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Resumen

Los flavonoides son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en
plantas y representan una fuente importante para la busqueda de nuevos
compuestos con potencial terapéutico. Tillandsia usneoides es una planta
utilizada tradicionalmente en infusiones por sus propiedades diuréticas y
cicatrizantes. Recientemente, se identificd un flavonoide denominado Flav1 con
actividad hipoglucemiante en modelos murinos. Sin embargo, el mecanismo
molecular mediante el cual ejerce este efecto aun no ha sido esclarecido. Por
ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de Flav1 para modular
la actividad de la proteina Akt2 dentro de la via de senalizacion PI3K/Akt, asi
como determinar su efecto sobre la translocacion de GLUT4 hacia la membrana
plasmatica en mioblastos. Para ello, se evaludé el efecto de diferentes
concentraciones de Flav1 sobre la viabilidad celular mediante el ensayo de
resazurina. Posteriormente, se analizé la activacion de Akt2 mediante Western
blot bajo diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento con Flav1.
Ademas, mediante ensayos de inmunofluorescencia se determiné la capacidad
del flavonoide para inducir la translocacion de GLUT4 hacia la membrana celular
en células musculares. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de
una via seguido de una prueba post hoc de Tukey. Flavl mostré efectos
citotéxicos a concentraciones superiores a 50 uM. En las condiciones
experimentales evaluadas, Flav1 no modificé significativamente la activacion de
Akt2; sin embargo, favorecio la translocacion de GLUT4 hacia la membrana
celular, observandose el mayor efecto a concentraciones de 1 y 10 uM. En
conclusion, Flav1 es capaz de promover la translocacion de GLUT4 hacia la
membrana plasmatica en mioblastos sin inducir la activacion de Akt2, sugiriendo
la participacion de mecanismos alternativos dentro de la regulacion del
transporte de glucosa. Estos resultados permiten proponer a Flavl como un
compuesto de interés para continuar explorando nuevas dianas moleculares
relacionadas con la sefializacion metabdlica asociada a la diabetes.



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. Flav1l exhibited cytotoxic effects at concentrations
above 50 pM. 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 uM. 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 Flavl as a compound of interest for further investigation of
molecular targets associated with metabolic signaling related to diabetes.
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1. Introduccion

1.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es definida como una enfermedad crénica
caracterizada por una hiperglucemia cronica producida ya sea por falta de
produccion de insulina por el pancreas 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 produccién de insulina; ii) diabetes tipo 2 (DT2), caracterizada por la
resistencia a la insulina causada por un alto consumo de carbohidratos; vy iii)
diabetes gestacional, la cual ocurre durante el embarazo y produce niveles de
glucosa en sangre mayores al promedio, pero sin considerarse DT2

(Organizacién Mundial de la Salud, 2024).

Ahora bien, la DM es una enfermedad metabdlica que afecta al 10% de la
poblacién mexicana y fue la segunda causa de muerte en el pais en el 2023
(INEGI, 2024). Esto indica que aun no se ha logrado un tratamiento
farmacolégico completamente efectivo para su control. Las alteraciones
metabdlicas causadas por la diabetes influyen en dos vias de sefalizacion
principales: la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt) y la via de las cinasas
activadas por mitégeno/Ras (MAPK/Ras). Estas afectaciones provocan un
desequilibrio en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, ya que estas vias
estan relacionadas con la expresion génica, los efectos mitogénicos y las

acciones metabolicas asociadas a la insulina (Garcia-Torres et al., 2020).



1.2 Mecanismo molecular de la regulacion de la insulina y aprovechamiento

de la glucosa extracelular

La insulina es una hormona de origen peptidico producida en las células beta-
pancreaticas que tiene como funcion la modulacion de los niveles de glucosa en
sangre, manteniéndolos en un rango fisioldgico de 80-100 mg/dL. Asimismo, esta
hormona es la encargada de modular el metabolismo de proteinas, lipidos,
ademas de carbohidratos; por lo que para realizar su accidon es necesario que

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

Una vez que la insulina llega a su receptor, desencadena dos vias de
sefalizacion. La primera es la via de las cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) (Figura 1.a) que se encarga de regular la transcripcion de genes;
mientras que, la segunda es la via de la PI3K/Akt, que se encarga de modular
procesos metabdlicos como la adipogénesis, la sintesis de proteinas y de
glucogeno; asi como procesos de supervivencia celular y apoptosis debido a la
proteina Akt (Figura 1.b).
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Figura 1. Via general de senalizacion de la insulina (Tomado y modificado de

Olivares y Arellano 2008).
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La proteina cinasa B, o Akt, tiene una gran importancia fisiolégica, ya que
participa en la via de la sensibilidad a la insulina y en la traslocacion de GLUT 4
a través de la senalizacion de la insulina por la via PI3K/Akt. Esta proteina puede
encontrarse en dos isoformas: la activa (fosforilada) y la inactiva (no fosforilada)
(Figura 2). La forma activa de la proteina tiene dos sitios de fosforilacion en los
dominios Thr-308 y Ser-473 (Olivares y Arellano, 2008). Ademas, presenta un
sitio de union primario en los aminoacidos Ala 232 y Glu 236, y un sitio de union
secundario en Phe 294 y Glu 200 (Dirk et al., 2008). En cambio, la forma inactiva
de esta proteina no presenta las fosforilaciones previamente mencionadas, lo
que dificulta que los aminoacidos del sitio de unidn interactuen con otras

moléculas.

Figura 2. Estructura 3D de la proteina Akt visualizado en PyMOL. a) Estructura
cristalografica ID PDB 3DOE de Akt fosforilada. b) Estructura critalografica ID
PDB 1GZO de Akt no fosforilada (Dirk et al., 2008; Yang et al., 2002; Schrodinger

et al., 2015).



