 19). 

 

Figura 18. Efecto de Flav1 y Mix sobre células C2C12 a 15 minutos de 

tratamiento. a) Western Blot a 0.1 µM de Flav1 y 0.1 µg/mL de Mix. b) 

Representación del promedio, error estándar, y diferencia significativa (*) con 

respecto al grupo insulina p≤ 0.05 (ANOVA de una vía y Tukey) de las 

concentraciones 0.1 µM y 1 µg/mL de Flav1 y Mix respectivamente. c) Western 

Blot a 10 µM de Flav1 y 10 µg/mL de Mix. d) Representación del promedio, error 

estándar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo insulina p≤ 0.05 



32 
 

(ANOVA y Tukey) de las concentraciones 10 µM y 10 µg/mL de Flav1 y Mix 

respectivamente. 

Figura 19. Efecto de Flav1 y Mix sobre células C2C12 a 30 minutos de 

tratamiento con insulina. a) Western Blot a 0.1 µM de Flav1 y 0.1 µg/mL de Mix. 

b) Representación del promedio, error estándar, y diferencia significativa (*) con 

respecto al grupo insulina p≤ 0.05 (ANOVA de una vía y Tukey) de las 

concentraciones 0.1 µM y 1 µg/mL de Flav1 y Mix respectivamente. c) Western 

Blot a 10 µM de Flav1 y 10 µg/mL de Mix. d) Representación del promedio, error 

estándar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo insulina p≤ 0.05 

(ANOVA de una vía y Tukey) de las concentraciones 10 µM y 10 µg/mL de Flav1 

y Mix respectivamente. 
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Figura 20. Efecto de Flav1 y Mix sobre células C2C12 a 15 minutos de 

tratamiento con insulina. a) Western Blot de los tratamientos a diferentes 

concentraciones (1, 3, 5 y 10 µM) de Flav1 con insulina a tiempo de 15 minutos 

de tratamiento. a) Western Blot. b) Representación del promedio, error estándar, 

y diferencia significativa (*) con respecto al grupo insulina p≤ 0.05 (ANOVA de 

una vía y Tukey).  

Con base a los resultados obtenidos, se realizaron inmunofluorescencias para 

confirmar que Flav1 y Mix estén traslocando GLUT4 a pesar de no activar Akt2 

a concentraciones de Flav1 a 0.1, 1, y 10 μM; y 0.1, 1, y 10  μg/mL de Mix para 

verificar si aún existe la traslocación de GLUT4 (Figura 21). 
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Figura 21. Inmunofluorescencias en células C2C12 para evaluar la traslocación 

de GLUT4 con estímulo de Flav1 (a) y Mix (b), así como la representación del 

promedio, error estándar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo 
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testigo y ($) con respecto al grupo testigo y rosiglitazona p≤ 0.05 (ANOVA de una 

vía y Tukey). 

Las imágenes obtenidas por fluorescencia muestran que Flav1 tiene la 

capacidad de traslocar GLUT4 en tratamientos de 30 minutos a concentraciones 

de 1 y 10 µM para el caso de Flav1, y 0.1, 1 y 10 µg/mL para el caso de Mix.  Su 

nivel de traslocación fue comparado con los controles y se obtuvo que las 

mejores concentraciones para la traslocación del GLUT4 fue 1 µM en el caso del 

Flav1 y 1 µg/mL para el caso del Mix. Donde cabe resaltar que las demás 

concentraciones o exhibían una traslocación mayor al grupo testigo, pero sin 

llegar a traslocar al mismo nivel que el control de rosiglitazona. 

11. Discusión 

Ahora bien, en cuanto a la parte fitoquímica, la extracción aquí propuesta 

permitió reducir los tiempos de extracción en comparación con lo reportado por 

Miranda y colaboradores (2021), obteniendo una alta pureza del compuesto en 

menor tiempo. Asimismo, el perfil cromatográfico obtenido en este trabajo 

presentó correspondencia con los resultados previamente reportados en la 

literatura, lo que sugiere que la metodología empleada permitió la obtención del 

flavonoide de interés con características similares a las descritas previamente. 