Asimismo, la proteina Akt2 presenta 3 dominios: el dominio PH, que es el que
puede interaccionar con la membrana celular; el dominio cinasa, para ejercer su
funcién; y el dominio hidrofébico que funge como regulador, dado a que en este
sitio se encuentra la Serina 473 que es crucial para la activacién de esta proteina

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

Dominios de Akt / PKB

D

Regulador/
Hidrofobico)
408 480

Cinasa

Figura 3. Representacion grafica de los dominios de la proteina Akt2. Tomado

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

La participacion de la proteina Akt2 en la via PI3K/Akt se muestra en la Figura 4.
Cuando la insulina se une a su receptor de membrana, se desencadena una
cascada de sefalizaciéon que eventualmente activa a Akt2. Una vez activada,
Akt2 actua sobre la proteina AS160, inhibiendo a rab-GTP, lo que permite la

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

colaboradores, 2024).

Es importante mencionar que la traslocacién de GLUT4 puede ocurrir a través
del complejo APS/CAP/Cbl y las proteinas PKC- A, sin embargo, se ha
reportado que ratones con deficiencia de Akt2 desarrollan hiperglucemia crénica

(Garofalo et al., 2003).

2. Antecedentes

Los flavonoides, una subfamilia de polifenoles naturales derivados de
metabolitos secundarios de plantas, han captado gran interés cientifico en los
ultimos afios debido a sus multiples propiedades farmacoldgicas
(Hajiaghaalipour at al., 2015; Loépez, 2002). Estas caracteristicas unicas les
confieren un gran potencial terapéutico, particularmente para la DT2, ya que
poseen efectos antioxidantes, antimutagénicos y capacidad para inhibir ciertas

actividades enzimaticas. En fitoterapia, se emplean principalmente como



antiinflamatorios y diuréticos (Lopez, 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 desordenes metabadlicos como la diabetes en células hepaticas. Por
lo que estas propiedades abren la posibilidad de desarrollar alternativas a las

terapias convencionales, que frecuentemente provocan dafio renal y hepatico.

Un ejemplo del uso de flavonoides como tratamiento alternativo para la DM es el
reportado por Miranda-Nufez (2021). El 5, 7, 4'-trihidroxi-3, 6, 3, 5'-
tetrametoxiflavona (Flav1) fue identificado y extraido de la planta Tillandsia
usneoides. Este flavonoide demostréo un efecto hipoglucemiante en células
musculares al aumentar la traslocacion de GLUT4 a la membrana celular,
facilitando asi la entrada de glucosa a la célula. A continuacion, se muestra la

estructura del Flav1 (Figura 5).

OH (o) |

Figura 5. Estructura quimica del Flav1 reportada por Miranda-Nufez (2021).



3. Justificacion

La diabetes es una de las enfermedades mas prevalentes en México y América,
donde, a pesar de existir tratamientos farmacoldgicos, 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 vias de
sefalizacion relacionadas con la mejora de la glucemia y la sensibilidad a la
insulina; es importante profundizar sobre el mecanismo de accién de este
compuesto en alguna biomolécula clave como pudiera ser la proteina Akt2, que

es una proteina importante en la via de sefalizacién 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 criticos para su actividad bioldgica.

4. Pregunta de investigacion

¢El Flavl es capaz de traslocar GLUT4 en células C2C12 por medio de la

regulacion de Akt27?



5. Hipotesis

El Flav1 estimula la via PI3K/Akt al unirse a la proteina Akt2, lo que favorece su
fosforilacién y produce una mayor traslocacion de GLUT4 a la membrana celular

en miocitos.

6. Objetivo general

Evaluar la capacidad del Flav1 para modular la actividad de la proteina Akt2 en
la via de sefalizacion PI3K/Akt, y determinar su efecto en la traslocacion de

GLUT4 a la membrana celular de miocitos.
7. Objetivos especificos

e Modelar in silico la interaccion entre el Flavl y Akt2 para entender el
posible mecanismo de accion del Flavli como molécula
antihiperglucemiante.

e FEvaluar en curvas graduales la capacidad de Flav1 para activar Akt2 en
miocitos.

e Evaluar la accion de Flav1 sobre la fosforilacion de Akt2 y la traslocacion

de GLUT4 en miocitos.

8. Metodologia

8.1. Estudios in sillico

8.1.1. Preparacién de estructuras



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 proteinas

dado a lo mencionado a continuacion.

8.1.1.1. Proteina Cinasa B (Akt2)

La proteina Akt2, al encontrarse de forma fosforilada y no fosforilada, se tomaron
las estructuras del Protein Data Bank ID: 3DOE (Homo sapiens) (Dirk et al., 2008)
y 1GZ0O (Homo sapiens) (Yang et al., 2002) respectivamente. Sin embargo, la
estructura 3DOE se encontrd incompleta ya que no contaba con los residuos de
aminoacidos T308 y S473; aminoacidos que se encuentran fosforilados en esta
estructura, por lo que se realiz6 un modelado por homologia en UCSF Chimera
1.17 alpha con la herramienta Model/Refine molecular (Pettersen et al., 2004),
agregando ademas las fosforilaciones correspondientes en los aminoacidos Thr

308 y Ser 473.

Una vez obtenidas las estructuras base, se les realizé dinamica molecular para
la realizacién posterior del acoplamiento molecular. Cabe mencionar que se
utilizo el ligando del cristal G93 de la estructura 3DOE para realizar un control en

el acoplamiento molecular sobre el sitio catalitico de la proteina

8.1.1.2. Proteina AS160 TBCD4

Para la proteina AS160, también conocida como TBCD4, se utilizé la estructura
cristalografica PDB 3QYB (Homo sapiens) (Park et al., 2011). Esta estructura
corresponde a solo una parte de la proteina completa (Figura 6) comparado con

la secuencia de la proteina completa obtenida del National Center for


https://www.rcsb.org/

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

corresponde al dominio RabGAP-TBC (Figura 6).

3QYB_1|Chain =  ---------mmmmmmmmmmmm oo GSHMKVKLDYEEVGACQKEVLITWDKKLLN 30
protein SLWRKAIHQQILLLRMEKENQKLEGASRDELQSRKVKLDYEEVGACQKEVLITWDKKLLN 9060
B
3QYB_1|Chain CRAKIRCDMEDIHTLLKEGVPKSRRGEIWQFLALQYRLRHRLPNKQQPPDISYKELLKQL 90
protein CRAKIRCDMEDIHTLLKEGVPKSRRGEIWQFLALQYRLRHRLPNKQQPPDISYKELLKQL 960
B L P e T e T
3QYB_1|Chain TAQQHAILVDLGRTFPTHPYFSVQLGPGQLSLFNLLKAYSLLDKEVGYCQGISFVAGVLL 150
protein TAQQHAILVDLGRTFPTHPYFSVQLGPGQLSLFNLLKAYSLLDKEVGYCQGISFVAGVLL 1020
B e P S T e T
3QYB_1|Chain LHMSEEQAFEMLKFLMYDLGFRKQYRPDMMSLQIQMYQLSRLLHDYHRDLYNHLEENEIS 210
protein LHMSEEQAFEMLKFLMYDLGFRKQYRPDMMSLQIQMYQLSRLLHDYHRDLYNHLEENEIS 1080
B e
3QYB_1|Chain PSLYAAPWFLTLFASQFSLGFVARVFDIIFLQGTEVIFKVALSLLSSQETLIMECESFEN 270
protein PSLYAAPWFLTLFASQFSLGFVARVFDIIFLQGTEVIFKVALSLLSSQETLIMECESFEN 1140
B e e T
3QYB_1|Chain IVEFLKNTLPDMNTSEMEKIITQVFEMDISK----------------------------- 301
protein IVEFLKNTLPDMNTSEMEKIITQVFEMDISKQLHAYEVEYHVLQDELQESSYSCEDSETL 1200

AREHKKEKRKKKERKKKRIR KRR IRIRR KKK AKX )

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

la proteina completa por Clustal Omega

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

Tomando en cuenta la seccion de la proteina 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-

qui.org/)
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8.1.1.3. Flav1

A partir de la estructura quimica reportada del compuesto (Flav1) por Miranda-
Nufiez (2021), se realizd la construccion del ligando Flav1l por medio del
programa Gaussian (Frisch et al., 2016) y posteriormente se minimizd en el

programa Avogadro (Hanwell et al., 2012).

8.1.2. Dinamica molecular

La dinamica molecular se realiz6 en GROMACS (Berendsen et al., 1995) por
triplicado a 100 nanosegundos, donde se obtuvieron las poses mas
representativas por la metodologia de clustering reportada por Millan-Pacheco y
colaboradores (2025). A partir de esto se obtuvieron tres modelos de la proteina

Akt2 para cada isoforma.

8.1.3. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular para la proteina 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 mas de 1000
complejos por estudios de clustering. Inicialmente, los complejos fueron
analizados tomando como criterio aquellos encontrados en el sitio de unién
reportado por (3DOE). Posteriormente, bajo esta metodologia se realizd un
acoplamiento molecular ciego y se evaluaron los complejos donde el Flav1 se

encontré dentro de la parte hidrofébica de la proteina.
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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 mas de 100 complejos, donde se
analizaron aquellos donde el Flav1 interactué con aminoacidos aromaticos

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

Para este analisis, se obtuvieron los mapas de interaccion para determinar
posibles enlaces de hidrogeno en la interaccion del Flav1 con la proteina por
medio del programa LigPlot+ y PyMOL (Wallace et al., 1995, Schrodinger et al.,

2015).

8.1.4. Preparacion de estructuras para los calculos de energia libre de

union (AGy)

Los complejos elegidos se procesaron por el servidor PDB2PQR para convertir
los archivos de extension .pdb a archivos con extension .pqr. Esto para asignar

cargas y radios de los atomos y con ello llevar a cabo los calculos del AG.

8.1.5. Calculos de AG,

Los valores de AG, 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
metodologia descrita por Baker (2001); en la cual se consideran los
componentes no electrostaticos y electrostaticos que estan dados por las

siguientes ecuaciones:
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AGy = AGeee + AGhp elec Ecuacion.1

yasuvezel AG,.:

AGelec = AGCOMI + AGSOIU EcuaC|én 2

Para esta ecuacion, el AGy se encuentra en funcion de la energia no

electrostatica (AGno elec), Y la energia electrostatica (AGelec). Por lo tanto, se

pueden ver como una sola ecuacion:

AGy = AGopy + AGgowy + AGp, e Ecuacion. 3

Cabe mencionar que, para determinar la contribucion electrostatica de la

ecuacion, se utilizé el programa Adaptative Poisson-Boltzmann Solver (APBS)

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

obteniendo asi los componentes couldmbicos (AGeou) y de solvatacion (AGson)

de la ecuacion del AG..

Por su parte, la contribucion no electrostatica, AGno elec, fue determinada

mediante la ecuacion:

AGno elec =V (AASAcomplejo - AASAproteina - AASAligando ) Ecuacion. 4
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La ecuacién utiliza el Area Accesible al Solvente (ASA), que cuantifica la energia
necesaria para eliminar el agua del medio; para modelar la formacién del
complejo proteina/ligando. De igual manera, también incluye la tension
superficial del agua (y = 0.021 kJ mol~'A"2) como parametro (Friedman y Honing,
1995). Esta parte de la ecuacion se resolvio 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 energia libre de union con la Ecuacion 1.
8.2. Estudios fitoquimicos

Para la obtencion del Flav1, se realizaron dos maceraciones de 24 horas en
hexano, concentrando el extracto hexanico en cada maceracion. Posteriormente
se realizaron dos maceraciones de 24 horas en acetona, concentrando el

extracto cada vez.

Una vez obtenidos los extractos, se realizé una cromatografia en capa fina en
fase normal con fase movil diclorometano CH2Cl> (95%) / metanol CH3OH (5%),
asi como revelador para flavonoides para identificar la presencia de Flav1 en los

extractos realizados.

Posteriormente se realiz6 una cromatografia en columna de silice fase normal
(tamano de particula 0.063-0.200 mm; Merck, EUA) para purificar el Flav1 de los
demas componentes del extracto. Esta cromatografia se fracciono6 el extracto de
acetona en fracciones de diclorometano CH2Clz, acetona C3HsO, y metanol

CH3OH. Asimismo, se realizaron cromatografias en capa fina en fase reversa
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acetonitrilo CH3CN (70%) / agua H20 (30%), ademas de revelador para

flavonoides para localizar las fracciones en las que se encontr6 el Flav1.