Se ha reportado que diferentes flavonoides, como la antocianina, la tangeretina 

o el galato de epigalocatequina, pueden participar en la regulación del 

metabolismo de glucosa mediante la activación de vías de señalización como 

AMPK, promoviendo la fosforilación indirecta de AS160 y favoreciendo la 

translocación de GLUT4 hacia la membrana plasmática (Hajiaghaalipour et al., 
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2015). En este trabajo, la interacción predicha entre Flav1 y la proteína Akt2 no 

mostró características favorables, debido a que los resultados obtenidos 

mediante acoplamiento molecular indicaron una baja estabilidad del complejo 

proteína-ligando (Tabla 1 y 2). Estos resultados se correlacionan con los ensayos 

experimentales, donde Flav1 no promovió la activación de Akt (Figura 18, 19 y 

20), sugiriendo que la translocación de GLUT4 observada no estaría mediada 

directamente por la activación de esta cinasa. 

Sin embargo, aunque Akt2 representa uno de los principales mediadores de la 

señalización de insulina, la movilización de GLUT4 puede ser regulada mediante 

rutas alternas independientes de Akt. En este sentido, se ha descrito que la 

activación de AMPK y la regulación de proteínas asociadas al tráfico vesicular 

pueden favorecer la translocación de GLUT4 mediante mecanismos alternativos 

a la vía clásica PI3K/Akt (Kim et al., 2012). En concordancia con esto, Flav1 

mostró capacidad para inducir la translocación de GLUT4 (Figura 21), resultado 

que coincide con lo reportado previamente por Miranda y colaboradores (2021), 

indicando que el compuesto podría estar modulando algún punto alternativo 

dentro de la regulación del transporte de glucosa. 

Por otro lado, el acoplamiento molecular de Flav1 con la proteína AS160 

representa un análisis preliminar para la identificación de posibles blancos 

moleculares involucrados en este proceso. Los resultados obtenidos mostraron 

valores negativos de energía libre de unión (ΔGu) (Tabla 3), sugiriendo una 

interacción favorable entre el flavonoide y esta proteína. Asimismo, el análisis 

energético indicó que las interacciones electrostáticas podrían contribuir de 

manera importante a la estabilidad del complejo predicho. Estos resultados 
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permiten proponer a AS160 como un posible mediador de la respuesta inducida 

por Flav1; sin embargo, es necesario validar experimentalmente esta interacción 

mediante la evaluación de la fosforilación de AS160 y otros componentes 

relacionados con la vía de señalización de insulina. 

La posible participación de AS160 resulta relevante debido a que esta proteína 

funciona como un punto regulador del tráfico de vesículas GLUT4 mediante la 

modulación de proteínas Rab, por lo que su activación podría explicar la 

translocación de GLUT4 observada en ausencia de activación de Akt2. Esto 

coincide con reportes donde diversos flavonoides favorecen la fosforilación de 

AS160 y AMPK, contribuyendo al incremento del transporte de glucosa celular 

(Kim et al., 2012). En conjunto, estos resultados sugieren que Flav1 podría 

favorecer la captación de glucosa mediante mecanismos independientes de 

Akt2, posicionándolo como un compuesto de interés para continuar explorando 

nuevas dianas moleculares dentro de la señalización metabólica asociada a la 

diabetes. 

 

12. Conclusión 

Los resultados obtenidos sugieren que, aunque la translocación de GLUT4 no 

está siendo regulada directamente por Akt2 en respuesta al estímulo de Flav1, 

la interacción de esta flavona con la proteína AS160 ofrece un posible 

mecanismo alternativo de regulación. Esto indica que la vía de señalización 

involucrada en la translocación de GLUT4 podría estar siendo modulada a través 

de AS160, independientemente de la activación convencional de Akt2. 
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Estos hallazgos abren nuevas perspectivas para comprender los mecanismos 

moleculares que controlan la translocación de GLUT4, destacando el papel 

potencial de Flav1 en la regulación de la captación de glucosa. Futuras 

investigaciones deberán profundizar en los detalles de esta interacción, así como 

explorar otras posibles vías de señalización implicadas, lo que podría tener 

implicaciones relevantes en el tratamiento de enfermedades metabólicas como 

la diabetes. 

 

13. Perspectivas 

Por el número de grupos hidroxilo de Flav1, este podría estar regulando la 

translocación de GLUT4 por medio de cambios en el estrés oxidativo celular. 

Asimismo, podría estar desregulando el calcio. lo que podría activar vías 

auxiliares para poder traslocar GLUT4 de manera indirecta y no por la vía 

canónica de la vía de señalización de la insulina. 
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