8.3. Estudios in vitro

Se cultivaron miocitos de la linea 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 CO:..

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 uM) y Mix (1,
10, 50, 100, 500, y 1000 pg/mL). Pasadas las 24 horas se retir¢ el tratamiento y
se agrego una solucion de 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido (resazurina)
(GOLDBIO, EUA) 0.015 g/mL para después incubar 4 horas. Posterior a esto, se
leyo la microplaca a 570nm y 600nm en un Espectrofotdmetro para Microplacas

UV-Visible EPOCH (BioTek, EUA).

8.3.2 Estudios de Western Blot

A las células C2C12 cultivadas se les extrajo proteina posterior a tratamientos
de Flav1 a diferentes tiempos y concentraciones (15 minutos: Flav1 a 0.1, 1, 10
uM, Mix a0.1, 1, 10 yg/mL; 30 minutos: Flav1 a 0.1, 1, 10 uM, Mix a 0.1, 1, 10
pug/mL, 60 minutos: Flava 1uM y Mix a 1 ug/mL, 120 minutos: Flav a 1TuM y Mix
a 1 pg/mL). Asimismo, se realizé una curva con insulina de Flav1 a diferentes
concentraciones (1, 3, 5, 10 yM).
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Posteriormente, con la proteina obtenida se realizé una electroforesis en un gel
de acrilamida (BIO-RAD, EUA) al 10% con una cantidad de 9 muestras por gel,

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

Posteriormente, se realizé una transferencia semi humeda del gel de acrilamida
a una membrana de PVDF poro 0.2 um (Inmobilon-PSQ Transfer Membrane,

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

Transferida la proteina, se evaluo la presencia de Akt fosforilada (Ser-473) (Cell

Signalling, EUA), Akt total (Cell Signalling, EUA), y 3-actina (Santa Cruz, EUA).

Incubadas las membranas en anticuerpo primario, se utilizé anticuerpo
secundario Anti-raton (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 uM) y Mix (0.1, 1, 10 pyg/mL). Posteriormente se fijaron con paraformaldehido
al 4% por 15 minutos. Después, estas se lavaron con una solucion 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 solucién de PBS-T + BSA 3% (Biowest,

Francia)
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Las células se dejaron incubando en anticuerpo primario para GLUT4 (Sigma,
EUA) dejandolo incubar por 12 horas a 4°C. Posteriormente se retird el

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

Por ultimo, se tifieron los nucleos celulares con 4’,6-diamidino-2-phenylindole
dicloro (DAPI) (Invitrogen, EUA) y se observé al microscopio confocal modelo

LSM 780 NLO (Zeiss, Alemania).

9. Analisis estadistico

Los datos recopilados fueron analizados por una prueba estadistica de analisis
de varianza (ANOVA) de una via 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. Proteina cinasa B / Akt2

A partir de la dinamica 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 dinamica de cada proteina.
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Figura 7. Estructuras obtenidas de dinamica molecular de Akt2 fosforilada (a,

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

La interaccion entre el Flav1 y la proteina fue estudiada y con ello se propusieron
dos escenarios: en el primer caso se llevo a cabo el acoplamiento molecular del
Flav1 en el sitio reportado en el cristal ID PDB 3DOE (Dirk et al., 2008); del cual
se obtuvieron mas de 1000 conformeros. Posteriormente se eligieron los
complejos mas favorables y se realizaron calculos de energia de unién (AGy),

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

Tabla 1. Calculos de energia de union (AG,,) del sistema Akt2 no fosforilada,

Akt2 fosforilada / G93, Flav1 en el sitio catalitico.

Complejos AG,p AG o (kJ/ DG, clec AG,, *
(kd/mol) mol) (kd/mol) (kd/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

*AGu = AGsolv + AGcoul + AGno elec

A partir de los valores del AG,, se realizaron los mapas de interaccién de los
complejos con menor valor de AGy, los cuales demostraron tener interaccidén con
al menos un aminoacido del sitio de union 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 interaccion 2D obtenido
por el programa LigPlot. B) Mapa de interaccion 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 interaccion se establecio
principalmente en el residuo del acido glutamico 236 (Glu236) en la region del
carboxilo con un grupo OH del flavonoide, lo que facilita la interaccion por medio
de un puente de hidrogeno. Y esto aunado a lo obtenido en el AG,, esta
interaccidn no seria espontanea. Por su parte, la interaccion entre el Flav1 y la
proteina no fosforilada de Akt2 también tuvo interaccién con un aminoacido del

sitio de union, como se puede observar en la siguiente figura.
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Figura 9. Complejo Akt2 no fosforilada / Flav1. A) Mapa de interaccion 2D
obtenido por el programa LigPlot. B) Mapa de interaccién 3D obtenido por el

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

Para este caso, el AGy de igual forma fue positivo, sin embargo, en esta forma
inactiva de la proteina, el AGy es menos positivo, lo cual indica que a pesar de
no ser espontanea la interaccion, es mas favorable la interaccion que con la
forma activa de Akt2. Cabe resaltar, que los grupos hidroxilo del Flav1l son

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

Para el segundo escenario, se realizd un acoplamiento molecular ciego para
analizar las posibilidades que tendria el Flav1l de interaccionar con la parte
hidrofébica de la proteina, puesto que de acuerdo con el coeficiente de particidn
(LOGP) de la flavona trabajada tiende a ser mas hidrofobico. De este escenario
se obtuvieron 2700 poses, siendo un total de 123 poses las que estuvieron en el

sitio hidrofobico y; lo que representa un porcentaje de 4.5% (Figura 10).
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Figura 10. Representacion 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 calculos de energia de uniéon para los

conférmeros encontrados en el sitio hidrofébico de la proteina (Tabla 2).

Tabla 2. Calculos de energia de union (AG,) del sistema Akt2 no fosforilada /

Flav1 en el sitio hidrofébico.

Complejos Akt2 no DGy AGeou(kd AGrp erec AG,

fosforilada / Flav1 (kJ/mol) mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
Complejo 2_5 37 3 -13 27
Complejo 2_8 37 4 -13 28
Complejo4_8 36 6 -14 28
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Complejo4 9 40 14 -13 42

Complejo 5 7 35 9 -13 30

*AGu = AGsolv + AGcoul + AGno elec

A partir de los datos obtenidos del AG,,, se realizé el mapa de interaccion de uno

de los complejos mas favorables (Figura 11).

a b . \ N

Val 147 N, Ser474
A \

Figura 11. Complejo 2_8 Akt2 no fosforilada / Flav1 en el sitio hidrofobico de la
proteina. A) Mapa de interaccion 2D obtenido por el programa LigPlot. B) Mapa
de interaccion 3D obtenido por el programa PyMOL (Wallace A C et al., 1995;

Schrodinger et al., 2015).

Este mapa de interaccion muestra que a pesar de formar puentes de hidrogeno
con grupos hidroxilo de la proteina, siendo uno de estos con la Ser 474, que es
importante para la fosforilacion de la proteina, esta unidn sera de manera

repulsiva de acuerdo a lo mostrado en el AG,, de la tabla 2.
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10.1.2. Proteina AS160

Por otra parte, se realizé el acoplamiento molecular de la proteina A160 TBDC4
con el Flav1 obteniendo mas de 100 conférmeros, de los cuales, se eligieron
aquellos que formaban el mayor numero de enlaces de hidrogeno para realizar

los calculos de energia de union como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Calculos de energia de unién (AG, ) del sistema AS160 TBCD4 / Flav1

en el sitio RabGAP-TBC.

Complejos S160 TBCD4 / AGg,y AGoou(kdl AGy erec AG,
Flav1 (kJ/mol) mol) (kJ/mol) (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

*AGu = AGsolv + AGcoul + AGno elec
A partir de los datos obtenidos del AG,,, se realiz6 el mapa de interaccion de los

dos complejos mas favorables (Figura X).
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Figura 12. Complejo AS160 / Flav1. a) Mapa de interaccién 2D obtenido por el
programa LigPlot del complejo 12. b) Mapa de interaccion 3D obtenido por el
programa PyMOL del complejo 12. ¢c) Mapa de interaccion 2D obtenido por el
programa LigPlot del complejo 18. d) Mapa de interaccion 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 interaccion, se observd que tiene mejor interaccion
Flav1 con AS160, puesto que forma cinco enlaces de hidrégeno. Asimismo, esta
interaccidn esta dada por los grupos hidroxilo de los aminoacidos de la proteina;
por lo que se relaciona al AG,, de estos complejos, el cual fue negativo y esta

regido por las interacciones electrostaticas de la molécula.

10.2. Analisis fitoquimico

A partir de las maceraciones de T. usneoides se obtuvieron las cromatografias
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 maceracidén 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 mas polar que el hexano,
ademas que las maceraciones con hexano limpian las ceras que pudiera tener
la planta (Ramirez, 2020). Por otra parte, al separar los componentes del extracto
que contiene el Flav1 en la cromatografia en columna, este se observé que salid
en mayor proporcion en las fracciones de diclorometano (D3-D9) como se

muestra en la Figura 13.C.




Figura 13. Cromatografia en capa fina placa reversa CH3zCN (70%) / H20 (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 analisis en HPLC (Figura 14), las cuales mostraron

la presencia del Flav1 reportado por Miranda (2021).

HLAC1R4,6-7 500 ug/mL 360 nm.

Flav 1

23.658
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S.488
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Figura 14. Cromatograma de analisis por HPLC de D4,6-7 con RT de 10.139,

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

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

el cual fue analizado por HPLC para verificar la presencia de Flav1 (Figura 15).

27



HLACIR4-11| 2 mg/mL 360 nm.

Flav 1

25484

10.137
23.632

AU

24 805

t 3
“
ﬁn 0
8

200 2.0

8]
8

o o
Minutos

Figura 15. Cromatograma de analisis por HPLC de D4-11 con RT de 10.139,

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

El cromatograma muestra que a pesar de tener en mas concentracion otros
compuestos, Flav1 se encuentra de manera mayoritaria. Por lo cual, esta técnica
de extraccion permitié reducir tiempo significativo para la obtencion del Flav1,
mostro la presencia en minimas proporciones de otros componentes y una alta
concentracion de Flav1 (Tiempo 23.658 minutos); lo que corresponde a lo
reportado por Miranda-Nuifez y colaboradores (2021). Dejando asi una pureza
del Flav1 en un +95%, donde, ademas, se determin6 un rendimiento de 0.128%
a partir de 57.6 g de extracto seco, sin mencionar que se obtuvo una fraccion

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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Funcionalidad celular de Flav1 y Mix en C2C12
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Figura 16. Representacion grafica de la funcionalidad en las células C2C12 con
el tratamiento de Flav1 y Mix. Mediax E.E.M. *Diferencia significativa respecto al

grupo control p < 0.05 (ANOVA de una via y Tukey).

Estos resultados muestran que el Flav1 empieza a reducir la viabilidad celular a
partir de una concentracién de 50 uM, por lo que en futuros experimentos para

evaluar la accion del Flav1, se consideraran concentraciones de 1-10 uM.
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Figura 17. Efecto de Flav1 y Mix sobre células C2C12 a diferentes minutos de
tratamiento. a) Western Blot a 1 uM de Flav1 de tratamiento. b) Representacion
del promedio, error estandar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo
testigo p< 0.05 (ANOVA y Tukey). c) Western Blot a 1 uyg/mL de Mix de
tratamiento. d) Representaciéon del promedio, error estandar, y diferencia
significativa (*) con respecto al grupo insulina p< 0.05 (ANOVA de una via y

Tukey).

Estos resultados muestran que, a diferentes tiempos, al menos a la
concentracion mostrada en la figura anterior, el Flav1 y Mix no presentan alguna

respuesta en Akt2 en células C2C12, por lo cual, se decidi6 evaluar a
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concentraciones de 0.1 y 10 uM de Flav a 15 y 30 minutos; asi como a

concentraciones de 0.1 y 10 yg/mL de Mix (Figura 18 y 19).
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Figura 18. Efecto de Flavl y Mix sobre células C2C12 a 15 minutos de
tratamiento. a) Western Blot a 0.1 yM de Flavl y 0.1 pg/mL de Mix. b)
Representacion del promedio, error estandar, y diferencia significativa (*) con
respecto al grupo insulina p< 0.05 (ANOVA de una via y Tukey) de las
concentraciones 0.1 uM y 1 ug/mL de Flav1 y Mix respectivamente. c) Western
Blot a 10 uM de Flav1 y 10 ug/mL de Mix. d) Representacién del promedio, error

estandar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo insulina p< 0.05
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(ANOVA vy Tukey) de las concentraciones 10 uM y 10 pg/mL de Flav1 y Mix

respectivamente.
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Figura 19. Efecto de Flavl y Mix sobre células C2C12 a 30 minutos de
tratamiento con insulina. a) Western Blot a 0.1 yM de Flav1 y 0.1 yg/mL de Mix.
b) Representacion del promedio, error estandar, y diferencia significativa (*) con
respecto al grupo insulina p< 0.05 (ANOVA de una via y Tukey) de las
concentraciones 0.1 uM y 1 ug/mL de Flav1 y Mix respectivamente. c) Western
Blot a 10 uM de Flav1 y 10 ug/mL de Mix. d) Representacién del promedio, error
estandar, y diferencia significativa (*) con respecto al grupo insulina p< 0.05
(ANOVA de una via y Tukey) de las concentraciones 10 uM y 10 pg/mL de Flav1

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

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

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

de tratamiento. a) Western Blot. b) Representacion del promedio, error estandar,

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

una via 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 Flavli a 0.1, 1,y 10 uyM; y 0.1, 1, y 10 pg/mL de Mix para

verificar si aun existe la traslocacion de GLUT4 (Figura 21).
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Figura 21. Inmunofluorescencias en células C2C12 para evaluar la traslocacion
de GLUT4 con estimulo de Flav1 (a) y Mix (b), asi como la representacion del

promedio, error estandar, 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

via y Tukey).

Las imagenes obtenidas por fluorescencia muestran que Flav1 tiene la
capacidad de traslocar GLUT4 en tratamientos de 30 minutos a concentraciones
de 1y 10 uM para el caso de Flav1,y 0.1, 1y 10 yg/mL para el caso de Mix. Su
nivel de traslocacién fue comparado con los controles y se obtuvo que las
mejores concentraciones para la traslocacion del GLUT4 fue 1 uM en el caso del
Flavl y 1 pg/mL para el caso del Mix. Donde cabe resaltar que las demas
concentraciones o exhibian una traslocacién mayor al grupo testigo, pero sin

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

11. Discusion

Ahora bien, en cuanto a la parte fitoquimica, la extraccidon aqui propuesta
permitié reducir los tiempos de extraccidn en comparacion con lo reportado por
Miranda y colaboradores (2021), obteniendo una alta pureza del compuesto en
menor tiempo. Asimismo, el perfil cromatografico obtenido en este trabajo
presentd correspondencia con los resultados previamente reportados en la
literatura, lo que sugiere que la metodologia empleada permitié la obtencién del

flavonoide de interés con caracteristicas 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 regulacion del
metabolismo de glucosa mediante la activacion de vias de sefalizacion como
AMPK, promoviendo la fosforilacion indirecta de AS160 y favoreciendo la

translocacion de GLUT4 hacia la membrana plasmatica (Hajiaghaalipour et al.,
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2015). En este trabajo, la interaccion predicha entre Flav1 y la proteina Akt2 no
mostrd caracteristicas favorables, debido a que los resultados obtenidos
mediante acoplamiento molecular indicaron una baja estabilidad del complejo
proteina-ligando (Tabla 1y 2). Estos resultados se correlacionan con los ensayos
experimentales, donde Flav1 no promovié la activacion de Akt (Figura 18, 19y
20), sugiriendo que la translocacién de GLUT4 observada no estaria mediada

directamente por la activacion de esta cinasa.

Sin embargo, aunque Akt2 representa uno de los principales mediadores de la
sefalizacion de insulina, la movilizacién de GLUT4 puede ser regulada mediante
rutas alternas independientes de Akt. En este sentido, se ha descrito que la
activacion de AMPK y la regulacion de proteinas asociadas al trafico vesicular
pueden favorecer la translocacion de GLUT4 mediante mecanismos alternativos
a la via clasica PI3K/Akt (Kim et al., 2012). En concordancia con esto, Flav1
mostro capacidad para inducir la translocacion de GLUT4 (Figura 21), resultado
que coincide con lo reportado previamente por Miranda y colaboradores (2021),
indicando que el compuesto podria estar modulando algun punto alternativo

dentro de la regulacion del transporte de glucosa.

Por otro lado, el acoplamiento molecular de Flav1l con la proteina AS160
representa un analisis preliminar para la identificacion de posibles blancos
moleculares involucrados en este proceso. Los resultados obtenidos mostraron
valores negativos de energia libre de unién (AG,) (Tabla 3), sugiriendo una
interaccidn favorable entre el flavonoide y esta proteina. Asimismo, el analisis
energético indicoO que las interacciones electrostaticas podrian 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 interaccion
mediante la evaluacion de la fosforilacion de AS160 y otros componentes

relacionados con la via de senalizacion de insulina.

La posible participacién de AS160 resulta relevante debido a que esta proteina
funciona como un punto regulador del trafico de vesiculas GLUT4 mediante la
modulacion de proteinas Rab, por lo que su activacion podria explicar la
translocacion de GLUT4 observada en ausencia de activacion de Akt2. Esto
coincide con reportes donde diversos flavonoides favorecen la fosforilacion de
AS160 y AMPK, contribuyendo al incremento del transporte de glucosa celular
(Kim et al., 2012). En conjunto, estos resultados sugieren que Flav1 podria
favorecer la captacion de glucosa mediante mecanismos independientes de
Akt2, posicionandolo como un compuesto de interés para continuar explorando
nuevas dianas moleculares dentro de la sefalizacion metabdlica asociada a la

diabetes.

12. Conclusion

Los resultados obtenidos sugieren que, aunque la translocacion de GLUT4 no
esta siendo regulada directamente por Akt2 en respuesta al estimulo de Flav1,
la interaccidbn de esta flavona con la proteina AS160 ofrece un posible
mecanismo alternativo de regulacion. Esto indica que la via de senalizacion
involucrada en la translocacién de GLUT4 podria estar siendo modulada a través

de AS160, independientemente de la activacion convencional de Akt2.
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Estos hallazgos abren nuevas perspectivas para comprender los mecanismos
moleculares que controlan la translocacién de GLUT4, destacando el papel
potencial de Flavl en la regulacion de la captacion de glucosa. Futuras
investigaciones deberan profundizar en los detalles de esta interaccién, asi como
explorar otras posibles vias de sefalizaciéon implicadas, lo que podria tener
implicaciones relevantes en el tratamiento de enfermedades metabdlicas como

la diabetes.

13. Perspectivas

Por el numero de grupos hidroxilo de Flav1, este podria estar regulando la
translocacién de GLUT4 por medio de cambios en el estrés oxidativo celular.
Asimismo, podria estar desregulando el calcio. lo que podria activar vias
auxiliares para poder traslocar GLUT4 de manera indirecta y no por la via

canonica de la via de senalizacion de la insulina.
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DE DOCENCIA E INVESTIGACION

EN QUIMICA
Azcapotzalco

Extraccion y evaluacion de citotoxicidad in vitro del 5, 7, 4'-trihidroxi-
3, 6, 3, 5'-tetrametoxiflavona (Flav1) a partir de T. usneoides

Carrasco Sanchez Luis Angel!, Zamilpa Alvarez Alejandro?, Blancas Flores Gerardo?, Fortis Barrera Angeles®
Serratos Alvarez Iris Natzielly**

'Universidad Auténoma Metropolitana, Posgrado en Biologia Experimental Avenida Ferrocarril San Rafael Atlixco. No. 186. Colonia Leyes
de Reforma 1 A Seccidn, Alcaldia Iztapalapa, Ciudad de México. CP 09310.

Instituto Mexicano de Seguro Social, Depar de Fitoquimica Farmacolégica, Centro de Investigacién Biomédica del Sur. C. Rep.
Argentina 1, Centro, Xochitepec, Mor. CP. 62790
3Universidad Autd Metropoli Depar de Ciencias Bioldgicas y de la Salud. Avenida Ferrocarril San Rafael Atlixco. No.
186. Colonia Leyes de Reforma 1 A Seccion, Alcaldia Iztapalapa, Ciudad de México. CP 09310.
4Universidad Autd M i L Depar de Quimica. Avenida Ferrocarril San Rafael Atlixco. No. 186. Colonia
Leyes de Reforma 1 A Seccidn, Alcaldfa Iztzpalapa Ciudad de México. CP 09310.

*Autor para correspondencia: anfor1110@gmail.com ORCID *2 0000-0003-0923-501X

o XXV779 LA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Y EL ' /N
R e eerermte DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD e A e
VAMETAVLABA Otorgan la presente
\

Constancia

a: Carrasco Séanchez Luis Angel, , Serratos Alvarez Iris Natzielly, Fortis-Barrera Angeles, Zamilpa Alvarpzd
Alejandro, Millan Pacheco Cesar, Jacqueline Rebeca Del Villar Licona, Blancas Flores Gerardo. &4
\ \ ‘
Por la Presentaci6n del Trabajo en Cartel: . ﬁ' /

“Evaluacion de la interaccion del 5, 7, 4'-trihidroxi-3; 6, 3, S'-tetrametoxiflavona (FLAV 1) con la proteina 'cf;lasa B(A
~ su viabilidad en células de musculo y hepatocitos™

En el XXVIII Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud
Celebrado del 27 al o1 de diciembre del 2023

.. Dr. Fernando Rivera Cabrera
Jefe del Departamento de Ciencias de la Salud

Comité Organizador: Dra. Elsa Cervantes Rios, Dra. Norma Edith Lépez Diaz-Guerrero, Dra. Adriana Alarcon Aguilar, Dra. Ofelia Limon Morales, Dra. Barbara Vargas
Miranda ,Dr. Noé Salinas Arreortua, Dra. Denise Raddatz Mota, Dr. Gerardo Blancas Flores.
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Universidad
Auténoma
Metropolitana

Casa abierta al tiempo Azcapotzalco

Otorga la presente
Constancia

-Luis Angel Carrasco Sanchez

Por presentar la ponencia del trabajo de investigacion:
Estudio de la interaccion entre el acido poli-galico (PGAL) y el cristal de urato monosddico para la
inhibicion de la inflamacion
En la modalidad Oral
dentro de las actividades del XIV Congreso Internacional de Docencia e Investigacion en
Quimica, celebrado de forma virtual los dias del 5 al 7 de julio del 2023.
Coautores

Alvarez Iris ielly, R lejandra, Gimeno Miquel, Fernandez Torres
Javier, Zamudio Cuevas Yessica Eduviges

Ciudad de México,a  de octubre de 2023

Dra. T and Herandez Dr. Rafael Pérez Flores Dr. Cirilo Garcia Martinez
Directora de la Jefe del Presidente del Comité Organizador del

Dvisién de Ciencias Basicas e Ingenieria Departamento de Clencias Basicas Xiv Congreso Internacional de Docencia e
Investigacién en Quimica

% RICE
GQURS

Gulf Coast Undergraduate
Research Symposium

Dear Luis,

It is a pleasure to inform you that you have been selected to present your research in the BioSciences:
Biochemistry and Cell Biology section at the Gulf Coast Undergraduate Research Symposium (GCURS)
that will be held by Rice University on Nov. 9-10!

The format you have been assigned to present in is: In-person

Please confirm receipt of this email and your intention to present at the symposium by using the reply
form on your GCURS admissions status page no later than Oct. 15.

If you have requested a travel award, more information is forthcoming from your section.

More information will follow as we move closer to the symposium date. Remember, GCURS is not a
poster session - you will be giving a talk on your research, and your section will send more details soon.

Should you have questions about GCURS or this letter, we encourage you to reach out to your section
administrator, or email gcurs@rice.edu. We look forward to meeting you and learning about your research!

Regards,

The GCURS team
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20 | CONGRESO
BIOMATERIALES Y MEDICINA REGENERATIVA
m 27 y/28 de Mayo del 2024
El comiteé cientifico y organizador extiende la presente
CONSTANCIA

a

Carrasco-Sinchez Luis Angel , Serratos-Alvarez Iris, Herndndez-Valencia
Carmen, Martinez-Flores Karina, Lopez-Macay Ambar, Ferndindez Torres
Javier, Romero-Montero Alejandra, Gimeno Miquel, Zamudio-Cuevas Yessica.

Por su participacion con el trabajo de investigacion

INTERACCION IN SILICO ENTRE POLI-ACIDO GALICO Y
RECEPTORES TIPO TOLL PARA LA REGULACION DE LA
FAGOCITOSIS EN UN MODELO IN VITRO DE GOTA.

Lo L

\

jorales Corona Dfa. Ana Laura Alvarez Meja londragén Lozano
Depto de Fisica Posdoctorante Catedratico
UAM-Iztapalapa CONAHCYT-UAM CONAHCYT-IMSS
S

~ 15\
o @ K

e Bin™

IMSS ININ —— = INR

> —

4.0
Casa abierta al tiempo SY N

El equipo organizador del Synbio Bootcamp en asociacién
con el Departamento de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma Metropolitana, otorga la presente

Constancia

Luis Angel Carrasco @
Sanchez

por su participacién como ponente de la conferencia tematica
‘Docking Molecular” durante el programa de instruccién del
Synbio Bootcamp 4.0 para alumnos de bachillerato y
. universidad que se llevé a cabo los dias 9 a 18 de abril del
2024.

Agradecemos inmensamente su labor voluntaria en nuestro

evento. .

Dr. Francisco Cruz Sosa ‘N&?ﬁmﬁémpos

Jefe del Departamento de Organizador de Synbio Bootcamp 4.0
Biotecnologia UAM-1

Ciudad de México a 28 de mayo del 2024
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Sociedad Mexicana
de Materiales A.C.

August 2024

TO WHOM IT MAY CONCERN
Present

This is to certify that Luis Angel Carrasco Sénchez, Yessica Zamudio- Cuevas, Carmen
Herndndez- Volencia, Karina Martinez- Flores, Ambar Ldpez- Macay, Jovier Ferndndez
Torres, Alejondro Romero Montero, Miquel Gimeno, Iris Serratos-Alvarez presented
the contribution: ROLE OF POLY-GALLIC ACID (PGAL) IN GOUT AND ITS
INTERACTION WITH MONOSODIUM URATE CRYSTALS (MSU) as Poster modality, in
the ES. Biomateriols: Soft and Hard Materials, Surface Modifications, and their
Relevonce in Health Applications (LEGACY) Symposium at the 32nd International
Materials Research Congress held in Cancun, Mexico from August 18th to 23th,
2024.

Sincerely,

Jesis Gonzdlez Hernandez
President
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UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
Ctorgan el presente

RECONOCIMIENTO

a:  Biol. Exp. Luis Angel Carrasco Sanchez

Por su participacion como ponente con la conferencia “Heno, més que un uso ornamental”
como parte del SIMPOSIO DE BROMELIAS, DIVERSIDAD, CONSERVACION Y POTENCIAL.

Chapingo, México a 17 de mayo de 2024

SIMPOSIO DE

BROMELIAS

DIVERSIDAD, CONSERVACION Y POTENCIAL del Departamento de Fitotecnia
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Il CONGRESO
BIOMATERIALES Y MEDICINA REGENERATIVA
12y [13/de Mayo del 2025 - UAMI, CDMX, México

El comitée cientifico y organizador extiende la presente

CONSTANCIA

a

Luis }lnge[ Carrasco Sanchez, Ivin Humberto Herndndez Sdnchez, Grecia

Garcia Elizalde, Iris Natzielly Serratos Alvarez, Ana Maria Soto Estrada,
Javier Barrios Gonzdlez

Por su participacion con el trabajo de investigacion

Nanoparticulas de plata como agentes antimicrobianos

Lk

Dra. And Laura Alvarez Mejia Dr. Rodrigo Mondragon Lozano
Pasdoctorante Catedratico
SECIHTI-UAM SECIHTIIMSS

Caea st o herge

Universidad
Auténoma
Metropolitana

Casa abierta al tiempo Azcapotzalco

Otorga la presente
Constancia

- Luis Angel Carrasco Sanchez

Por presentar la ponencia del trabajo de investigacion

Modelado de la interaccion de la flutamida como citoprotector ante el uso de aminoglucésidos
como antibiéticos

en la modalidad Cartel

dentro de las actividades del XVI Congreso Internacional de Docencia e Investigacion en
Quimica (XVI CIDIQ), celebrado los dias lunes 14 y martes 15 de julio de 2025.

Coautores

Ambar Lépez Macay, Cesar Millan Pacheco, Gerardo David Hernandez Cornejo, Inis Natzielly
Serratos Alvarez, Norma Castafieda Villa

Ciudad de México, a 17 de julio de 2025.

g

L

~ -
Dr. Rafael Escarela Pérez Dr. RicardpAeodoro Paez Hernandez Dr. Gerardo Chavez Esquivel
Director de la Jefe del Presidente del Comité Organizador del
Davision de Ciencias Basicas e Ingenieria Departamento de Ciencias Basicas XIV Congreso Internacional de Dacencia e

Investigacién en Quimica
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